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As florestas possuem um alto valor patrimonial do ponto de vista ambiental e
econdmico. Como tal, é de extrema importancia a sua preservacgao e o
constante estudo das espécies florestais e de toda a sua envolvéncia. Uma
das ameacas a estas espécies sdo as doengas causadas por fungos,
provocando lesdes no hospedeiro, desde a podridao de frutos até a morte. O
presente estudo pretende contribuir para um melhor conhecimento destes
agentes patogénicos, caracterizando isolados de fungos encontrados nas
espécies florestais Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e Quercus suber em
Portugal.

Neste estudo foi efetuada uma caracterizacdo de um conjunto de isolados
obtidos dos hospedeiros eucalipto, pinheiro-bravo e sobreiro, sintométicos e
assintomaticos, distribuidos por diversas zonas do pais.

Inicialmente foi realizada uma tipagem por MSP-PCR, de forma a avaliar a
diversidade genética presente na colecéo de isolados. Apds a obtencédo dos
perfis por MSP-PCR, foi criado um dendrograma de forma a facilitar o
agrupamento dos isolados de acordo com a similaridade dos seus perfis.
Deste modo, foram selecionados 18 isolados representativos de cada grupo
para proceder a sua identificacdo inicial pela sequencia¢éo da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) pertencente ao cluster ribossomal (rDNA). Pela
analise das sequéncias da regido ITS foi possivel identificar 7 géneros de
fungos diferentes, sendo eles Diaporthe, Harknessia, Discula, Arcopilus,
Epicoccum, Neofusicoccum e Gnomoniopsis.

Devido a escassez de estudos do género fungico Diaporthe, relativo a
espécies florestais em Portugal, os isolados a ele pertencentes foram
submetidos a uma analise multi-locus usando as sequéncias dos genes que
codificam para o fator de alongamento da transcri¢do 1-alfa (tef1-a), B-tubulina
(tub2), histona (his3) e calmodulina (cal).

De entre os isolados foram identificadas as espécies D. rudis, D. foeniculina e
D. malorum. A andlise filogenética multi-locus sugeriu a existéncia de trés
potenciais novas espécies. Como tal, procedeu-se a realizacao de testes de
crescimento a diferentes temperaturas e a sua caracterizacdo morfoldgica,
assim como a respetiva descri¢do taxondmica detalhada.

Desta forma, o presente estudo representa a primeira comprovacgao da
presenca de fungos do género Diaporthe em eucalipto, pinheiro-bravo e
sobreiro, em Portugal. A sua importancia, enquanto agentes patogénicos
destas espécies de interesse florestal, necessita ser esclarecida em estudos
futuros.
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Forests are very valuable resources from the environmental as well as the
economical point of view. Hence, their preservation, study of forest species and
overall environment is of utmost importance. One of the threats to those
species are disturbances caused by fungi, that cause injuries in the host that
can ultimately result in damages in fruits and consequently death. The present
study aims to contribute to better knowledge of the pathogenic agents by
characterizing fungal isolates found in the following forest species from
Portugal: Eucalyptus globulus, Pinus pinaster and Quercus suber.

In this study it was made a characterization of a group of isolates obtained from
Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e Quercus suber, symptomatic and
asymptomatic, with a wide distribution across the country.

Initially, a MSP-PCR typing approach was applied to evaluate the genetic
diversity present in the collected isolates. The MSP-PCR profiles obtained were
used to generate dendrograms to group isolates with similar profiles. From the
dendrograms, 18 representative isolates were selected to undergo initial
identification by sequencing the ITS (Internal Transcribed Spacer) region from
the ribosomal cluster (rDNA). The ITS analysis resulted in the identification of 7
different genera: Diaporthe, Harknessia, Discula, Arcopilus, Epicoccum,
Neofusicoccum and Gnomoniopsis.

Diaporthe was the most abundant genus present in the isolates and due to the
scarcity of studies regarding this fungal genus in forest species in Portugal, the
respective isolates were submitted to a multi-locus analysis using the following
genes: translation elongation factor 1-alpha (tefl-a), p-tubulin (tub2), histone
(his3) e calmodulin (cal).

The species D. rudis, D. foeniculina and D. malorum were identified from
among the isolates. The multi-locus phylogenetic analysis suggested the
existence of three potential new species. As such, growth tests at different
temperatures and morphologic characterizations were performed on the
potential new species as well as the respective detailed taxonomic description.
The present study represents the first prove of the presence of fungi belonging
to the genus Diaporthe in eucalyptus, maritime pine and cork oak in Portugal.
Their importance as pathogenic agents in forest species needs to be further
enlightened in future studies.
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Caracterizacdo de espécies de Diaporthe em espécies florestais

1. INTRODUCAO

1.1. Floresta portuguesa

A floresta constitui um dos mais valiosos patriménios do nosso pais e ocupa cerca
de 3,3 milhGes de hectares, traduzindo-se assim em 36 % do uso de solo em Portugal (ICNF,
2019).

As espécies mais frequentes, tal como ilustrado na figura 1, sdo Eucalyptus globulus
(eucalipto), Pinus pinaster (pinheiro-bravo) e Quercus suber (sobreiro). Com uma presenca
ainda que mais reduzida, também é possivel observar na floresta portuguesa as seguintes
espécies: Quercus ilex (azinheira), Pinus pinea (pinheiro-manso), Quercus faginea

(carvalho) e Castanea sativa (castanheiro) (ICNF, 2019).

Espécies florestais

2%

PN

2%
3%

2%

@ Pinheiro-bravo Pinheiro-manso [JSobreiro Castanheiro [ Azinheira

Carvalhos [ Eucaliptos [ Outras folhosas E Outras resinosas

Figura 1- Distribuicdo da area total por espécie (ICNF, 2019)

As espécies florestais anteriormente referidas representam, pelos produtos

florestais lenhosos e ndo lenhosos que se podem extrair delas, uma importante fonte de
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rendimentos, refletindo-se anualmente em cerca de 2,5 % do Produto Interno Bruto em
Portugal (ICNF, 2017). E sabido que os produtos florestais lenhosos despertam um
primordial interesse face ao elevado nivel econdmico que se consegue extrair da sua
exploragdo, sendo que, cerca de 220 mil hectares da floresta estdo a cargo de industrias de
pasta de papel. E ainda, em aproximadamente 1 milhdo hectares prevalecem darvores
autdctones, como o sobreiro, conhecido como “mina” de onde provém mais de metade da
producdo mundial de cortica. De igual forma, a producdo de madeira, através da
exploracdo da plantagao do pinheiro-bravo representa uma parcela importante na receita
de algumas empresas (ICNF, 2013).

Analisando noutra perspetiva, das florestas consegue-se ainda extrair uma grande
diversidade de produtos florestais ndao lenhosos, tais como exemplo o mel, a forragem
animal, os frutos, as ervas medicinais e os cogumelos, desempenhando igualmente, desta
forma, um importante contributo econémico (Croitoru, 2007). Além do exposto contribui
ainda para o bem-estar das populacdes.

Nos ultimos anos tem sido possivel observar um aumento da area florestal muito
devido ao investimento privado, aos programas de incentivo publico de arborizacdo em
terrenos publicos e privados e a regeneracgdo natural da prépria floresta (ICNF, 2013). E
importante referir que 92 % dos terrenos sao constituidos por propriedades privadas e,
muitas delas, de pequena escala, dificultando entdo a gestdo das florestas e a
implementacdo de politicas florestais (ICNF, 2017).

Muitas das perturbacdes encontradas nos ecossistemas florestais devem-se a
fatores bidticos e abidticos. A forte influéncia dos fatores abidticos, como a temperatura e
a precipitacdo, no desenvolvimento, na reproducdo e na sobrevivéncia dos agentes
bidticos, tende a afetar as populacdes existentes. Os cenarios climaticos previstos para
Portugal antecipam a diminuicdo de precipitacdo nos periodos de primavera, verdao e
outono e o aumento das temperaturas minimas e maximas em todas as estagdes,
consequentemente, prevé-se desta forma, um maior impacto dos patogenos florestais no
futuro (Wingfield et al., 2015; Soares et al., 2017; Cardoso et al., 2019).

Porém, também erros humanos podem ter consequéncias nocivas para a floresta,

ndo sé pelas consequéncias resultantes dos incéndios que tantas vezes assolam a floresta
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portuguesa, como também pelo aumento da temperatura e escassez de agua, causando
assim um desequilibrio dos recursos hidricos disponiveis (Pessoa et al., 2014). Estas secas
a que as espécies florestais se encontram sujeitas poderdao ser demasiado prolongadas e
rigorosas, tornando-as ainda mais suscetiveis a insetos, pragas e fungos (Hanson & Weltzin,

2000).

1.1.1. Eucalipto

Pertencente a familia das Myrtaceae e contendo mais de 800 espécies, o eucalipto
(Eucalyptus spp.) com o avancgar do tempo tem sido difundido fora da sua drea nativa na
Australia. Introduzido no sul da Europa em meados do século XIX, atualmente encontra-se
plantado em quase todas as partes do mundo (Alves et al., 2007a). Tomando como exemplo
a espécie Eucalyptus globulus, uma das espécies de maior importancia para a industria de
celulose onde, na Europa, a Peninsula Ibérica detém mais de 80 % de 1,3 milhdes de
hectares florestais desta espécie (Catry et al., 2013; Cerasoli et al., 2016).

Muito usada para fins industriais, esta arvore demonstra étima adaptacao ao clima
mediterranico, visto que o fornecimento limitado de agua e os nutrientes sao os fatores
limitantes com maior relevancia para o desenvolvimento da espécie (Araujo et al., 1989).

Eucalyptus globulus é considerada uma espécie de crescimento rdpido e com
capacidades de criar caules apds o corte a partir da base do seu tronco, possibilitando trés
a quatro cortes com periodos de, aproximadamente, 12 anos (Alves et al., 2007a).

Embora sejam consideradas darvores resistentes com grande capacidade de
rebrotar, estas sdo vulnerdveis a fungos patogénicos, sendo estes a maior causa de doencgas
nesta espécie (Alves et al., 2007a). O género Teratosphaeria, nomeadamente as espécies
T. gauchensis e T. zuluensis, sdo exemplos de agentes patogénicos encontrados nesta
espécie florestal, provocando sintomas como manchas foliares e cancro (Alves et al.,,
2007a; Crous et al., 2009; Aylward et al., 2019). Também Neofusicoccum eucalyptorum, N.

australe, Diplodia corticola e D. seriata sao espécies associadas ao eucalipto, sendo que as
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espécies supracitadas de Diplodia foram detetadas em eucalipto pela primeira vez em
Portugal (Barradas et al., 2016).

O primeiro relato de Mycosphaerella em eucalipto fora da Australia ocorreu,
curiosamente, em Portugal com a descri¢cdo da espécie M. molleriana e, posteriormente a
esta, outras onze espécies foram encontradas em Portugal, sendo estas Teratosphaeria
africana, Mycosphaerella walkeri, M. madeirae, M. communis, M. heimii, M. lateralis, M.
marksii, T. nubilosa, T. parva, M. grandis e M. vespa (Crous, 1998; Crous et al., 2004a; Crous

et al., 2006; Silva et al., 2009).

1.1.2. Pinheiro-bravo

Pinus pinaster é a espécie, pertencente ao género Pinus e a familia Pinaceae, mais
importante em Portugal, tanto a nivel de area com mais de 714 mil hectares, como também
a nivel econdmico (Branco et al., 2014). Segundo Loustau et al. (1995), a principal origem
geografica de Pinus pinaster foi registada na regido mediterranica, no entanto este facto é
contestado por muitos alegando que a espécie foi introduzida em Portugal, tomando-a
como uma espécie ndo-nativa (Santos & Almeida, 2007).

Desta espécie deriva matéria prima para fins industriais, diversos produtos como
madeira manufaturada, paletes, resinas e tabuas, resultando dai uma receita de um total
aproximado de 306 milhdes de euros pelas exportacdes destes mesmos produtos (Mendes
etal., 2004).

Pinus pinaster apresenta resisténcia a solos pobres, contudo necessita de alguma
luz e suporta mal os frios intensos. Relativamente ao seu tempo de vida, esta espécie pode
atingir os 200 anos de vida, embora frequentemente atinja apenas entre 80 a 100 anos
(Oliveira et al., 1999).

As arvores desta espécie podem ser afetadas por insetos e nematodes, tais como,
Hylobius abietis e Bursaphelenchus xylophilus, evidenciando como sintoma mais comum a
descoloracdo das agulhas (Mota et al., 1999; Zas et al., 2005; Téth, 2011). Este ultimo, é o

principal agente causador da doenca da murchiddo do pinheiro (Pine Wilt Disease — PWD)
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gue representa, para além do dano econdédmico, um considerdavel dano ambiental
resultando em perdas irreversiveis nos ecossistemas florestais e, consequentemente, na
perda de biodiversidade (Mota et al., 1999; Vicente et al., 2012).

O cancro resinoso do pinheiro, possivelmente a doenga mais destrutiva, é causado
pelo fungo Fusarium circinatum, infetando os hospedeiros independentemente dos seus
tempos de vida (Branco et al., 2014). Este fungo é facilmente disseminado pelo vento,
chuva, insetos e seres humanos (Martin-Garcia et al., 2019). Em Portugal tém sido tomadas
medidas com intuito de evitar a propagacao de F. circinatum, como a destrui¢cdao de todos
os lotes de plantas contaminadas e um controlo mais intensivo dos locais contaminados
até as areas circundantes, inclusive foi elaborado um plano de acdo que visa a prospecao e

erradicacdo de F. circinatum até 2020 (ICNF, 2018).

1.1.3. Sobreiro

Da familia Fagaceae e de género Quercus, o sobreiro (Quercus suber) é conhecido
pela sua producgao de cortica e é em territério portugués que subsiste a maior extensao
desta espécie no mundo (Silva & Catry, 2006). Quercus suber teve origem no Sul da Europa
e Norte de Africa e é descrita como uma espécie de longa durabilidade, compreendida
entre 200 e 250 anos (Varela, 2000; Gil & Varela, 2008).

Nas ultimas trés décadas tem sido registado um declinio de vigor no sobreiro devido
a secas, as temperaturas altas, ao enfraquecimento da fertilidade dos solos e, ainda, a
doencas e pragas (Branco et al., 2014).

Em Portugal sdo diversas as doencas que podem comprometer esta espécie
provocadas, por exemplo, por microrganismos oomicetes do género Phytophthora,
nomeadamente P. cinnamomi, por fungos do género Diplodia, como Diplodia corticola, D.
quercivora ou até do fungo Biscogniauxia mediterranea (Alves et al., 2004; Branco et al.,
2014; Costa et al., 2017; Smahi et al., 2017).

Phytophthora cinnamomi foi considerado, durante muito tempo, como o principal

agente patogénico dos sobreiros em Portugal, responsavel pela mortalidade, afetando as
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raizes e reduzindo a capacidade da arvore adquirir nutrientes e agua, levando os sintomas
a se assemelharem aos daqueles causados por seca (Moreira et al., 2006; Branco et al.,

2014).

1.2. Diaporthe

O género Diaporthe pertence ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, classe
Sordariomycetes e ordem Diaporthales (Milagres et al., 2018).

As espécies de Diaporthe sdao predominantemente encontradas nos hospedeiros
em regidoes temperadas e tropicais (Udayanga et al, 2011). S3o relatados como
importantes patogenos, sapréfitos e endofitos encontrados numa vasta gama de
hospedeiros vegetais, como culturas agricolas, arvores florestais e plantas ornamentais,
incluindo hospedeiros de importancia econémica (Gomes et al., 2013; Guarnaccia et al.,
2018). Nestes hospedeiros, estes fungos apresentam grande capacidade de causar
podridao da raiz e da fruta, manchas foliares, cancros e, até mesmo, a morte (Santos et al.,
2017a; Milagres et al., 2018; Yang et al., 2018).

No ano de 1870, o género Diaporthe (ou Phomopsis, o seu estado assexuado) foi
estabelecido por Nitschke (Wehmeyer, 1933). Originalmente, os critérios de identificacdo
de espécies deste género baseavam-se na morfologia, nas caracteristicas de cultura e na
sua associacdo aos hospedeiros (Farr et al., 2002; Chen et al., 2014; Dissanayake et al.,
2017).

O hospedeiro é atualmente reconhecido como de menor importancia no conceito
de espécie, dado que espécies de Diaporthe tém a capacidade de infetar diversos
hospedeiros, independentemente de estarem, ou nado, relacionados taxonomicamente
(Rehner & Uecker, 1994; Santos et al., 2011).

A atribuicdo incorreta das espécies tem efeitos negativos no estudo do género, uma
vez que a identificacdo exata das espécies é fundamental para o conhecimento da
epidemiologia, para o controlo de doencas de plantas e para orientacdo de implementacao

de medidas fitossanitarias internacionais (Santos et al., 2017b).
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Atualmente pode afirmar-se que o estudo fundamentado apenas nos referidos
procedimentos tradicionais ndo foram, de todo, os mais apropriados e seguros. Como
consequéncia da adocdo destes métodos, existe atualmente um elevado ndimero de
espécies propostas do género Diaporthe disponiveis no Index Fungorum (1072 e 989 para
Diaporthe e Phomopsis, respetivamente) (http://www.indexfungorum.org, acedido a 22 de
outubro de 2019).

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do cluster ribossomal foi formalmente
proposta como barcode para identificacdo de fungos (Schoch et al., 2012). Porém,
eventuais mutacdes na sequéncia dos genes ribossomais e a existéncia de sequéncias
idénticas de rDNA entre espécies com genomas diferentes pode conduzir a uma
identificacdo incorreta (Santos et al., 2017b). Estudos posteriores indicam até que para
analise de locus Unico no género Diaporthe, o fator de alongamento da transcricdo 1-alfa
(tef1-a) sera o melhor locus Unico como barcode fungico (Santos et al., 2017b).

De forma a solucionar esta problematica existente em redor da delimitacdo das
espécies em Diaporthe, Santos et al. (2017b) comprovam que o uso de um conjunto de
dados moleculares é a combinacdo ideal e mais segura para reavaliar a delimitacdo destas
com maior resolugdo. Os estudos moleculares mais eficazes na delimitacao de espécies de
Diaporthe incluem as sequéncias dos loci ITS, fator de alongamento da transcricao 1-alfa
(tef1-a), B-tubulina (tub2), histona (his3) e calmodulina (cal) (Udayanga et al., 2012; Gao et
al., 2017; Santos et al., 2017a; Santos et al., 2017b; Yang et al., 2018).
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2. OBIETIVO

Num estudo anterior em eucaliptos, pinheiros-bravos e sobreiros em Portugal
continental, assintomaticos ou com necroses possivelmente associadas a espécies de
Botryosphaeriaceae, foi obtido um conjunto de isolados que ocorreram regularmente em
associacao com espécies de Botryosphaeriaceae. O presente estudo teve como objetivo
principal caracterizar esse conjunto de isolados. Adicionalmente este estudo focou, em
particular, fungos pertencentes ao género Diaporthe, género este que esta pouco estudado
nos referidos hospedeiros em Portugal. Estes isolados foram caraterizados molecular e
morfologicamente, evidenciado numa analise filogenética multi-locus e em estudos
morfoldgicos, por testes de crescimento e observacbes de caracteristicas

micromorfoldgicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Recolha das amostras

As 47 amostras de onde foram obtidos os isolados do presente estudo integram
parte da colheita de vasta amostragem de um projeto de doutoramento realizado no
Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro.

A recolha das amostras efetivada entre marco e junho de 2018 foi realizada em
plantacdes de Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e Quercus suber distribuidas pelos
distritos de Viana do Castelo, Braganca, Braga, Porto, Aveiro, Castelo Branco, Santarém,
Setubal, Evora, Beja e Faro, como mostra a figura 2. As amostras representavam cortes de
ramos com, aproximadamente, 5 mm e apds recolhidas foram guardadas a temperatura
ambiente por 2 dias até serem inoculadas em meio PDA.

As localizagGes foram selecionadas de forma varidvel e, na sua maioria foram

obtidos de hospedeiros que apresentavam sintomas de necroses nos ramos e nos troncos.

[ ] Limite - Distrito
B X Isolados
1] 75 150 km

Figura 2 - Pontos de recolha das amostras estudadas
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3.2 Isolamento dos fungos

O material vegetal foi colocado em hipoclorito de sédio a 5%, etanol a 96% e, por
ultimo, agua estéril por um minuto cada, de modo a ser eficazmente esterilizado.
Posteriormente a todos os processos de assepsia, foram colocados dois a cinco fragmentos
de 5-10 mm em placas de Petri com meio PDA (Merck, Alemanha) e incubadas a 25 °C
durante 7 dias.

As coldnias de fungos foram repicadas até serem obtidos isolados com apenas um
determinado tipo de morfologia. Assim, quando estabelecidas as culturas puras, estas
foram cultivadas em placas de Petri contendo meio PDA (Merck, Alemanha) e incubadas
durante 7 dias, a 25 °C.

Sempre que necessario, de forma a evitar contaminagdo bacteriana, os isolados

foram cultivados em meio PDA com estreptomicina e tetraciclina (10 mg/mL) adicionados.

3.3. Armazenamento das culturas

Para armazenar as culturas ja isoladas foram retirados cinco discos de micélio (5
mm de diametro) das coldnias, transferidos para microtubos de 1,5 mL, contendo 800 puL
de glicerol a 15 % e, apds manter os microtubos a temperatura ambiente durante 24 horas

foram, entdo, guardados a - 80 °C.

3.4. Extragao de DNA

Apds o cultivo em placas, foram retirados fragmentos de micélio e posteriormente
colocados em microtubos com 500 pL de TES e armazenados a — 80 °C, para se poder
proceder a extracdo de DNA. Para extracdao de DNA gendmico dos fungos em estudo foi
seguido de acordo com o protocolo de Moller (1992) com algumas modificacdes. O micélio

foi transferido para os microtubos de 2 mL juntamente com 500 pL de TES. As amostras
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foram agitadas e aquecidas a 100 °C durante 3 minutos e colocadas em gelo por 10 minutos.
Posteriormente foi adicionado 10 uL de proteinase K (20 mg/mL) a cada amostra e
incubadas a 65 °C durante 30 minutos. Decorrido este tempo foi adicionado 140 uL 5 M
NaCl e 65 pL 10 % CTAB e, de seguida, procedeu-se a nova incubagdo a 65 °C durante 30
minutos. Adicionou-se 1 mL de cloroférmio e voltaram a incubar-se as amostras por 30
minutos em gelo. Posto isto, as amostras foram centrifugadas a 12 000 rpm, durante 10
minutos a 4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo de 1.5 mL e adicionado 225 puL 5 M NH40Ac com seguinte agitacao e incubadas,
de novo, em gelo com a mesma duragcdo. Foram novamente centrifugadas a 12 000 rpm,
durante 10 minutos a 4 °C e transferido o sobrenadante para novos microtubos. Apds
adicdo de 500 pL de isopropanol, foram incubadas em gelo por 30 minutos e empds este
tempo foram centrifugadas a 12 000 rpm durante 10 minutos, a 4 ‘C. Por ultimo, o
sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas, por duas vezes, com 1 mL de
etanol 76 %, centrifugadas nas mesmas condicdes anteriores e descartados os
sobrenadantes.

Os pellets de DNA, depois de secos, foram dissolvidos com 50 uL de TE e, de seguida,

conservados a - 20 °C.

3.5. Tipagem por MSP-PCR

As reacgoes de MSP-PCR foram realizadas numa mistura contendo 15,75 pL de agua
ultrapura estéril, 6,25 pL de NZYTaqg 2x Green Master Mix (2,5 mM MgClz; 200 uM dNTPs;
0,2 U/uL DNA polimerase; NZYtech™, Portugal) e 2 ulL de primer (GTG)s e 1 uL de DNA.
Apds este procedimento, foram entdo introduzidos no termociclador BIO-RAD C1000
touch™ Thermal Cycler (EUA), cumprindo os seguintes pardmetros relativos ao primer
(GTG)s: uma desnaturacdo inicial a 95 °C durante 5 minutos; 29 ciclos de desnaturacdo a 94
°C por 1 minuto, annealing a 53 °C durante 1 minuto e a extensdo por 72 °C durante 1
minuto e 30 segundos; por ultimo, é terminada a amplificagdo com um alongamento final

de 72 °C por 10 minutos (Alves et al., 2007b).

11
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Apds o DNA amplificado, os produtos de PCR foram observados num gel de agarose
1,5 % imerso em tampdo TAE 1X, carregado com 1 pL de marcador GeneRuler™ DNA
Ladder Mix e 5 uL do produto de PCR. As condicdes para a separacgao por eletroforese foram
a 80 V por 2 horas e 45 minutos. Posteriormente, o gel foi submerso numa solugdo de
brometo de etidio por 20 minutos e, por ultimo, lavado em dgua destilada durante 1 hora.

Os géis de agarose foram visualizados sob luz UV e a aquisicdo de imagem foi
realizada utilizando o sistema GELDOC XR + (Bio-Rad, EUA).

Os perfis foram analisados e os isolados foram agrupados num dendrograma feito
com o software GelCompar Il (Applied Maths), calculado pelo coeficiente de Pearson, onde
a reprodutibilidade foi calculada pela média das percentagens das semelhancas entre os

isolados (ver anexo).

3.6. Amplificacdo dos genes que codificam para as regioes ITS, tefl-a, tub2,
his3 e cal

Apds andlise do dendrograma, selecionaram-se 18 isolados de DNA representativos
gue foram sujeitos a uma amplificacdo da regido ITS. Para tal, a reacdo foi preparada
contendo 15,75 plL de dgua ultrapura estéril, 6,25 puL de NZYTaq 2x Green Master Mix (2,5
mM MgClz; 200 pM dNTPs; 0,2 U/uL DNA polimerase; NZYtech™, Portugal), 1 pL de ITS5
(10 pmol/ul) e 1 pL de NL4 (10 pmol/ul) (White et al., 1990; Vilgalys & Hester, 1990).

Os parametros definidos resumem-se em desnaturacao inicial feita por 5 minutos,
seguido de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, temperatura de emparelhamento de 50
°C, igualmente por 30 segundos, e extensdo a 72 °C durante 1 minuto e 30 segundos. Por
fim, o alongamento final realizado a 72 °C durante 10 minutos.

Quando amplificados foram observados em gel de agarose a 1,5 % em tampao TAE
1X. O primeiro poco de cada gel foi carregado com 1 pL de marcador GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (ThermoScientific, EUA) e os restantes po¢os com 5 pL do produto de PCR. As

condicGes para a separacdo por eletroforese foram a 80 V por 1 hora. Posteriormente, o
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gel foi submerso numa solu¢do de brometo de etidio a 0,5 pg/mL por 5 minutos e, por
ultimo, lavado em agua destilada durante 15 minutos.

Posteriormente foi feita uma selecao de 8 isolados, sendo eles correspondentes ao
género Diaporthe do total dos 18 isolados anteriormente referidos. Para estes isolados
foram realizadas amplificagcbes dos genes que codificam para as regides tef1-a, tub2, his3
e cal. O gene tefl-a foi amplificado utilizando o conjunto de primers EF-728F/EF-986R
(Alves et al., 2008). Para o gene tub2 foram usados os primers Bt2a/Bt2b (Glass &
Donaldson, 1995; O’Donnell & Cigelnik, 1997). Relativamente ao gene his3 os primers
usados foram CYCH3F/H3-1BR (Glass & Donaldson, 1995; Crous et al., 2004) e, por ultimo,
os primers CAL-228F/CAL-737R foram usados para amplificar o gene cal (Carbone & Kohn,

1999). Na tabela 1 estdo descritas as sequéncias dos primers usados.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers usados

Locus Primer Sequéncia 5’-3’
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
™ NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG
EF-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG
tefl-a
EF-986R TACTTGAAGGAACCCTTACC
Bt2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTT
b2 Bt2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
) CYCH3F AGGTCCACTGGTGGCAAG
is3 H3-1B GCGGGCGCGAGCTGGATGTCCTT
228F GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC
cel 737R CATCTTTCTGGCCATCATGG

Para iniciar a amplificacdo, a desnaturacdo inicial a 95 °C é feita durante 5 minutos,
seguindo-se a desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, as temperaturas de emparelhamento
foram realizadas por 30 segundos entre 48 °C e 60 °C, a depender de cada isolado, e com

numeros de ciclos a variar entre 30 e 35, passando por uma extensao a 72 °C durante 1
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minuto e, finalizado por um alongamento a 72 °C com dura¢do de 10 minutos (ver em
anexo) (O’Donnell & Cigelnik, 1997; Alves et al., 2007b; Alves et al., 2008).
Posteriormente, através de eletroforese, os produtos foram separados em gel de
agarose a 1,5 %, por 1 hora a 80 V usando como marcador GeneRuler DNA Ladder Mix,
(ThermoScientific, EUA). Os géis, depois de corados em solucdo de brometo de etidio a 0,5
pg/mL por 5 minutos e pousados em agua durante 15 minutos, foram visualizados sob luz

UV e a aquisicdo de imagem realizada utilizando o sistema GELDOC XR + (Bio-Rad, EUA).

3.7. Purificacdao do DNA

De forma a obter-se os produtos puros da amplificagdo, procedeu-se a purificacdo
do DNA, eliminando todos os constituintes da reacdo de amplificacdo. A purificacdo das
amostras nos tubos recorreu-se ao kit NZYGelPure™, (Nzytech, Portugal), onde ao volume
das reacdes foi-lhe adicionado uma quantidade 5 vezes superior a esse mesmo volume com
Binding Buffer e, de imediato, centrifugadas. De seguida, foram transferidos 120 uL de cada
mistura para cada coluna NZYTech e centrifugadas durante 1 minuto, com posterior
sobrenadante descartado. Foram, ainda, acrescentados 600 uL de Wash Buffer e, de novo,
centrifugadas por 2 vezes com igual dura¢do a anterior e descartado o sobrenadante.

As colunas foram movidas para novos microtubos e adicionados 25 pL de agua
ultrapura estéril direcionada ao centro da coluna. Com fim a eluir o DNA, foram novamente
centrifugadas em duplicado e, por ultimo, foram adicionados 3 plL de dgua ultrapura estéril,
3 pL de primer especifico a cada gene e 6 puL de DNA.

No final deste processo, as amostras depois de purificadas foram armazenadas a -

20°C.
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3.8. Sequenciac¢ao nucleotidica

Com vista a obtengdo das sequéncias nucleotidicas dos produtos de amplificagdo
das regides de ITS, fator de alongamento, B-tubulina, histona e calmodulina, as amostras
em estudo, depois de purificadas, foram remetidas para a empresa GATC Biotech, na

Alemanha.

3.9. Analise filogenética

As sequéncias nucleotidicas foram visualizadas e editadas de forma a obterem-se
sequéncias completas dos isolados através do software FinchTV 1.4.0 e foi efetuada uma
primeira andlise de comparacdo de identidade na base de dados de sequéncias depositadas
no GenBank, utilizando a ferramenta BLAST.

Todas as sequéncias comparadas nesta analise do género Diaporthe, tinham
sequéncias disponiveis para os cinco /oci e foram alinhadas com ClustalX v.2.0, de acordo
com os parametros seguintes: “Pairwise alignment parameters” (gap opening = 10; gap
extension = 0,1) e “Multiple alignment parameters” (gap opening = 10; gap extension = 0,2,
transition weight = 0,5, delay divergent sequences = 25 %) (Thompson et al., 1997).

O alinhamento foi editado e as sequéncias foram concatenadas recorrendo-se ao
software SequenceMatrix e, por fim, utilizou-se o programa MEGA X com vista a obtencao
de uma arvore filogenética pelo método de Mdaxima Verosimilhanca (Maximum Likelihood
(ML)). O programa MEGA X foi também utilizado para selecionar qual o modelo de evolugao
de DNA a usar na analise ML. Para avaliar a robustez da arvore filogenética gerada foram
realizadas 1000 réplicas de bootstrap. Nesta andlise foi usado como outgroup a espécie
Diaporthella corylina (CBS 121124) (Vaidya et al., 2011; Santos et al., 2017a; Kumar et al.,
2018).
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3.10. Testes de crescimento

Ap0s a selecdo dos isolados representando potenciais novas espécies de Diaporthe,
foram inoculados em placas de Petri com meio PDA e incubadas a 25 °C até a coldnia
preencher toda a placa. Dessas culturas foram retirados discos de cada isolado de 0,5 cm
de diametro e colocados no centro de placas de Petri contendo meio PDA.

Para cada isolado foram preparadas trés réplicas em placas de Petri com meio PDA
e incubadas a oito temperaturas diferentes (5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35°Ce
40 °C). Os diametros de crescimento das coldnias foram todos calculados com a mesma

régua, em duas direcdes perpendiculares entre si, por um periodo de 14 dias.

3.11. Caracterizagao morfoldgica

Os isolados foram cultivados em meios PDA a ;e a % e, ainda, em meio TWA (Tap
Water Agar) com ramos de Foeniculum vulgare (autoclavado a 121 °C, 20 minutos, 1 bar)
adicionados em cada placa para induzir a esporulacdo (Santos & Philips, 2009). As placas
de Petri com as culturas foram seladas com Parafilm® e preservadas a temperatura
ambiente por 1 més. Para estes diferentes meios foram aplicadas diferentes exposicdes a
temperatura ambiente. Os isolados receberam exposicdes solares indiretas e também
foram submetidos a luz UV.

Os picnidios foram transferidos para uma lamina de microscépio sob uma gota de
agua estéril e fixados com dacido latico a 100%, com vista a observagdao dos caracteres

micromorfoldgicos dos conidios, tais como o tamanho, a forma e a cor.
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4. RESULTADOS

4.1. Recolha de amostras

Dos 47 isolados, 15 foram obtidos de Eucalyptus globulus, 9 de Pinus pinaster e os
restantes 23 de Quercus suber. Estes foram obtidos a partir de ramos das trés espécies

florestais referidas, sintomaticas e assintomaticas (Tabela 2).

Tabela 2 - Hospedeiros, localizagdes e sintomas dos isolados estudados inicialmente

Isolado Hospedeiro Localizagao Sintoma
15 B Eucalyptus globulus Fermela Necrose
218 Eucalyptus globulus Oliveira de Azeméis Necrose
298 Eucalyptus globulus Gamarao de Baixo, Arouca Necrose
87 a Eucalyptus globulus Picote, Miranda do Douro Necrose
178 a Eucalyptus globulus Idanha a Nova Necrose
237 B Eucalyptus globulus Samora Correia Sem sintomas
256 B Eucalyptus globulus Samora Correia Necrose
2908 Eucalyptus globulus Odivelas Sem sintomas
293 a Eucalyptus globulus Ferreira do Alentejo Necrose
368 a Eucalyptus globulus Vila Nova de Milfontes Sem sintomas
406 a Eucalyptus globulus Odeceixe Necrose

CAA950 Eucalyptus globulus Gamarao de Baixo Sem sintomas

CAA951 Eucalyptus globulus Monte, Penafiel Necrose

CAA952 Eucalyptus globulus Espordes Necrose

CAA953 Eucalyptus globulus Simaes, Ponte da Barca Necrose
47y Pinus pinaster Touvedo, Salvador Sem sintomas
58 a Pinus pinaster Gerés, Terras de Bouro Necrose
119 a Pinus pinaster Tordosendo Necrose
135 a Pinus pinaster Teixugas, Fundao Sem sintomas
1378 Pinus pinaster Lavacolhos, Silvares Sem sintomas
265 a Pinus pinaster Casais da Serra, Setubal Sem sintomas

CAA949 Pinus pinaster Fermela Sem sintomas




Caracterizacdo de espécies de Diaporthe em espécies florestais

Tabela 2 - Hospedeiros, localizagGes e sintomas dos isolados estudados inicialmente (continuagdo)

CAA954 Pinus pinaster Campo do Gerés Sem sintomas

CAA956 Pinus pinaster Janeiro de Baixo Sem sintomas
50 a Quercus suber Grouro, Ponte da Barca Sem sintomas
75 a Quercus suber Montesinho, Braganca Necrose
242 B Quercus suber Samora Correia Sem sintoma
244 3 Quercus suber Samora Correia Necrose
264 o Quercus suber Casais da Serra, Setubal Sem sintomas
309 B Quercus suber Meértola Sem sintomas
331a Quercus suber Valverde, Evora Sem sintomas
356 B Quercus suber Santiago do Cacém Necrose
374 a Quercus suber Vila Nova de Milfontes Sem sintomas
374 B Quercus suber Vila Nova de Milfontes Sem sintomas
3756 Quercus suber Vila Nova de Milfontes Necrose
384 Quercus suber S3o Luis, Odemira Necrose
384y Quercus suber S3o Luis, Odemira Necrose
392 a Quercus suber Cacapeira, Odemira Necrose
400 a Quercus suber Sdo Miguel, Odeceixe Sem sintomas
404 a Quercus suber Odeceixe Sem sintomas
410 a Quercus suber Aljezur Sem sintomas
411 a Quercus suber Aljezur Necrose
413 a Quercus suber Aljezur Necrose
427 B Quercus suber Alto de Baixo, Alferce Necrose
428 a Quercus suber Alto de Baixo, Alferce Necrose
429 a Quercus suber Alto de Baixo, Alferce Necrose

CAA955 Quercus suber Tordosendo Necrose

4.2, Tipagem por MSP-PCR e amplificagdo de DNA

Pela interpretacdo dos resultados apresentados no dendrograma (ver em anexo) e

observacdo de semelhancas entre perfis, foram selecionados 18 isolados representativos
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para amplificacdo da regido ITS, visando a determinacdo do género e da espécie a que estes
pertenciam, quando possivel. Relativamente aos isolados CAA953, CAA952, CAA956,
CAA949, CAA954, CAA955, CAA951 e CAA950, estes foram identificados como membros do
género Diaporthe. Por sua vez, as sequéncias dos isolados 178 a, 384 y,309 3,47vy,29B e
119 B mostraram elevadas similaridades com espécies pertencentes aos géneros
Harknessia, Discula, Arcopilus, Epicoccum e Neofusicoccum, respetivamente, como mostra
a tabela 3.

Ap0s a primeira identificacdo pela percentagem de identidades entre as sequéncias
no BLAST, conclui-se que determinados isolados do género Diaporthe ndo apresentavam
percentagem maxima de identidade quando comparadas a sequéncias ja depositadas no
GenBank.

Posto isto, os isolados foram selecionados para uma posterior caracterizagcdo mais
pormenorizada, baseada numa analise filogenética multi-locus e, também, em estudos

morfoldgicos.

Tabela 3 - Identificagdo dos isolados, pelo BLAST, através das sequéncias de ITS

Identidade
Caddigo Espécie Hospedeiro
(%)
119 a Neofusicoccum eucalyptorum (CAA714) 100 % Pinus pinaster
178 a Harknessia eucalyptorum (CBS 113620) 99,50 % Eucalyptus globulus
298 Harknessia gibbosa (CBS 120033) 99,67 % Eucalyptus globulus
47y Epicoccum nigrum (CBS 239.59) 100 % Pinus pinaster
309 B Arcopilus aureus (CBS 538.73) 100 % Quercus suber
356 B | Gnomoniopsis paraclavulata (CBS 121912) 100 % Quercus suber
384y Discula quercina (CBS 115921) 100 % Quercus suber
400 a G. paraclavulata (CBS 121912) 100 % Quercus suber
406 a G. paraclavulata (CBS 121912) 99,62 % Eucalyptus globulus
427 B G. paraclavulata (CBS 121912) 100 % Quercus suber
CAA949 Diaporthe rudis (CBS 113201) 100 % Pinus pinaster
CAA950 D. rudis (CBS 143346) 97,92 % Eucalyptus globulus
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CAA951
CAA952
CAA953
CAA954
CAA955

CAA956

4.3.

Para todos os isolados de Diaporthe foram sequenciados os genes que codificam
para o fator de alongamento de transcricao 1-alfa (tef1-a), B-tubulina (tub2), histona (his3)

e calmodulina (cal), com elevado poder discriminatdrio para espécies do género Diaporthe

Caracterizacdo de espécies de Diaporthe em espécies florestais

Tabela 3 - Identificagdo dos isolados, pelo BLAST, através das sequéncias de ITS (continuagdo)

D. malorum (CAA735)
D. rudis (CBS 113201)
D. passiflorae (CAA735)
D. eres (UCCE1004B)
D. foeniculina (CBS 111554)

D. rudis (CBS 113201)

Caracterizagao molecular de isolados de Diaporthe

(Santos et al., 2017b).

Foi posteriormente realizada uma analise filogenética onde foram introduzidas

todas as sequéncias dos isolados do género Diaporthe que se encontravam disponiveis para

os 5 loci (tabela 4).

Na figura 3 esta apresentada, de forma resumida pela extensa dimensao, a arvore

100 %
100 %
100 %
99 %
100 %

100 %

da analise filogenética multi-locus dos isolados de Diaporthe.

Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus
Pinus pinaster
Quercus suber

Pinus pinaster
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Espécie

D.
alleghaniensis

D.
australafricana

D. beckhausii

D.
chamaeropis

D. citri
D. cynaroidis
D. eres
D. foeniculina
D. foeniculina
D. malorum
D. malorum
D. passiflorae
D. rudis
D. rudis
D. rudis
D. rudis
D. vaccinii
Diaporthe sp.1
Diaporthe sp.2

Diaporthe sp.3

Isolado

CBS
495.72

CBS
113487

CBS
138.27

CBS
454.81

AR3405

CBS
122676

CBS
138594

CBS
111553

CAA955

CBS
142383

CAA951

CBS
132527

CBS
113201

CAA949

CAA952

CAA956

CBS
160.32

CAA950

CAA953

CAA954
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Hospedeiro

Betula
alleghaniensis

Vitis vinifera

Viburnum sp.

Chamaerops
humilis

Citrus sp.

Protea
cynaroides

Ulmus laevis

Foeniculum
vulgare

Quercus
suber

Malus
domestica

Eucalyptus
globulus

Passiflora
edulis

Vitis vinifera

Pinus pinaster

Eucalyptus
globulus

Pinus pinaster

Oxycoccus
macrocarpos

Eucalyptus
globulus

Eucalyptus
globulus

Pinus pinaster

ITS

KC343007

KC343039

KC343041

KC343048

KC843311

KC343058

KJ210529

KC343101

KY435638

JX069860

KC343234

KC343228

tefl-a
KC343733
KC343765
KC343767
KC343774
KC843071
KC343784
KJ210550

KC343827

KY435627

KY435633

KC343960

KC343954

tub2

KC343975

KC344007

KC344009

KC344016

KC843187

KC344026

KJ420799

KC344069

KY435668

KY435674

KC344202

KC344196

Tabela 4 - Isolados de Diaporthe usados na andlise de sequéncias multi-locus

his3

KC343491

KC343523

KC343525

KC343532

KJ420881

KC343542

KC343574

KC343585

KY435648

KY435654

KC343718

KC343712

cal

KC343249

KC343281

KC343283

KC343290

KC843157

KC343300

KJ434999

KC343343

KY435658

KY435664

KC343476

KC343470
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g1 | CAADR1

2 || CBS5142383 Diaporthe malorum

" CAAGS3

- CBS132527 Diaporthe passifloras

CBS5454 81 Diaporthe chamaeropis

. 100 I I—CAA'BSE
so | ©B5111553 Diaporthe foeniculina

—— AR3405 Diaporthe citri

1(-:\_[: CAATSE
= CEBS138594 Diaporthe eres

EE —E CB5160 32 Diaportha vaccinii
100 CBS5495 72 Diaporthe allaghaniensis

CBS138 27 Diaporthe backhausi

CAARED

100

CBS5122676 Diaporthe cynaroidis
CB511348T Diaporthe australafricana
CBES5113201 Diaporthe rudis

CAABSE

CAAD4D

=z | CAADRSZ

CB5121124 Diaporthella corylina

Figura 3 - Arvore filogenética obtida pelo método de Maxima Verossimilhanga usando o modelo Tamura-Nei
(TN93+G) do género Diaporthe com base nas sequéncias ITS, tefl-a, tub2, his3 e cal.

Com base na informacado obtida pela analise filogenética foi possivel agrupar os
isolados como CAA956, CAA949 e CAA952 filogeneticamente mais préoximos de D. rudis;
CAA953 e CAA951 de D. malorum, e, por fim, os isolados CAA950, CAA954 e CAA955
relacionados com D. cynaroidis, D. eres e D. foeniculina, respetivamente.

Para melhor interpretacdo dos resultados foram analisadas todas as posicdes
dos nucledtidos dos oito isolados em estudo, depois de devidamente editadas, com vista
a precisar a presenca de todas as diferencas encontradas nos cinco locus. Foram

elaboradas as tabelas 5, 6 e 7, evidenciando as maiores diferencas dos nucleétidos dos
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trés isolados quando comparados a espécie filogeneticamente mais préxima, usando as

respetivas sequéncias depositadas no GenBank.

Tabela 5 - Diferenca de nucledtidos entre o isolado CAA950 e D. cynaroidis (CBS122676)

Isolados
Locus
CAA950 D. cynaroidis
1 A -

33 -

34 -

63 C

91 C

96 C

113 -

ITS

114 -

115

> 0o 4 » 4 4 4 O O

384

400
402
409
483
14
39
41
62
157

o » » o 4 » 4 4 >r

tefl-a 158
205

206
207
216

> 4 » o o 4 o o = O 60 O O 60 > O

230
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Tabela 5 - Diferenca de nucleétidos entre o isolado CAA950 e D. cynaroidis (CBS122676) (continuagdo)

246
254
266

o > O »

tefl-a 268

269
271
273
6
107
120
141
161
169
209
241
tub2 251
252
273

o o 4 o » 4 4 4 » o o o o 4 o 4 4 4 o

275
284

285 -
286 -
287 -
290 C

57
102
his3 152
165
169

o 6 4 4 49 o » 6 4 6 4 o6 4 4 o 4 o o o o o0 60 4 o0 4 0

o » o o o -+

179
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Tabela 5 - Diferenca de nucleétidos entre o isolado CAA950 e D. cynaroidis (CBS122676) (continuagdo)

200 T
201 -
202

248
his3 308
381
390
397
408

4

38

39
157
166
168
170

cal

183
185
222
348
365
375

> 60O » r» 6O > r 60 O » 0 60 4 o0 6 o0 o r 60 4 > O 0

6o r»r o0 606 > o0 o0 r»r 4 o6 > 4 > 4 > 0 60 o0 4 0

407

Tabela 6 - Diferenca de nucleétidos entre o isolado CAA953 e D. malorum (CBS142383)

Isolados
Locus
CAA953 D. malorum
6 - T
ITS 24 C T
60 - T
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Tabela 6 - Diferenca de nucleétidos entre o isolado CAA953 e D. malorum (CBS142383) (continuagdo)

61 -

>

62 A
76 C
77 -
78 -
79 -
82 T
85 T
91 C
92 G
93 -
94 -
107
ITS 121
135
136

o o r» 4 >»

137
144 -
152
153
157

= o O >

159
169

o » » r»r r O 4 4 4 o o 4 4 o » 4 o o o r» o 4 0O

383
384

385
388
65
tefl-a 185
188

o o o o o o 6o 0O

> 4 4 » >

cal 91
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Tabela 7 - Diferenca de nucleétidos entre o isolado CAA954 e D. eres (CBS138594)

Isolados
Locus

CAA954 D. eres
45 C T
48
49

ITS

88
131
133

47
tefl-a

o » 4 r» o o -

106

(0]
1

29
137
143
156
188
230
247
253

tub2
255
259
265
269
309
311
312
322
418

39
his3
157

= 4 o » 4 o 4 o r» 4 r»r » 4 » O O O r» 4 o 4 o » O O o 4 4 0O

o o o o o 4 o o o6 o 4 49 o0 o6 4 4 4 o o 4 0

289
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Tabela 7 - Diferenga de nucledtidos entre o isolado CAA954 e D. eres (CBS138594) (continuagdo)

352 T
379 C
380 C
386 C
393 -

394 -

his3 395 -
396 -

397 -

398 -

399 -

400 -

401 -

5 C

cal 52 C

o 4 4 o o6 o r» o O o6 o » 4 4 4 0O

104 T

E de realgar, ao examinar a tabela e a arvore filogenética simultaneamente, o
facto dos isolados CAA950, CAA953 e CAA954 possuirem diferencas nucleotidicas muito
diferentes, sendo que CAA950 apresenta 79 nucledtidos diferentes relativamente a D.
cynaroidis, enquanto que CAA953 possui 34 nucledtidos desiguais a D. malorum e
CAA954 difere em 46 nucledtidos quando comparado as sequéncias de D. eres.

Estas diferencas sdo considerdveis em quase todas as sequéncias dos /oci,
levantando a hipdtese de poderem ser considerados potenciais novas espécies

pertencentes do género Diaporthe.
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4.4, Testes de crescimento

No decorrer de 14 dias foram registadas todas as medi¢Ges relativas ao diametro
de crescimento de micélio dos trés isolados quando sujeitos as diferentes oito
temperaturas. Foram realizadas trés réplicas de cada isolado para cada temperatura
(Figuras 4,5 e 6).

Para os isolados CAA950 e CAA954 a temperatura 6tima de crescimento foi 25
°C, ao passo que CAA953 apresentou melhor crescimento a 15 °C. E de realcar que o
isolado CAA953 apresentou um crescimento muito lento, nunca conseguindo atingir a
totalidade da placa de Petri nos 14 dias de estudo e, para além disso, o crescimento do
micélio apresentou sempre formas muito assimétricas, o que levou entdo a ser medido

0 seu raio ao invés do didmetro, como foi feito nos outros dois isolados.

9
8
57
Q2
o 6 — 1 O
2
€ 5 10 °C
(]
©
o 4 15 °C
2
c
g 3 — () °C
s .
3 2 25 °C
O o
1 30°C
0

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

Figura 4 - Curva de crescimento do isolado CAA950 durante 14 dias a diferentes temperaturas
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Figura 5 - Curva de crescimento do isolado CAA953 durante 14 dias a diferentes temperaturas
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Figura 6 - Curva de crescimento do isolado CAA954 durante 14 dias a diferentes temperaturas

A 35 °C e 40 °C, os isolados CAA950 e CAA953 ndo exibiram qualquer
crescimento, enquanto que CAA954 s6 ndo cresceu a 40 °C, apresentando capacidade
de crescimento quando sujeitos a 35 °C.

As placas submetidas a temperatura de 5 °C apresentaram um crescimento

muito reduzido, embora que, aquando da colocacdo destas a temperatura ambiente
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exibiram um maior crescimento, inclusive o micélio preencheu a area da placa até a
margem. Porém as placas incubadas a 40 °C, apds o periodo de 14 dias, foram
igualmente colocadas a temperatura ambiente ndo se observando qualquer

crescimento.

4.5, Caracterizacao morfologica

Os picnidios foram observados com o estereomicroscépio Nikon SMZ1500
(Nikon, Japao) e, por sua vez, os conidios foram analisados com o microscépio Nikon
eclipse 80i (Nikon, Japao) equipado com contraste interferencial (DIC).

As fotografias foram obtidas usando camaras Nikon Sight DS-Fil (Nikon, Japdo)
e Nikon Sight DS-Ri1 (Nikon, Japdo) para os picnidios e esporos, respetivamente (Figuras

7,8e9).

Diaporthe sp. CAA950

Diaporthe sp. CAA950 apresenta picnidios superficiais, expelindo um liquido
castanho. Conidios alfa em placas de PDA a /4 com ramos de Foeniculum vulgare (média
+DP=3,6+0,4x1,7+0,3 um, n=100). Os conidios beta em placas de PDA a /4 com

ramos de Foeniculum vulgare (média + DP =30+ 10,1 x 3,4 £ 0,7 um, n = 10) (Figura 7).

Caracteristicas da cultura: O micélio foi disperso a partir do centro da placa de
Petri apresentando uma colénia castanho escuro. Exibiu um melhor crescimento a 25
°C, preenchendo a totalidade da placa ao 119 dia, enquanto que a 20 °C a placa foi
totalmente ocupada ao 132 dia. O seu crescimento a temperatura 6tima é, em média,

de 7 mm/dia. Esta espécie ndo obteve qualquer crescimento a 35 e 40 °C.

Localizacdo: Gamarao de Baixo, Arouca, Portugal.

Coordenadas GPS: 40.955, -8.224.
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Hospedeiro: Eucalyptus globulus.

Diaporthe sp. CAA953

Diaporthe sp. CAA953 apresenta picnidios superficiais e conidios brancos e
castanhos. Conidios beta em placas de PDA a /4 com ramos de Foeniculum vulgare

(média+DP=20,6+4x1,5+0,13 um, n = 10) (Figura 8).

Caracteristicas da cultura: O micélio foi disperso a partir do centro da placa de
Petri apresentando uma coldénia castanho muito esbatido. Exibiu um melhor
crescimento a 15 °C, nunca conseguindo atingir a placa na sua totalidade durante os 14
dias de teste. O seu crescimento a temperatura 6tima é, em média, de 4 mm/dia. Esta

espécie ndo obteve qualquer crescimento a 35 e 40 °C.

Localizacdo: Simaes, Ponte da Barca, Portugal.

Coordenadas GPS: 41.791, -8.469.

Hospedeiro: Eucalyptus globulus.

Diaporthe sp. CAA954

Diaporthe sp. CAA954 apresenta picnidios superficiais, expelindo um liquido de
cor amarela. Os conidios alfa em placas de PDA a /4 com ramos de Foeniculum vulgare

(média+DP=13,9+1,4x5,6+0,7 um, n =100). (Figura 9).

Caracteristicas da cultura: O micélio foi disperso a partir do centro da placa de
Petri apresentando inicialmente uma coldnia castanho muito péalido que escureceu ao
longo do tempo de crescimento. Exibiu um melhor crescimento a 25 °C, atingindo
completamente a placa ao 122 dia. O seu crescimento a temperatura 6tima é, em média,

de 8 mm/dia. Esta espécie ndo obteve qualquer crescimento a 40 °C.
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Localizagdo: Campo do Gerés, Portugal.

Coordenadas GPS: 41.818, -8.125.

Hospedeiro: Pinus pinaster.

Figura 7 — Diaporthe sp. CAA950. (A) Superficie da cultura no reverso da placa ao 72 dia de crescimento a 25 °C. (B)
Superficie da cultura no reverso da placa ao 142 dia de crescimento a 25 °C. (C) Picnidios em ramos de F. vulgare. (D)
Conidios alfa (a) e beta (b). Escala: 10 um
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Figura 8 - Diaporthe sp. CAA953. (A) Superficie da cultura no reverso da placa ao 72 dia de crescimento a 15 °C. (B)
Superficie da cultura no reverso da placa ao 142 dia de crescimento a 15 °C. (C) Picnidios em ramos de F. vulgare. (D)
Conidios beta. Escala: 10 um
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Figura 9 - Diaporthe sp. CAA954. (A) Superficie da cultura no reverso da placa ao 72 dia de crescimento a 25 °C. (B)
Superficie da cultura no reverso da placa ao 142 dia de crescimento a 25 °C. (C) Picnidios em ramos de F. vulgare. (D)
Conidios alfa. Escala: 10 pm
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5. DISCUSSAO

A diversidade de espécies fungicas é um tema muito discutido, porque apesar de
estarem descritas cerca de 100 000 espécies, estima-se que a diversidade de fungos
varia de centenas de milhares a mais de um milhdo de espécies. Desta forma, é sugerido
gue as espécies que se encontram descritas traduzem apenas uma pequena fracdo da
totalidade existente (Arnold et al., 2001; Thanh et al., 2019).

No presente estudo foram caracterizados isolados fungicos de amostras
recolhidas de trés espécies florestais (Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e Quercus
suber) de diferentes zonas de Portugal continental, com vista a realizacdao de um estudo
focado na diversidade fungica presente nestes hospedeiros. Foi nesse mesmo sentido
gue as amostras recolhidas foram isoladas e, mais tarde, foi realizada uma tipagem de
todos os isolados deste trabalho.

Quando realizada uma identificagcdo primdria baseada na sequéncia da regido
ITS, foram encontrados isolados pertencentes aos géneros Diaporthe (44,44 %),
Harknessia (11,11 %), Discula (5,55 %), Arcopilus (5,55 %), Epicoccum (5,55 %),
Neofusicoccum (5,55 %) e, por ultimo, Gnomoniopsis (22,22 %).

O género Harknessia é comumente associado a diversos hospedeiros e a
primeira espécie foi relatada na Africa do Sul, em folhas de Eucalyptus sp. (Crous et al.,
1993). No ano de 2012, em Portugal, foi associado a Eucalyptus globulus (Crous et al.,
2012). Discula quercina é um fungo patogénico responsavel por doencas em sobreiros,
causando manchas foliares castanho escuras que formam lesdes necroticas. Estd
evidenciada a capacidade que esta espécie patogénica possui em atuar como enddfita,
ndo exibindo sinais claros da sua presenca (Maddau et al., 2011).

Relativamente ao género Arcopilus, este ja foi associado relativamente a sua
presenca em folhas e caules de Vitis vinifera, ao ar e a poeira e ainda é conhecido pelo
importante papel biotecnoldgico que possui pela producdo de metabolitos com
caracteristicas terapéuticas (Wang et al., 2016; Dwibedi & Saxena, 2018).

Com um maior numero de habitats, Epicoccum nigrum além de encontrado em
Eucalyptus globulus, Pinus pinaster, Quercus suber e espécies florestais, foi igualmente
detetado em solos, papel, téxteis, insetos e no ar (Arenal et al., 1999). Neofusicoccum é

um género fungico encontrado num largo leque de plantas em Portugal, como em
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Eucalyptus globulus, Pinus pinaster, Pinus pinea, Ferula communis, Pyracantha coccinea,
Quercus robur, Acacia longifolia e Fraxinus excelsior (Alves et al., 2013; Lopes et al.,
2016). A saber o género ainda ndo foi descrito em Quercus suber.

Estd relacionada a presenca de Gnomoniopsis em plantas Fagaceae, Rosaceae e
Onagraceae, podendo atuar como endéfitos ou patégenos. Os primeiros relatos foram
descritos em Rubus chamaemorus, Comarum palustre e Potentilla sp., na Finlandia e na
Suiga, por M. Monod em 1977 (Walker et al., 2010).

Apods a identificagdo primaria dos isolados foi possivel direcionar o foco do
trabalho unicamente para o género Diaporthe, uma vez que a sua presenca seria pouco
conhecida relativamente a estes hospedeiros florestais especificos em Portugal.

O género Diaporthe é conhecido por causar doencas em diversas espécies
florestais, sendo fulcral o estudo deste género e a procura em saber de que forma atuam
nos mais diversos hospedeiros (Santos et al., 2010; Gomes et al., 2013; Santos et al.,
2017a). E sabido que dentro de uma espécie os caracteres fenotipicos podem ser
variaveis e que mais de uma espécie pode colonizar um determinado hospedeiro, tal
como uma Unica espécie pode associar-se a diferentes hospedeiros (Chen et al., 2014;
Yang et al., 2018).

Vdrias sdo as espécies de Diaporthe encontradas em Portugal com associacdo a
diversos hospedeiros. S3o exemplos D. angelicae e D. foeniculacea, encontrados em
Foeniculum vulgare, popularmente denominado por funcho, D. viticola, D. pyracanthae
e D. malorum detetados em Vitis vinifera (videira), em ramos de Pyracantha coccinea
(piracanta) e em Malus domestica (macieira), respetivamente (Gomes et al., 2013;
Santos et al.,, 2017a). Também a espécie D. neotheicola ja foi detetada noutros
hospedeiros em Portugal, em Hydrangea macrophylla, conhecida como horténsia,
Euphorbia pulcherrima, vulgarmente chamada de poinsétia, assim como em Prunus
dulcis e Prunus armeniaca, amendoeira e damasqueiro, por sua ordem (Diogo et al.,
2010; Santos et al., 2010).

Segundo a base de dados de U. S. National Fungus Collections, estd registada a
presenca de Diaporthe eucalypti em Eucalyptus globulus na Califérnia (acedido a 6 de
outubro de 2019).

Até entdo, a saber, nenhuma espécie de Diaporthe em Portugal foi associada a

Eucalyptus globulus, Pinus pinaster ou Quercus suber.
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A sequenciacdo da regido ITS no estudo de Diaporthe é bastante util na
discriminag¢ao de isolados ao nivel do género, no entanto mostra-se insuficiente quando
o pretendido passa pela identificacdo de espécie de um determinado isolado (Santos et
al., 2017b). Como tal, para os isolados selecionados foram sequenciados os genes que
codificam para o fator de alongamento da transcricdo 1-alfa (tef1-a), B-tubulina (tub2),
histona (his3) e calmodulina (cal).

Feita a analise filogenética multi-locus dos isolados de Diaporthe, os isolados
CAA950, CAA953 e CAA954 formaram clades distintas na arvore filogenética, separando-
os das espécies D. cynaroidis, D. malorum e D. eres, respetivamente, exibindo altos
valores de bootstrap: 99 %, 72 % e 100 %, por sua ordem.

Dando continuidade ao estudo destes trés isolados representando potenciais
novas espécies, quando os seus nucledtidos foram pormenorizadamente comparados
aos nucledtidos das espécies filogeneticamente mais préximas, encontraram-se
diferencas bastante expressivas, reforcando essa mesma ideia de que se tratam de
novas espécies do género Diaporthe.

No que toca a CAA950, ao comparar detalhadamente as sequéncias da espécie
D. cynaroidis, este isolado apresentou 79 nucleétidos diferentes, distribuidos em 14, 18,
17, 16 e 14 nucledtidos distintos nas regides de ITS, tefl-a, tub2, his3 e cal,
respetivamente.

Ao isolado CAA953 foram encontrados 34 nucledtidos distintos das sequéncias
de D. malorum, espécie filogeneticamente mais proxima deste isolado. Estdo repartidos
em 30 nucleétidos diferentes na sequéncia da regiao de ITS, 3 na sequéncia referente a
regido de tefl-a e, por Ultimo, apenas 1 na regido cal.

Por fim, o isolado CAA954 foi comparado com a sua espécie mais préxima, D.
eres, foram detetadas, ao todo, 46 diferencas nos nucleétidos, divididos entre 6, 2, 18,
17 e 3 por esta ordem nas regides de ITS, tefl-a, tub2, his3 e cal.

Relativamente ao crescimento dos fungos em placa, o micélio do isolado CAA950
preencheu toda a placa a 20 °C e 25 °C no final do periodo de medi¢Ges e apresentou
capacidade de crescer a 15 °C e 10 °C, embora o crescimento quando sujeito a esta
ultima temperatura tenha sido menor.

Em relagdo ao isolado CAA953, foi observado especialmente um maior

crescimento de micélio a 15 °C, mesmo ndo tendo sido suficiente para o preenchimento
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total da placa, no entanto estd em concordancia com o intervalo de temperatura 6tima
de crescimento de D. malorum entre 13 °C a 20 °C (Santos et al., 2017a). Outro facto
distinto dos outros isolados estudados foi o caso de ser percetivel um maior crescimento
a 10 °C do que o observado a 20 °C e 25 °C. Ambos os factos sdao pouco frequentes em
fungos, nomeadamente no género Diaporthe, visto que a temperatura 6tima de
crescimento da maioria das espécies de Diaporthe encontra-se entre os 20 °C e os 25 °C
(Santos et al., 2011; Diaz et al., 2017).

Por ultimo, o isolado CAA954, a 25 °C e ao fim do 122 dia, ja foi possivel observar
o crescimento maximo de micélio, ocupando a totalidade da placa de Petri. E de notar,
também, que exibiu melhores condi¢cbes de crescimento a 30 °C que a 20 °C,
contrariamente ao observado em D. eres (Thomidis & Michailides, 2009).

De todos os procedimentos com vista a esporulacdo, os melhores resultados
obtidos passaram pelos isolados cultivados em meio PDA a % envolvidos em F. vulgare,
sujeitos a exposicao solar indireta por 1 més.

Muitas espécies de fungos sdo consideradas especificas de um determinado
hospedeiro, porém, no presente estudo, as espécies de Diaporthe analisadas ndo
possuem registo de presenca em Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e Quercus suber
em Portugal e poucas sdo as espécies encontradas, nestes mesmos hospedeiros, em
outros locais do mundo.

Posto isto, a continuidade da presente abordagem relativa a diversidade fungica
em Portugal é necessaria e merece uma continua investigacdo, ndo apenas nestas trés
espécies florestais aqui estudadas, mas também em diferentes hospedeiros de tantos

gue compdem a opulenta floresta do nosso pais.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou alguma diversidade flungica em espécies
florestais de Portugal continental referente a Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e
Quercus suber. Ap6s identificacdo foram encontrados sete géneros diferentes, sendo
estes Diaporthe, Harkessia, Discula, Arcopilus, Epicoccum, Neofusicoccum e
Gnomoniopsis.

Entre os géneros anteriormente referidos foram estudados os isolados de
Diaporthe que, ao que sabemos, ndo existem descricdes da sua presenca nas espécies
florestais estudadas em Portugal. Foram identificadas trés potencialmente novas
espécies. A maioria dos restantes isolados em estudo pertenciam a D. rudis, D. malorum
e D. foeniculina.

Os trésisolados relativos as espécies potencialmente novas foram caracterizados
através de métodos moleculares e morfoldgicos. Estes isolados apresentaram-se
intimamente relacionados com as espécies D. cynaroidis, D. malorum e D. eres, mas

distintas filogeneticamente pela razdo de possuirem elevadas diferengas nucleotidicas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

No futuro é fundamental a realizacdo de testes de patogenicidade, de forma a
estimar o potencial patogénico das espécies de Diaporthe encontradas neste estudo.
Assim, serd possivel melhorar o conhecimento deste género relativamente a forma
como atuam e causam danos nas espécies florestais alvo, bem como o seu potencial
impacto.

Visando uma analise mais ampla e aprofundada, devera ter-se em consideracao
a continuidade da pesquisa realizada no presente estudo, através de um numero
superior de amostragens, pesquisando assim a distribuicdo atual de Diaporthe em
Portugal.

Futuramente é sugerida, também, a continuidade da caracterizacdo molecular e

do estudo dos caracteres morfoldgicos dos restantes isolados obtidos.
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9. ANEXOS

9.1. Preparagao de solugGes stock para extracao de DNA

9.1.1. Tampao TES

Tabela 8 - Preparacdo de TES

Tampao TES
Tris 1M; pH=8 10 mg
EDTA 5M; pH=8 2mg
SDS 10% 20 mg

Agua destilada

9.1.2. NaCl

Tabela 9 - Preparagdo de NaCl

NacCl
NaCl 29,22 ¢

Agua destilada 50 mL

9.1.3. CTAB

Tabela 10 - Preparagdo de CTAB
CTAB
CTAB 10g

Agua destilada 100 mL

Até perfazer 100 mL

Apés a adicdo de todos os
componentes e da agua destilada,
procede-se a autoclavagem a 121 °C,

por 20 minutos.

Apés a adicdo de todos os
componentes e da agua destilada
para perfazer 100 mL, procede-se a
autoclavagem a 121 °C, por 20

minutos.

Apés a adicdo de todos os
componentes procede-se a
autoclavagem a 121 °C, por 20

minutos.
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9.1.4. NH40Ac

Tabela 11 - Preparagdo de NH;0Ac
NH;O0Ac
NH40Ac 38,54 ¢

Agua destilada 80 mL

9.1.5. Tampao TE

Tabela 12 - Preparagdo de tampao TE

TE
Tris- HCL 1M; pH=8 1mL
EDTA 0,5M; pH=8 200 pL
9.2, Preparagdo de meios

Tabela 13 - Preparagdo de meio PDA

Meio PDA para crescimento (Para 1 L de meio)

PDA 39g

Apés a adicdo de todos os
componentes procede-se a
autoclavagem a 121 °C, por 20

minutos.

Apés a adicdo de todos os
componentes e da agua destilada a
perfazer 100 mL, procede-se a
autoclavagem a 121 °C, por 20

minutos.

Apds a adicdo do componente e da
agua destilada a perfazer 1 L,
procede-se a autoclavagem a 121 °C,

por 20 minutos.
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Tabela 14 - Preparagdo de meio PDA para esporular

Meio PDA para esporular (Para 1 L de meio)

PDA 9,76 g

Agar 11,26 ¢

Tabela 15 - Preparagdo de meio com antibidtico

Meio com antibiotico (Para 0,6 L de meio)

Tetraciclina 6 mL
Streptomicina 600 pL
9.3. Preparacao do gel de agarose

Tabela 16 - Preparagdo do gel de agarose

Gel de agarose
Agarose 1,5 % 1,35g

TAE 1x 90 mL

Apds a adicao dos componentes e da
agua destilada a perfazer 1 L,
procede-se a autoclavagem a 121 °C,

por 20 minutos.

Apds a adicdo dos componentes e da
agua destilada a perfazer 0,6 L,
procede-se a autoclavagem a 121 °C,

por 20 minutos.

Apds a adicdo dos componentes, o
frasco é colocado no micro-ondas a
descongelar por 8 minutos. Apds o
arrefecimento é vertido no suporte

até solidificar.
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Condigdes de PCR

Tabela 17 - Temperatura de emparelhamento, nimero de ciclos e respetivos primers usados no PCR para cada

CAA949

CAA950

CAA951

CAA952

CAA953

CAA954

CAA955

CAA956

tefl-a
48 °C
35x
728F/986R
48 °C
35x
728F/986R
50 °C
35x
728F/986R
48 °C
35x
728F/986R
48 °C
35x
728F/986R
48 °C
35x
728F/986R
52°C
35x
728F/986R
52°C
35x
728F/986R

isolado Diaporthe

tub2
56 °C
30x
Bt2a/Bt2b
54 °C
35x
Bt2a/Bt2b
56 °C
30x
Bt2a/Bt2b
56 °C
30x
Bt2a/Bt2b
56 °C
30x
Bt2a/Bt2b
56 °C
35x
Bt2a/Bt2b
56 °C
30x
Bt2a/Bt2b
56 °C
30x
Bt2a/Bt2b

his3
60 °C
30x
CYCH3F/H3-I1B
56 °C
35x
CYCH3F/H3-I1B
60 °C
30x
CYCH3F/H3-IB
60 °C
30x
CYCH3F/H3-I1B
60 °C
30x
CYCH3F/H3-IB
56 °C
35x
CYCH3F/H3-I1B
60 °C
30x
CYCH3F/H3-IB
60 °C
30x
CYCH3F/H3-I1B

cal

53°C

35x
CAL-228F/CAL-737R

48 °C

35x
CAL-228F/CAL-737R

53°C

30x
CAL-228F/CAL-737R

53°C

30x
CAL-228F/CAL-737R

53°C

30x
CAL-228F/CAL-737R

48 °C

35x
CAL-228F/CAL-737R

53°C
30x
CAL-228F/CAL-737R
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9.5. Dendrograma

P z3tara Quercus suber.

) 374veta  Quercus suber.

[ 244peta  Quercus suber.

[ 356 deta  Quercus suber . Sordaromycetes/Gnomoniopsis
[ 334peta  Quercus suber.

Pl 406alta  Eucalyptus glo. SordaromycetesiGnomoniopsls
[ 3%2aifta  Quercus suber.

Wisans Eucalyptus gh. Diaporthe malorum

i 28 beta Eucalyptus glo. Phomopsis sp./ Diaparthe sp.
[ 265alfa  Pinus pinaster .

[ 2%00eta  Eucalyptus gho.

B soata Quercus suber .

P 427veta  Quercus suber . SordarlomycetesiGnomoniopsls
[ 178atta  Eucalyptus gh. Harknessla eucahptorumvplatyphyliae
Pl 2543t Quercus suber.

) 334 gama  Quercus suber . Disculla Guercinalsordariomycetes
[ 410alfta  Quercus suber.

P 411arfa Quercus suber.

Pl 428afa  Quercus suber.

. 413alfa  Quercus subsr.

[ 375deta  Quercus suber.

[l4ndalfa  Quercus suber.

[ 374ata  Quercus suber.

[l400alta  Quercus suber . SordarlomycetesiGnomoniopsls
[ 42peta  Eucalyptus gho. Diaportne passifiorae

[ EX] Eucalyptus glo. Diaportne rudis

[l 14%alfa  Pinus pinaster . Diaportne rudishiticola
Weran Eucalyptus gh.

. 17 afa Pinus pinaster . Diaportne rudis

. S3 afa Pinus pinaster . Diaporthe eres/vaccinilMukushll
[ 116alta  Quercus subsr . Diagortne foeniculnaloaccae
[ 1190eta  Pinus pinaster . N. eucalypiorum

[ 30oveta  Quercus suber . Arcoplius aureus! choetomium aureum
4293t Quercus suber.

| ER Pinus pinaster .

[l 2370eta  Eucalyptus gho.

[ 15beta  Eucalyptus gho.

[21beta  Eucalyptus gh.

.47 gama  Pinus pinaster . Epicoccum nigrum

B 2s6veta  Eucalyptus gho.

J3seata  Eucalyptus gho.

[l 1370eta  Plnus pinaster .

| 29 beta Eucalyptus gho. Wuesinela mokokakensls

[ 242peta  Quercus suber.

Qi 293alta  Eucalyptus gh.

[ 135alfa Pinus pinaster .

P7sata Quercus suber.

!

Il

fisle!

Figura 10 - Dendrograma dos isolados pelo GelCompar Il
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9.6. Arvore filogenética de espécies Diaporthe com base nas sequéncias de
ITS

CAAS4T
CAASEZ

CAASSE
sz || CBS113201 Diaporthe rudis

. CBS122676 Diaporthe cynaroidis
BRIP54825 Diaporthe salicicola
CAASS0

CBES113487 Diaporthe australaficana
CBS160 32 Diaporthe vaccinii

CAAs5

B&
=23 kL CBS495 T2 Diaporthe alleghaniansis

51 CAASS1

g2 CES142383 Diaporthe malorum

93
CBS132527 Diaporthe passiflorae

CAASS]

35 | CAAQSS
63
CBS111553 Diaporthe fosniculina

a5 [ CBS137020 Diaporthe cytosporella
72 CES454 81 Diaporthe chamasropis

CB5121124 Diaporthella corylina

0050

Figura 11 - Arvore filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanga e modelo Kimura 2-parameter (K2 + G) do
género Diaporthe com base nas sequéncias ITS
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