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RESUMO

Frutos ndo convencionais a agricultara brasileira, como Syzygium jambos (Myrtaceae)
apesar de possuir significante importancia na medicina tradicional, possuem um numero
raro de estudos focados em doencas que podem afetar esta espécie. Géneros de fungos
das familias Nectriaceae, Bionectriaceae e Botryosphaeriaceae sao frequentemente
encontrados como fitopatdégenos de plantas, relatados como associados a doencas de
importancia agricola e florestal mas raramente associados a plantas nativas ou ao sintomas
de podridéo de frutos. A identificacdo desses fungos é desafiadora, especialmente o grupo
Calonectria-like (Nectriaceae) por englobar fungos relacionados filogeneticamente e
morfologicamente ao género Calonectria. Com isso técnicas moleculares foram
implementadas para o grupo a partir de 1995 com a submisséo sequéncias depositadas no
Genbank, que se tornou um valoroso recurso para 0s pesquisadores deste grupo. O
crescente volume de dados na plataforma dificulta ou impossibilita estudos de diversidade
de hospedeiros, localidade e dispersdo geografica, devido a falta de uniformidade dos
dados depositados. O presente estudo teve como objetivo fazer uma meta-andlise do banco
de dados para géneros de Calonectria-like, além de identificar por analises morfo-
filogeneticamente os isolados de Calonectria-like, Clonostachys e Neofusicoccum obtidos
a partir de frutos nos estados de Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Parana,
Pernambuco, Santa Catarina e Sdo Paulo. Com a meta-analise revelou disparidades na
amostragem de regifes genéticas, com os genes tef (n=5.125) e tub (n=5.287) os mais
frequentemente depositados. Observando o “Efeito Matryoshka” por haver uma super-
representacdo de isolados, devido a transferéncia entre laboratorios. Os metadados
revelaram uma perda de 21.7% de dados de localidade, 88% para substrato/hospedeiros.
No entanto os metadados permitiram identificar que o isolamento geografico dos géneros
Xenocylindrocladium (América do Sul) e Curvicladiella (Asia), além de Brasil (n=64) e China
(n=51) apresentarem maior diversidade de espécies destes géneros. Foram obtidos 86
isolados, os quais foram submetidos a andlises morfo-filogenéticas, segregando dentro dos
géneros Calonectria (n=15), Clonostachys (n=8), Cylindrocladiella (n=28), Gliocladiopsis
(n=18), Gliocephalotrichum (n=2) e Neofusicoccum (n=15). Desse total, sete espécies
conhecidas foram documentadas enquanto seis taxons serdo propostos como novas
espécies. As espécies Cylindrocladiella vitis, Gliocladiopsis hennebertii e Neofusicoccum
occulatum e N. umdonicola sdo relatadas pela primeira vez no Brasil. Enquanto novas
combinacbes de hospedeiros foram registradas para Ch. Pseudocholeuca, Ch.
rogersoniana, Cy. infestans, Cy. lageniformis, Cy. peruviana, Gliocephalotrichum simplex,
Gliocladiopsis tenuis, N. batangarum, e N. parvum em frutos de Dypsis madagascariensis,
Eugenia aggregata, Eugenia involucrata, Euterpe edulis, Spondia mombin, Syzygium
jambos e Terminalia catappa. Esse estudo demonstra a necessidade de levantamentos
abrangentes sobre a diversidade de espécies fungos em plantas nativas e alerta sobre o
risco de transmisséo para as plantas de interesse econémico.

Palavras-chave: Hypocreaceae; Cerrado; Meta-andlise; Filogenia; Taxonomia de Fungos.



ABSTRACT

Non-conventional fruits in Brazilian agriculture, such as Syzygium jambos (Myrtaceae),
despite their significant importance in traditional medicine, have scarce studies focused on
diseases that can affect this species. Genera of fungi from the families Nectriaceae,
Bionectriaceae, and Botryosphaeriaceae are frequently found as plant pathogens,
associated with diseases of agricultural and forestry importance but rarely associated with
native plants or fruit rot symptoms. The identification of these fungi is challenging, especially
the Calonectria-like group (Nectriaceae) that includes phylogenetically and morphologically
related fungi to the genus Calonectria. Molecular techniques have been implemented for
this group since 1995 with the submission of sequences deposited in the GenBank, which
has become a valuable resource for researchers in this field. The increasing volume of data
in the platform hinders or prevents studies on host diversity, location, and geographical
dispersion due to the lack of data uniformity. This study aimed to perform a meta-analysis
of the database for Calonectria-like genera, as well as to identify morpho-phylogenetically
the isolates of Calonectria-like, Clonostachys, and Neofusicoccum obtained from fruits in
the states of Federal District, Goias, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Santa Catarina,
and S&o Paulo. The meta-analysis revealed disparities in the sampling of genetic regions,
with the genes tef (n=5,125) and tub (n=5,287) being the most frequently deposited. The
"Matryoshka Effect" was observed, indicating an over-representation of isolates due to
transfers between laboratories. The metadata revealed a loss of 21.7% of location data and
88% of substrate/host data. However, the metadata allowed for the identification of the
geographic isolation of the genera Xenocylindrocladium (South America) and Curvicladiella
(Asia), with Brazil (n=64) and China (n=51) presenting a higher species diversity of these
genera. A total of 86 isolates were obtained, which were subjected to morpho-phylogenetic
analyses, segregating into the genera Calonectria (n=15), Clonostachys (n=8),
Cylindrocladiella (n=28), Gliocladiopsis (n=18), Gliocephalotrichum (n=2), and
Neofusicoccum (n=15). Among these, seven known species were documented, while six
taxa are proposed as new species. The species Cylindrocladiella vitis, Gliocladiopsis
hennebertii, Neofusicoccum occulatum, and N. umdonicola are reported for the first time in
Brazil. Furthermore, new host combinations were recorded for Ch. pseudocholeuca, Ch.
rogersoniana, Cy. infestans, Cy. lageniformis, Cy. peruviana, Gliocephalotrichum simplex,
Gliocladiopsis tenuis, N. batangarum, and N. parvum in fruits of Dypsis madagascariensis,
Eugenia aggregata, Eugenia involucrata, Euterpe edulis, Spondia mombin, Syzygium
jambos, and Terminalia catappa. This study demonstrates the need for comprehensive
surveys on the diversity of fungal species in native plants and highlights the risk of
transmission to economically important plants.

Keywords: Hypocreaceae; Cerrado; Meta-analysis; Phylogeny; Fungal Taxonomy.
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Capitulo 1: Distribuicao global,
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iversidade de hospedeiros e
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1.1 Introducéo

O grupo denominado Calonectria-like, detém atualmente oito géneros de fungos
Aquanectria, Calonectria,  Curvicladiella,  Cylindrocladiella,  Gliocephalotrichum,
Gliocladiopsis, Penicillifer e Xenocylindrocladium. Durante a histéria estes géneros foram
assim nomeados por possuirem morfologias similares a Calonectria descrito ha mais de
150 anos. Atualmente € constatado que além de compartilharem caracteristicas
morfologicas eles também compartilham um ancestral comum dentro da familia Nectriaceae
(Ordem Hypocreales - Lombard et al. 2015a) Ao longo do desenvolvimento dos estudos
relacionados a estes fungos, o conceito morfolégico de espécie foi sendo lapidado com a
proposicao de novos géneros (Cylindrocladiella e Gliocephalotrichum) ou sinonimizacéo de
géneros que posteriormente foram revalidados (Gliocladiopsis). Essas mudancas
melhoraram o entendimento da real definicdo do conceito morfolégico de espécie, fazendo
com gue os proximos géneros similares a Calonectria fossem ja descritos separadamente
(Ellis and Hesseltine 1962; Boesewikel 1982; Lombard and Crous 2012a).

Calonectria-like inclui atualmente 227 espécies. Algumas das espécies sao
globalmente encontradas em varios paises e em diferentes ambientes, outros recebem
destaque devido a importancia econémica por causarem doencas em iniUmeras espécies
vegetais. A exemplo do género Calonectria que é relatado associado a aproximadamente
335 espécies de plantas em quase 30 familias (Crous 2002; Lombard et al. 2010b) ou
Gliocephalotrichum que recentemente foi estudado como causador de podriddao de frutos
em diversas espécies e locais no Brasil, ou seu impacto na comercializagdo de rambutan
em diversos paises do globo (Lombard et al. 2014; Silva et al. 2020a). Devido a importancia
destes géneros nos ultimos anos foram adotadas diversas novas ferramentas para a correta
identificacdo de espécies, o principal destes é a aplicacdo do conceito filogenético de

espécie, baseado em analises de sequencias de DNA. A aplicacdo desta ferramenta, fez
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crescer exponencialmente o reconhecimento e descricdo de espécies, assim
consequentemente a deposicdo de sequencias em bancos de dados publicos. Em casos
como Calonectria 0 género chegou a possuir 169 espécies em 2019, o que no ano seguinte
foi revisado e viram que 54 destas espécies eram erros de interpretacdo do conceito devido
a reconstrucdes filogenéticas usando numeros e tipos de marcadores variados, sem
uniformidade (Liu et al. 2020). Tal estudo ressalta a necessidade de padronizacdes, mas
também sugere padrbes como o uso de seis marcadores moleculares para 0o uso em
reconstrucdes filogenéticas.

Apesar de acelerar a identificacdo de espécies usando ferramentas moleculares,
muitos laboratorios ainda ndo possuem tal ferramenta ou ndo possuem recursos
econdmicos suficientes para atender determinados padrées como os sugeridos por Liu et
al. (2020) Com isso analises morfoldgicas muitas vezes é a metodologia adotada, seja para
primeiro screening ou para uma diagnose rapida a nivel de género. Porém como
Calonectria-like possui grandes similaridades morfolégica a analise e classificacdo deste
grupo se torna um desafio para pesquisadores inexperientes. Outro desafio € quanto a
dispersédo de informacdo em muitos locais, o Unico trabalho que une muitas descricées de
géneros contendo imagens de espécies é o de Lombard et al. (2015a) no entanto para
pesquisadores iniciantes a auséncia de um glossario dificulta o entendimento. Além do
significado de cada estrutura existe uma lacuna quanto a descricdo de espécie, pois 0S
padroes de medicbes € ausente em publicacdes, € uma informacdo metodoldgica que
atualmente ficam restritas a uso interno de laboratorios que trabalham com os géneros.

Calonectria-like é relacionado comumente causando doencas em espécies
vegetais, no entanto eles sao caracterizados como habitantes do solo, que podem infectar
plantas com muitos destes géneros ja caracterizados como hemibiotroficos (Crous 2002).
Géneros como Calonectria, Cylindrocladiella, Gliocladiopsis e Gliocephalotrichum vém

reportadas em inUmeros patossistemas, como causadores de manchas foliares, podridao
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de raiz e podriddo de frutos além de outros. Apesar de alguns patossistemas o agente
causal ter sido comprovado através do postulado de Koch, existem varias espécies dentro
de Cylindrocladiella e Gliocladiopsis que apesar de associadas a sintomas em plantas ndo
foram submetidas ao postulado (Pham et al. 2018). Estas auséncias impedem uma melhor
compreensao do impacto atual e futuro destas espécies em plantas de importancia
econdbmica e ambiental. Cerca de 5 espécies de Calonectria tiveram alguns dos seus
patossistemas investigados a nivel molecular, identificando quais fatores da relacdo estao
envolvidos nos processos de infeccdo, penetracdo e colonizacdo pelo fungo, bem como
quais os fatores de resisténcia e defesa da planta (Malapi-Wight et al. 2019; Liu et al. 2021,
Salgado-Salazar et al. 2022). Estes estudos ainda sdo iniciais e mais patossistemas
precisam ser explorados, no entanto os estudos atualmente publicados compde uma base
de dados para o melhor entendimento desta relacéo.

Outro enfoque que tem se iniciado no grupo, mas que se mantem inicialmente
dentro do género Calonectria sdo os estudos genémicos, estes podem ser aplicados com
diversas finalidades e a partir de diversas hipéteses. Atualmente estdo publicados genomas
de 17 espécies de Calonectria dentro do NCBI, ndo tendo disponivel genoma de nenhum
outro género de Calonectria-like. O que deixa uma lacuna enorme para aplicacfes desde
definicdo de espécies, identificacbes de padrbes evolutivos compartilhados entre os
géneros, reconstrucdes de ancestralidade, analises de diferenciacdo de géneros,
identificacéo de promotores de variabilidade etc. E visto que, apesar da grande quantidade
de estudos voltados para o grupo, ainda existem auséncia de informacéo para varios dos
géneros de menor importancia econdémica e mesmo 0s que ainda possuem tal relevancia
ainda é identificado a caréncia de alguns estudos, indicando que necessita de uma melhor

atencao a todos os individuos do grupo para uma melhor compreensao.
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1.2 Frutos n&o convencionais a agricultura

O Brasil, atualmente estd entre os 5 maiores produtores agricolas do mundo,
acompanhado de Estados Unidos, India, China e Russia (IBGE 2023). No que se relaciona
a producgéo de frutos o Brasil ocupou em 2020 a terceira posi¢cao no ranking mundial de
maiores produtores, com 58 milhdes de toneladas em “frutas” (Aragao and Contini 2020).
Segundo censo de 2020 os frutos mais produzidos no Pais ficaram com a Laranja e Banana.
Entre os frutos mais produzidos no Brasil consta apenas uma listagem de 20 frutos, entre
estes somente duas tem origem na América do Sul (Cacau e Goiaba — Tabela 1).

Tabela 1. Ranking de frutos mais produzidos no Brasil em 2020 segundo o IBGE.

Principais produtos das Quantidade daVanr
lavouras temporarias e produzida ~
permanentes (1) producdo
(1 000 R$)
Laranja 16.980.379 8.299.850
Banana 6.625.211 8.123.040
Melancia 2.088.048 1.347.431
Coco-da-baia 1.756.264 1.127.157
Abacaxi 1.706.078 2.264.492
Mamé&o 1.296.940 1.388.767
Limao 1.234.691 1.273.656
Uva 1.113.345 2.391.852
Manga 1.094.358 944.859
Maca 1.055.383 1.667.655
Tangerina 1.013.067 965.521
Maracuja 618.298 956.731
Meldo 596.430 597.724
Goiaba 420.809 515.830
Cacau (em améndoa) 213.871 2.007.189
Abacate 196.545 230.129
Péssego 193.480 403.587
Caqui 162.184 287.613
Figo 26.910 78.618
Pera 14.915 33.770

15



E notavel a dominancia de frutos de origem de paises asiaticos (Melancia, banana,
mamao, manga etc.), e europeus (Laranja, pera, maca, péssego, uva etc.) estes foram e
introduzidos no Brasil desde a sua colonizacao (Teixeira et al. 2019 — Tabela 1). Estes frutos
podem ser considerados convencionais a agricultura, por serem amplamente conhecidos,
cultivados e estarem nas prateleiras dos mercados. Em contrapartida, frutos como: abrico-
da-praia (Mimusopsis comersonii), acerola (Malpighia emarginata), anga (Inga laurina),
araca-boi (Eugenia stipitata), buriti (Mauritia flexuosa), caja (Spondia mombin), Cerejeira-
da-praia (Eugenia involucra), dovialis (Dovyalis abyssinica), jambo amarelo (Syzygium
jambos), jamboldo (Syzygium jambolanum), jaracatia (Jaracatia spinosa), pequi (Caryocar
brasiliensis), pitanga (Eugenia uniflora), pitangatuba (Eugenia selloi), seriguela (Spondias
purpurea) e sete-copas (Termninalia catappa) e muitos outros, sdo considerados como néo
convencionais por estarem ligados a sazonalidade da producéo, conhecimento tradicional,
o desconhecimento da populagéo, e a ndo existéncia de areas dedicadas a producao destes
frutos.

Apesar dos frutos ndo convencionais terem passado por muito tempo de
desconhecimento, existem estudos focados em utilizar estes frutos para descoberta de
novas fontes de alimentos para humanos, farmacos e cosméticos (Mohanty and Cock 2010;
Infante et al. 2016; Ferreira et al. 2019; Ochieng et al. 2022). Todos estes possiveis novos
usos para os frutos ndo convencionais sdo sugeridos pela observacdo do uso constante
das espécies por povos tradicionais, conhecimento que € pobremente conhecido no Brasil
(Teixeira et al. 2019). Como exemplo, o pequi € citado como rico em proteinas, vitaminas
A e B2, ferro, cobre e fésforo, enquanto, a cagaita (Eugenia dysenterica), caju (Anacardium
occidentale), graviola (Annona muricata) e outros possuem alto teor de antioxidantes (Luzia
and Jorge 2014; Infante et al. 2016). Entre os frutos ndo convencionais esta o jambo

amarelo, que tem sido demonstrado alta aplicabilidade por seus compostos antioxidantes,
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anti-inflamatérios, anti-diabetes, protetor hepatico e antimicrobiano (Mohanty and Cock
2010).

A importancia da pesquisa em relacdo ao aproveitamento e direcionamento da
producdo destes frutos, entra em conflito direto com o nimero de estudos relacionando
estes frutos como as possiveis doencas que podem ocasionar perdas na comercializacédo
destes frutos, ou na viabilidade destes para industrias de farmacos e cosméticos. Doencas
causadas por fungos podem ser consideradas uma importante ameaca a tais setores. A
exemplo disto, em pequi foram relacionadas doencas causadas por Phomopsis spp,
Calonectria clavatum, Botryodiplodia theobromae, Capillaureum caryovora, Cerotelium spp,
Colletotrichum acutatum, Ceratocystis fimbriata e Gliocephalotrichum sp. (Hodges and May
1972; Ferreira et al. 2019; Silva et al. 2020). Em 2020, Silva et al. (2020) relataram espécies
de Gliocephalotrichum causando doencas em frutos de cajazinho (Spondias mombin),
jambo amarelo (Syzygium jambos), jambolao (Syzygium cumini), jerivA (Syagrus
romanzoffiana), mangostin (Garcinia mangostana), palmeira laca (Cyrtostachys renda),
palmeira locuba (Dypsis madagascariensis) e seriguela (Spondias purpurea). Trabalhos
como os anteriormente citados, sdo apenas o inicio e ainda existe uma imensa lacuna a ser
preenchida para o sucesso de muitas das aplicacdes pretendidas as diversas espécies de

frutos ndo convencionais encontrados no Brasil.

1.3 Historico do grupo Calonectria-Like

Histéria de Calonectria e seus géneros aliados ao longo dos mais de 150 anos. O
género Calonectria que d4 nome ao grupo atualmente é constituido por cerca de 138
espécies relatadas. Teve seu inicio em 1867 por De Notaris, que identificou o este sob
folhas de Magnolia grandiflora em Daldini (Italia), descrevendo Calonectria daldiniana como

a espécie tipo do género, posteriormente esta espécie foi sinonimizada por Rossman,
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(1979) como Calonectria pyrochroa devido a similaridade com Nectria pyrochroa. Vinte e
cinco anos apos a descricdo de Calonectria foi descrito o género Cylindrocladium baseado
na morfologia de Cylindrocladium scoparium descrito por Morgan 1892 como saprofita em
ramos de Gledtsia triacanthos nos EUA (Morgan 1892; Lombard et al. 2010c), entretanto
este autor falhou em descrever a espécie deixando fora a extensédo da estipe terminando
em uma vesicula tdo caracteristica do género (Crous 2002). Nos anos seguintes ambos os
géneros formam relacionados como teleomorfo (Calonectria) e anamorfo (Cylindrocladium).

Rossman, (1979) ao sinonimizar o tipo de Calonectria, descreveu o anamorfo com
uma superficie peritecial de amarelo, vermelho, marrom de coloracéo palida em KOH+. com
paredes em trés camadas e distintas texturas, com células da parede de finas a espessas,
pigmentadas, ascos caracterizados como unitunicados, evanescentes quando maduros,
apice indiferenciado, 8 ascOsporos por ascos, estes sdo elipticos a fusiformes, hialinos, uni
ou multiseptados (Figura 1). O anamorfo caracterizado frequentemente
macroconidiésporos, consistindo em uma estipe com arranjo penicilado dos ramos férteis,
uma extensdo da estipe terminando em uma vesicula terminal, estipe hialina ou
ligeiramente pigmentada na base, lisa ou finamente verrugosa, extenséo da estipe septada,
ereta ou flexionada (na mesma espécie pode ser observado extensao da estipe adicional
formada em um angulo de 90° na estipe), terminando em uma vesicula de fina parede com
formato caracteristico. Aparato conidiogénico com um ou nenhum septo no primeiro ramo,
podendo ter até 6 ramos adicionais, geralmente asseptados, no final de cada ramo é
produzido 1-6 fidlides, estas comumente cilindricas para alantoides, ligeiramente curvadas,
ou doliformes para reniformes, hialinas, asseptadas, apice com espessamento periclinal e
coloragéao indistinta. Conidios cilindricos arredondados nas pontas, eretos ou curvados, 1
ou multiseptados, cicatriz aparente ausente, conidios formados em aglomerados cilindricos
unidos por massa mucilaginosa incolor. Algumas espécies podem apresentar

megaconidiéforos e microconidioforos (Figura 1.2 - Crous, 2002).
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Até 1950, somente sete espécies eram conhecidas, Boedjin & Reitsma, (1950)

realocaram dentro do género Cylindrocladium espécies que estavam fora deste,

Figura 1: Estruturas tipicas da fase sexuada de Calonectria. (A-D) Presenca de peritécio
em tecidos doentes, (E-H) peritécio brilhante de coloracéo viva, (I) peritécio contendo ascas
clavadas, (J-K) ascas clavadas contendo ascésporos hialinos e fusiformes e (L) ascosporos
tipicos de Calonectria. (Alfenas et al., 2015).

constituindo assim a primeira monografia sobre o género no mundo, posteriormente muitas
espécies de Calonectria foram descritas, estas novas descricbes ndo necessariamente
possuiam as duas fases do fungo. Quatro anos ap0s a primeira revisdo no género
Calonectria, foi descrito um novo género, baseado na morfologia de Gliocladiopsis
sagariensis, coletado a partir de amostras de solo, o género Gliocladiopsis caracterizado
tendo conidioforos penicilados, hialinos, produzindo conidios hialinos e cilindricos, no

entanto o género ndo produzia extenséo da estipe (Lombard and Crous 2012a). O género
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Calonectria ao longo dos anos foi revisitado para refinar e caracterizar melhor quais sao os
padrdes morfologicos do género, para que seja bem distinguido dos seus géneros similares.
Em 1962 a primeira lapidada ocorreu com a retirada de Calonectria simplex e Ca. simplex
var. microchlamidosporum do género e alocado dentro de um novo género,
Gliocephalotrichum devido os conidioforos multipenicilados e multiplas extensfes da estipe
(Ellis and Hesseltine 1962).

Em 1968 o género Gliocladiopsis foi sinonimizado como espécie de Calonectria por
este segundo poder perder a extensdo da estipe de acordo com a idade do conidiéforo
(Lombard & Crous, 2012). No mesmo ano um outro género com caracteristicas similares
ao anamorfo de Calonectria, foi descrito. Penicillifer foi proposto a partir da espécie Pe.
pulcher com conidiéforo penicilado, hialino, conidios monoseptado cilindricos, oblongo para
elipséide (Van Emden 1968).

Em 1982 o género Cylindrocladium agrupava 24 espécies, 20 destas com conidios
grandes e outras quatro com conidios pequenos. Com base na diferenca dos grupos de
dentro de Calonectria Boesewikel, (1982) ergue o género Cylindrocladiella composto por
Cylla. parva (=Cy. parvum), Cylla.camelliae (=Cy. camelliae), Cylla. peruviana (=Cy.
peruvianum) e Cylla. novae-zelandiae (=Cy. novae-zelandiae) retirados de Calonectria por
possuirem conidios menores que 20 um, 0-1septos e extensdo da estipe asseptada com
paredes finas. Neste mesmo trabalho foi adicionado Cylla. infestans como uma nova

espécie.

A reclassificacdo de Gliocladiopsis foi rejeitada em 1993 e novamente elevado a
categoria de género devido a comprovacao da estabilidade morfolégica, e como padrdo
morfolégico o género ndo produz nenhuma extensao da estipe (Crous and Wingfield 1993b;
Lombard and Crous 2012a). Outros dois géneros foram sendo descritos tomando como

base a morfologia, Xenocilindrocladium sp. e Curvicladiella sp. ambos baseados somente
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em caracteristicas morfoldgicas (Decock et al. 1997; Decock and Crous 1998). Aquanectria
€ 0 género mais recente do grupo, proposto em 2015 a partir de caracterizacao polifasica,
baseada em caracteristicas morfolégicas e moleculares (Lombard et al. 2015a).

A fase de anamorfo comecou a ser citada como importante para a distingdo de
espécies de Calonectria (Peerally 1991) , que foi mais bem discutido trés anos depois por
Crous & Wingfield, (1993). Com esta nova abordagem os préoximos trabalhos se basearam
nesta caracteristica para descreverem novas espécies de Calonectria. Crous, (2002)
publicou um importante trabalho que compilou 54 espécies de Calonectria e seus géneros
aliados. Na revisao foi padronizado a morfologia, mostrando cada uma das descri¢coes,
distribuicdo, diversidade de hospedeiros e extensivos dados sobre etiologia e
sintomatologia das doencas causadas por estes géneros, servindo de base para o estudo
destes géneros no mundo (Crous 2002).

Outro importante trabalho que trouxe luz ao género foi publicado em 2010, este
trabalho reviu e estabeleceu o conceito de espécie de Calonectria, discorrendo em torno
dos parametros, morfolégicos, bioldgicos e filogenéticos para nomenclatura (Lombard et al.
2010d). Neste mesmo ano foi publicado o divisor de aguas dos estudo filogenéticos de
Calonectria. Lombard et al., (2010a) estudou sete marcadores moleculares (Actina, Beta-
tubulina, Histona, Transcritor Interno do Ribossomo 1 e 2 e 0 5.8S do RNA ribossomal, 28S
Subunidade maior do RNA e Fator de elongacdo 1-alfa), mostrando na época, quais
marcadores proviam uma maior acuracia no reconhecimento de espécies, tais marcadores
ainda tém sido amplamente utilizados. Ja nos primeiros estudos morfologicos do género
Calonectria Lombard et al. (2010c) propde que o0 género apresenta dois grandes grupos um
com vesiculas do tipo prolata e outra do tipo esfaero-naviculata com base em observacdes
morfoldgicas. Os dois grupos foram posteriormente confirmados por analises filogenéticas,
e estabeleceu que a melhor estratégia para descricdo de espécies € a polifasica devido a

presenca de espécies cripticas (Lombard et al. 2010c).
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Mesmo os géneros Calonectria e Cylindrocladium terem sido relacionados um ao
outro desde 1892, ambos os géneros foram tratados separadamente durante anos, no
entanto o uso de dois nomes para um unico fungo nédo fazia sentido e causava muitas
confusdes entre pesquisadores, especialmente para 0s que ndo sdo taxonomistas
(Lombard et al. 2010d). Com intuito de evitar tais confusdes, algumas mudancas no Codigo
Internacional de Nomenclatura de Fungos, Algas e Plantas (ICBN, McNeill, et al. 2005) e
sob acordo da comunidade cientifica, desde 2009 foi adotado Calonectria como 0 nome
oficial para o género independente da fase observada, isso se deu pelo nome ter sido
publicado primeiramente (Wingfield et al. 2012). Hoje, todos os artigos publicados por
referéncia a esta normatizacdo de 2009 usam o nhome de Calonectria. Uma pesquisa feita
no Index Fungorum (www.indexfungorum.org) por ambos os homes, encontramos dados
de 434 registros para Calonectria e 91 para Cylindrocladium. Apesar destas consideracdes
em uma pesquisa no indexador do Google Académico (www.scholar.google.com.br) é
observado publica¢fes feitas em 2022 com o titulo referenciando somente Cylindrocladium
sem o atual nome devidamente referenciado (Ndifon 2022).

Em trabalho reunindo ampla amostragem de espécimes em solos e folhas de
Eucalyptus spp. Alfenas et al. (2015) prop&e o conceito de complexo de espécies, baseado
nas caracteristicas morfolégicas compartilhadas entre espécies que compartilham um
ancestral em comum. Tal conceituacao permitiu agrupar 57 espécies em cinco complexos
de espécies (Ca. brassicae, Ca. candelabra, Ca. cylindrospora, Ca. pteridis e Ca.
naviculata). Em meados de 2019 o género Calonectria chegou a possuir 171 espécies
aceitas baseadas em sequéncias de DNA e comparac¢des morfologicas (Li et al. 2017;
Marin-Felix et al. 2017; Pham et al. 2019; Liu et al. 2020) ao se deparar com o grande
namero de espécies e a desuniformidade de marcadores moleculares usados para
descrever tais espécies, fez um extenso estudo revendo a maioria das espécies

adicionando aos bancos de dados moleculares. Com isso pode analisar amplamente qual
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dos marcadores poderia ser utilizado como DNA barcode e refinando melhor o conceito
filogenético de espécie para o género. Liu et al. (2020) reduziu o numero de espécies de
171 para 124, sinonimizando muitas delas devido a nova abordagem. Os autores também
reafirmaram a segregacdo em dois grandes grupos e o conceito de complexo de espécies.
A nova revisao definiu que o género Calonectria € composto por dois grupos maiores o
prolato e esfaero-naviculado, o primeiro composto por 9 complexos de espécies (Ca.
brassicae, Ca. candelabrum, Ca. colhounii, Ca. cylindrospora, Ca. gracilipes, Ca. mexicana,
Ca. pteridis, Ca. reteaudii e Ca. spathiphylli) e dois complexos de espécies para o segundo
grupo (Ca. kyotensis e Ca. naviculata), mantendo um total de 124 espécies (Liu et al. 2020).
Atualmente foram adicionadas ao género seis novas espécies entre 2020 e 2023, (Pham et
al. 2022; Sanchez-Gonzalez et al. 2022) totalizando 131 espécies aceitas no género (Tabela
1).

Recentemente um trabalho propds sete novas espécies de Calonectria, no entanto
as espécies deste trabalho ndo foram consideras na conta total, devido a abordagem
utilizada para descrever as espécies. Lang et al. (2023) propde as espécies baseado em
analises polifasicas (morfologia e filogenia) no entanto nas andlises filogenéticas os autores
optaram por utilizar somente trés marcadores (tef, cmda e his3). Enquanto, desde 2020 pelo
indicado por Liu et al. (2020) devido a similaridade genética entre espécies do género
espécies deveriam ser propostas baseadas em seis marcadores para ter melhore resolucao
e definicdo da espécie (act, cmdA, his3, rpb2, tefl e tub?2).

Diferentemente do género Calonectria outros géneros nao tiveram sua historia tao
mudada ao longo dos anos, a exemplo disto Cylindrocladiella ap0s ser proposto a Unica
mudanca grande foi em 2013, com a unificagdo do nome, deixando Nectricladiella como
sinbnimo (Taylor 2011; Wingfield et al. 2012). Dez anos apds o surgimento do género
Cylindrocladiella eram compostos por seis espécies, este numero permaneceu estavel por

mais 10 anos somente o conhecimento de duas fases sexuais. O maior aumento de
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espécies acontece em 2012 com o acréscimo de 18 novas espécies, neste mesmo trabalho
foi introduzido o conceito de complexo de espécies trazido do seu "género irmao”
(Calonectria), assim, 5 complexos de espécies (Cylla. camelliae, Cylla. infestans, Cylla.
elegans, Cylla. parva e Cylla. peruviana) foram propostos (Lombard et al. 2012). Os
préximos acréscimos foram nos anos de 2017 e 2018 com a adicao de 11 novas espécies
encontradas no Sudeste Asiatico (Lombard et al. 2017; Pham et al. 2018), deixando assim
0 género com 43 espécies aceitas (Figura 3).

Outro género com numero de espécies e relatos muito restritos €
Gliocephalotrichum (Figura 4), este género proposto em 1962 derivado de espécies
coletadas de amostras de solo e espécimes revisados trazidos do género Calonectria. Dez
anos apos a sua proposicao foi acrescido duas espécies e feita a primeira inferéncia sobre
a separacao destes entre dois grupos, observando o ponto de insercédo das extensdes da
estipe (Wiley and Simmons 197). Os estudos usando marcadores moleculares foi
introduzido ao género em 2006, ajudando Decock et al. (2006) a identificar e caracterizar
duas novas espécies, aumentando de cinco para sete espécies conhecidas. Em 2014 o
género aumentou o numero de marcadores moleculares e foram descritas mais cinco
espécies, fortificando o conceito de que este género esta comumente ligado em podridao
de frutos em areas tropicais (Lombard et al. 2014), posteriormente em 2020 foram
adicionadas mais 3 espécies ao género, totalizando 16 espécies. este trabalho abriu a
discusséo quanto a presenca ou nao de extensao da estipe, identificando a primeira espécie
do género sem as caracteristicas extensdes da estipe, bem como confirmando que analises
filogenéticas ndo considera valida a segregacao de dois grupos como de acordo com o
ponto de insercéo da extensao da estipe como Wiley and Simmons (1971) sugere (Silva et

al. 2020).
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Atualmente o género tem 16 espécies descritas (Tabela 1). Gliocephalotrichum foi
caracterizado com base na espécie tipo Gliocephalotrichum bulbilium como: saprofita, de
rapido crescimento, conidiéforos com coloracéo, livres, septados, poliverticilados com
formacdo de ramos primarios, secundarios e frequentemente terciarios, e fialides nas
pontas dos ramos; conidiéforos com extensdes estéreis saindo abaixo das primeiras
ramificacbes penicilado; conidios oblongos a elipsoidais, hialinos, formados

sucessivamente e unindo-se por goticulas mucilaginosas (Figura 1.4 - Ellis and Hesseltine

Figura 2: Gliocephalotrichum bulbilium, Conidiéforos (A-C); apice da extenséo da estipe
(D-H); ramificagbes do conidiéforo (I-J); agregado bulbiloide de clamidédsporos (K) e
conidios (L). Barras: B =50 um; C = 20 um; D-L= 10 um (Fonte: Lombard et al. 2014).

1962).
Gliocladiopsis € um género ainda muito pouco estudado, considerando o numero

de reportes no Index Fungorum, 19 no total (Tabela 1). Os primeiros trabalhos com filogenia
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molecular foram feitos por Schoch et al. (2000) que demonstrou a soberania deste como
género, relacionado filogeneticamente com Gliocephalotrichum, Cylindrocladiella,
Cylindrocarpon e Calonectria. Posteriormente o género foi relacionado a Glionectria este
representando sua fase sexual (Lombard and Crous 2012a). Historicamente até 2012 o
género comportava somente 9 espécies (Lombard and Crous 2012a), nos ultimos anos ao
género foram acrescidas onze novas espécies(Liu and Cai 2013; Parkinson et al. 2017;
Gordillo and Decock 2019a; Zhai et al. 2019; Perera et al. 2023). Atualmente séo aceitas 20
espécies, sob o género Gliocladiopsis.(Lombard and Crous 2012)

O teleomorfo de Gliocladiopsis foi caracterizado com peritécios superficiais em
densos grupos, obovoides para fortemente piriformes, tornando-se vermelho amarronzado
com a adicdo de KOH+ 3% com uma base estromatica avermelhada, colapsando
lateralmente quando seco, consistindo em duas camadas: regidées com parede fina de
textura globulosa, com células do interior comprimidas de textura angulosa; perifises
ostiolares, tubulares com pontas arredondas. Ascos unitunicados. 8 esporos, cilindricos,
sésseis, com 4pice achatado. Ascosporos unisseriados, hialino, elipsoidais, lisos com um
septo, tornando-se marrom e verrugoso com a idade (Lombard and Crous 2012a). A fase
assexual (Figura 1.5) possui conidioforos penicilados e subverticilado, consistindo em um
septo, estipe hialina e penicilada ou/e subvercicilado arranjo de ramos férteis, com auséncia
de uma extensdo da estipe e uma vesicula terminal. Aparato conidiogénico com muitas
séries de ramos asseptados ou com um septo, cada um terminando em 2-7 fialides de
formato doliforme a cimbiforme a cilindrica, hialina, asseptada, com coloragédo Obvia.
Conidio cilindrico, ereto para curvado, 0-1 septos, produzido em uma massa mucilaginosa
amarela nos conidioforos (Lombard and Crous 2012a).

Os quatro géneros menos diversos em numero de espécies Aquanectria, Penicillife,
Xenocylindrocladium e Curvicladiella possuem no total 25 espécies, somando (Figura 5). O

primeiro, Aquanectria foi recentemente descrito a partir de uma extensa reviséo para definir
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0 conceito de género dentro de Nectriaceae (Lombard et al. 2015b) Atualmente o género
tem sete espécies, a maioria delas descritas somente a partir de um anico isolado (Lombard
et al. 2015b; Pem et al. 2018; Gordillo and Decock 2019b).

Aquanectria é entdo caracterizado por produzir peritécio superficial, em agregados
ou individualizados, colapsando lateralmente quando com a idade, de coloragdo marrom
alaranjado para vermelho alaranjado e papilas ostiolares. Ascos cilindricos para clavados,
produzindo oito asclsporos. Ascosporos elipsoides para fusiformes, hialinos,
monosseptados, com ligeira constricdo no septo. Conidiéforos em ambientes aquaticos séo
eretos, solitarios, septados e hialinos, sao ramificados de forma penicilada com 1-4 fialides.
Fidlides cilindricas, ponta com espessamento periclinal e sem coloracdo aparente e
achatamento (Figura 5). Conidios filiformes, curvados para ligeiramente sigmoides,
monosseptados, hialinos e lisos. Clamidésporos formados de forma intercalar nas hifas,
palidos para marrom escuro, contendo uma grande gutula de 6leo, podendo se agregar

para formar esclerédios (Lombard et al. 2015b).
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Tabela 2. Relacéo de espécies dos oito géneros que compdem o grupo, juntamente com os isolados de referéncia para cada espécie

Hospedeiro/

Acessos do GenBank

Espeécie Isolado Substrato Pais Coletor act cmdA his3 ITS LSU rpb2 tef tub2
Aquanectria devians MUCL 48197 Folhas submersas  Singapura A. Gordillo & N/A N/A KX671150 KX671144 N/A N/A KX671136 KX611506
C. Decock
A. filiformis MUCL 54681 Raiz Equador A. Gordillo & N/A N/A KX671145 KX671137 N/A N/A KX671129 KX611499
C. Decock
A. jacinthicolor KUMCC 18-0017  Madeira morta China Shi-Ke N/A N/A N/A MH051231 MH051233 N/A N/A MH051235
Huang
KUMCC 17-0146 Madeira morta China Shi-Ke N/A N/A N/A MH051230 MH051232 N/A N/A MH051234
Huang
A. penicillioides CBS 257.54 Acer sp. USA F.V. Ranzoni KM231110 KM231275 N/A KM231743 KM231613 KM232299 KM231865 KM232000
A. submersa CBS 394.62 - UK H.J. Hudson KM231109 N/A KM231458 HQ897796 KM231612 HQ897728 N/A KM231999
A. tenuispora MUCL 48047 Folhas submersas  Singapura C. Decock N/A N/A KX671149 KX671143 N/A N/A KX671135 KX611505
MUCL 48016 Folhas submersas  Singapura C. Decock N/A N/A KX671147 KX671141 N/A N/A KX671133 KX611503
A. tenuissima MUCL 53250 - Guiana Francesa C. Decock N/A N/A KX671148 KX671142 N/A N/A KX671134 KX611504
Calonectria acaciicola CMW 471737 Solo (Acacia Do Luong, Nghe N.Q. Pham & MT334933 MT335160 MT335399 MT359620 MT359380 MT412474 MT412690 MT412930
auriculiformis An, Vietnam T.Q. Pham
plantagdo)
CMW 47174 Solo Do Luong, Nghe N.Q. Pham & MT334934 MT335161 MT335400 MT359621 MT359381 MT412475 MT412691 MT412931
(A.auriculiformis An, Vietnam T.Q. Pham
plantagdo)
Ca. acicola CMW 309967 Phoenix Northland, Nova H. Pearson MT334935 MT335162 MT335401 MT359622 MT359382 MT412476 MT412692 MT412932
canariensis Zelandia
CBS 114812 P. canariensis Northland, Nova H. Pearson MT334936 MT335163 MT335402 MT359623 MT359383 MT412477 MT412693 MT412933
Zelandia
Ca. aciculata CERC 53427 Eucalyptus YunNan, China S.F.Chen& MT334937 MT335164 MT335403 MT359624 MT359384 MT412478 MT412694 MT412934
urophylla x E. J.Q. Li
grandis
Ca. aconidialis CMW 351747 Solo (Eucalyptus HaiNan, China X. Mou & MT334938 MT335165 MT335404 MT359625 MT359385 MT412479 MT412695 N/A11
plantagédo) S.F. Chen
CMW 35384 Solo (Eucalyptus HaiNan, China X. Mou & MT334939 MT335166 MT335405 MT359626 MT359386 N/A MT412696 N/A
plantacéo) S.F. Chen
Ca. aeknauliensis CMW 482537 Solo (Eucalyptus Aek Nauli, North M.J. MT334953 MT335180 MT335419 MT359640 MT359400 MT412486 MT412710 N/A
plantagcéo) Sumatra, Indonésia Wingdfield
CMW 48254 Solo (Eucalyptus Aek Nauli, North M.J. MT334954 MT335181 MT335420 MT359641 MT359401 MT412487 MT412711 N/A
plantagcéo) Sumatra, Indonésia Windfield
Ca. amazonica CBS116250" E. tereticornis Amazonia, Brasil P.W. Crous & MT334955 MT335182 MT335421 MT359642 MT359402 MT412488 MT412712 MT412935
A.C. Alfenas
CBS 115486 E. tereticornis Amazonia, Brasil P.W. Crous & MT334956 MT335183 MT335422 MT359643 MT359403 MT412489 MT412713 MT412936
A.C. Alfenas
Continua...
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Espécie

Isolado

Hospedeiro/

Pais

Coletor

Acessos do GenBank

Substrato act cmdA his3 ITS LSU rpb2 tef tub2
Ca. angustata CMW 309907 Tillandsia capitata ~ Sarasota nursery, R.M. Leahy MT334963 N/A MT335429 MT359650 MT359410 MT412493 MT412720 MT412943
Florida, USA
CBS 112133 Tillandsia capitata Sarasota nursery, R.M. Leahy GQ280427 GQ267362 DQ190695 GQ280549 GQ280670 KY653360 FJ918552 DQ190593
Florida,
USA
Ca. asiatica CBS 1140737 Folhas Prathet Thai, N.L.Hywel- GQ280428 AY725741 AY725658 GQ280550 GQ280672 N/A10 AY725705 AY725616
Tailandia Jones
Ca. auriculiformis CMW 471787 Solo (A. Hau Loc, Thanh N.Q. Pham & MT334964 MT335190 MT335430 MT359651 MT359411 MT412494 MT412721 MT412944
auriculiformis Hoa, Vietnam T.Q. Pham
plantagédo)
CMW 47179 Solo (A. Hau Loc, Thanh N.Q. Pham & N/A MT335191 MT335431 MT359652 MT359412 MT412495 MT412722 MT412945
auriculiformis Hoa, Vietnam T.Q. Pham
plantagdo)
Ca. australiensis CMW 236697 Ficus pleurocarpa  Queensland, C. Pearce & MT334965 MT335192 MT335432 MT359653 MT359413 MT412496 MT412723 MT412946
Australia B. Paulus
Ca. avesiculata CBS 313.927 llex vomitoria Cairo, Georgia, S.A. Alfieri GQ280431 GQ267364 DQ190620 GQ280553 GQ280675 N/A GQ267294 AF333392
USA
Ca. borneana CMW50832=CBS1 Solo Malésia M.R.B.A OL635113 OL635065 OL635041 N/A N/A OL635089 OL635017 N/A
44551 Rauf
CMW50833=CBS1 Solo Malésia M.R.B.A OL635114 OL635066 OL635042 N/A N/A OL635090 0OL635018 N/A
44552 Rauf
Ca. brachiatica CMW 252987 Pinus maximinoi Buga, Coldmbia M.J. N/A MT335195 MT335435 MT359656 MT359416 MT412499 MT412726 MT412948
Wingfield
CMW 25302 Pi. tecunumanii Buga, Coldmbia M.J. N/A MT335196 MT335436 MT359657 MT359417 MT412500 MT412727 MT412949
Windfield
Ca. brasiliana CBS 1114847 Solo Brasil A.C. Alfenas  MT334968 MT335198 MT335438 MT359659 MT359419 MT412502 MT412729 MT412951
CBS 111485 Solo Brasil A.C. Alfenas  MT334969 MT335199 MT335439 MT359660 MT359420 MT412503 MT412730 MT412952
Ca. brasiliensis CBS 230.517 Eucalyptus sp. Ceard, Brasil T.R. Ciferri MT334970 MT335200 MT335440 MT359661 MT359421 MT412504 MT412731 MT412953
CMW 32949 Eucalyptus sp. Aracruz, Brasil A.C. Alfenas MT334971 MT335201 MT335441 MT359662 MT359422 MT412505 MT412732 MT412954
Ca. brassiana CBS 1348557 Solo (Eucalyptus Teresina, Piaui, R.F. Alfenas N/A KM396056 KM396139 N/A N/A N/A
brassiana Brasil
plantagédo)
CBS 134856 Solo (E. brassiana  Teresina, Piaui, R.F. Alfenas N/A KM396057 KM396140 N/A N/A N/A
plantagédo) Brasil
Ca. brassicae CBS 1118697 Argyreia splendens  Indonésia F. Bugnicourt MT334972 MT335202 MT335442 MT359663 MT359423 MT412506 MT412733 MT412955
Ca. brassicicola CBS 1128417 Solo (Brassica sp.) Indonésia M.J. N/A KX784561 N/A N/A N/A N/A KX784689 KX784619
Wingfield
Ca. brevistipitata CBS 1156717 Solo México P.W. Crous MT334973 MT335203 MT335443 MT359664 MT359424 MT412507 MT412734 MT412956
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CBS 110928 Solo México P.W. Crous MT334974 MT335204 MT335444 MT359665 MT359425 MT412508 MT412735 MT412957
Ca. bumicola CMW 482577 Solo (Eucalyptus Aek Nauli, North M.J. MT334975 MT335205 MT335445 MT359666 MT359426 MT412509 MT412736 N/A
plantagdo) Sumatra, Indonésia Windfield
Ca. canadiana CMW 236737 Picea sp. Canada S. MT334976 MT335206 MT335446 MT359667 MT359427 MT412510 MT412737 MT412958
Greifenhagen
CERC 8952 Solo HeNan, China S.F. Chen MT335058 MT335290 MT335530 MT359751 MT359511 MT412587 MT412821 MT413035
Ca. candelabrum CMW 31000 Eucalyptus sp. Amazonas, Brasil A.C. Alfenas MT334977 MT335207 MT335447 MT359668 MT359428 MT412511 MT412738 MT412959
CMW 31001 Eucalyptus sp. Amazonas, Brasil A.C. Alfenas MT334978 MT335208 MT335448 MT359669 MT359429 MT412512 MT412739 MT412960
Ca. cerciana CMW 253097 E. urophylla x E. CERC nursery, M.J. MT334981 MT335211 MT335451 MT359672 MT359432 MT412515 MT412742 MT412963
grandis hybrid GuangDong, China Windfield &
cutting X.D. Zhou
CMW 25290 E. urophylla xE. CERC nursery, M.J. MT334982 MT335212 MT335452 MT359673 MT359433 MT412516 MT412743 MT412964
grandis hybrid GuangDong, China  Windfield &
cutting X.D. Zhou
Ca. chinensis CMW 236747 Solo Hong Kong, China  E.C.Y. Liew MT334990 MT335220 MT335460 MT359681 MT359441 MT412524 MT412751 MT412972
CMW 30986 Solo Hong Kong, China  E.C.Y. Liew MT334991 MT335221 MT335461 MT359682 MT359442 MT412525 MT412752 MT412973
Ca. citri CMW 236757 Citrus sinensis Florida, USA H.S. Fawcett MT334992 MT335222 MT335462 MT359683 MT359443 MT412526 MT412753 MT412974
Ca. clavata CMW 236907 Callistemon Lake Placid, C.P. MT334993 MT335223 MT335463 MT359684 MT359444 MT412527 MT412754 MT412975
viminalis Florida, USA Seymour &
E.L. Barnard
CMW 30994 Root debris in peat  Lee County, D. Ferrin MT334994 MT335224 MT335464 MT359685 MT359445 MT412528 MT412755 MT412976
Florida, USA
Ca. cochinchinensis CMW 499157 Solo (Hevea Duong Minh Chau, N.Q. Pham, MT334995 MT335225 MT335465 MT359686 MT359446 MT412529 MT412756 MT412977
brasiliensis Tay Ninh, Q.N. Dang &
plantagao) Vietnam T.Q. Pham
CMW 47186 Solo (A. Song May, Dong N.Q. Pham & MT334996 MT335226 MT335466 MT359687 MT359447 MT412530 MT412757 MT412978
auriculiformis Nai, Vietham T.Q. Pham
plantagédo)
Ca. colhounii CBS 293.79T Camellia sinensis Mauritius A. Peerally GQ280443 GQ267373 DQ190639 GQ280565 GQ280687 KY653376 GQ267301 DQ190564
Ca. Colémbiana CBS 1151277 Solo La Selva, Coldombia M.J. GQ280538 GQ267455 FJ972442 GQ280660 GQ280782 N/A FJ972492 FJ972423
Wingfield
CBS 115638 Solo La Selva, Coldmbia M.J. GQ280539 GQ267456 FJI972441 GQ280661 GQ280783 N/A FJ972491 FJ972422
Windfield
Ca. colombiensis CMW 236767 Solo (E. grandis La Selva, Coldombia M.J. MT334998 MT335228 MT335468 MT359689 MT359449 MT412532 MT412759 MT412980
arvores) Wingfield
CMW 30985 Solo (E. grandis La Selva, Coldombia M.J. MT334999 MT335229 MT335469 MT359690 MT359450 MT412533 MT412760 MT412981
arvores) Wingfield
Ca. crousiana CMW 272497 E. grandis FuJian, China M.J. MT335000 MT335230 MT335470 MT359691 MT359451 MT412534 MT412761 MT412982
Wingfield
Continua...
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CMW 27253 E. grandis FuJian, China M.J. MT335001 MT335231 MT335471 MT359692 MT359452 MT412535 MT412762 MT412983
Wingfield
Ca. curvispora CMW 236937 Solo Tamatave, P.W. Crous  MT335002 MT335232 MT335472 MT359693 MT359453 MT412536 MT412763 N/A
Madagascar
CMW 48245 Solo (Eucalyptus Aek Nauli, North M.J. MT335003 MT335233 MT335473 MT359694 MT359454 MT412537 MT412764 N/A
plantacéo) Sumatra, Indonésia Wingfield
Ca. cylindrospora CBS 136425 Blephilia ciliata Ellerbe, T. Sharp MT335005 MT335235 MT335475 MT359696 MT359456 MT412539 MT412766 MT412984
North Carolina,
USA
CBS 119670 Pistacia lentiscus Italy N/A MT335006 MT335236 MT335476 MT359697 MT359457 MT412540 MT412767 MT412985
CMW 30978 llex vomitoria Florida, USA N.E. EI-Gholl MT335007 MT335237 MT335477 MT359698 MT359458 MT412541 MT412768 MT412986
Ca. densa CMW 311827 Solo Las Golondrinas, M.J. MT335008 MT335238 MT335478 MT359699 MT359459 N/A MT412769 MT412987
Pichincha, Equador Wingfield
CMW 31184 Solo Las Golondrinas, M.J. MT335009 MT335239 MT335479 MT359700 MT359460 N/A MT412770 MT412988
Pichincha, Equador Wingfield
Ca. duoramosa CBS 1346567 Solo (Floresta Monte Dourado, R.F. Alfenas N/A KM396027 KM396110 N/A N/A N/A
tropical) Parg,
Brasil
LPF453 Solo (Eucalyptus Monte Dourado, R.F. Alfenas N/A KM396028 KM396111 N/A N/A N/A
plantagdo) Parg,
Brasil
Ca. Equadorae CMW 236777 Solo Equador M.J. MT335012 MT335242 MT335482 MT359703 MT359463 MT412544 MT412773 MT412991
Wingfield
CBS 111706 Solo Equador M.J. MT335010 MT335240 MT335480 MT359701 MT359461 MT412542 MT412771 MT412989
Wingfield
— Solo Equador M.J. MT335011 MT335241 MT335481 MT359702 MT359462 MT412543 MT412772 MT412990
Windfield
Ca. eucalypti CMW 184447 E. grandis Aek Nauli, Sumatra M.J. MT335013 MT335243 MT335483 MT359704 MT359464 MT412545 MT412774 MT412992
Utara, Indonésia Wingfield
CMW 18445 E. grandis Aek Nauli, Sumatra M.J. MT335014 MT335244 MT335484 MT359705 MT359465 MT412546 MT412775 MT412993
Utara, Indonésia Wingfield
Ca. eucalypticola CBS 1348477 Eucalyptus sp. Santa Barbara, A.C. Alfenas N/A KM396051 KM396134 N/A N/A N/A
(mudas) Minas Gerais,
Brasil
CBS 134846 Eucalyptus sp. Eunépolis, Bahia, A.C. Alfenas N/A KM396050 KM396133 N/A N/A N/A
(folhas) Brasil
Ca. fragariae CBS 1336077 Fragaria x Santa Maria do U.P. Lopes N/A KM998966 KM998964 N/A N/A N/A
ananassa Jetiba, Espirito
Santo, Brasil
LPF141.1 Fragaria x Santa Maria do U.P. Lopes N/A KX500191 KX500194 N/A N/A N/A
ananassa Jetiba, Espirito
Santo, Brasil
Continua...
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LPF141.2 Fragaria x Santa Maria do U.P. Lopes N/A KX500192 KX500193 N/A N/A N/A
ananassa Jetibd, Espirito
Santo, Brasil
Ca. fujianensis CMW 272577 E. grandis FuJian, China M.J. MT335019 MT335249 MT335489 MT359710 MT359470 MT412551 MT412780 MT412998
Wingfield
CMW 27254 E. grandis FuJian, China M.J. MT335020 MT335250 MT335490 MT359711 MT359471 MT412552 MT412781 MT412999
Wingfield
CBS 131802 Nymphaea Guiyang, Guizhou, S.Y.Qin MT335070 MT335302 MT335542 MT359763 MT359523 MT412599 MT412833 MT413047
tetragona China
Ca. glaebicola CBS 1348527 Solo (Eucalyptus Martinho Campos,  A.C. Alfenas N/A KM396053 KM396136 N/A N/A N/A
plantagdo) Minas Gerais,
Brasil
CBS 134853 Eucalyptus sp. Tocantins, Bicodo  R.F. Alfenas N/A KM396054 KM396137 N/A N/A N/A
(folhas) Papagaio,
Brasil
Ca. gordoniae CMW 236947 Gordonia Florida, USA D. Chiappini  MT335021 MT335251 MT335491 MT359712 MT359472 MT412553 MT412782 MT413000
lasianthus
Ca. gracilipes CBS 1156747 Solo La Selva, Coldombia M.J. MT335022 MT335252 MT335492 MT359713 MT359473 MT412554 MT412783 MT413001
Wingfield
CBS 111141 Solo La Selva, Coldmbia M.J. MT335023 MT335253 MT335493 MT359714 MT359474 MT412555 MT412784 MT413002
Wingfield
Ca. gracilis CBS 1118077 Manilkara zapota Para, Brasil F. Carneiro GQ280488 GQ267407 DQ190646 GQ280610 GQ280732 KY653390 GQ267323 AF232858
de
Albuquerque
CBS 111284 Solo Imbrapa, Brasil P.W.Crous  GQ280489 GQ267408 DQ190647 GQ280611 GQ280733 KY653389 GQ267324 DQ190567
Ca. hawksworthii CBS 1118707 Nelumbo nucifera Pamplemousses A. Peerally MT335024 MT335254 MT335494 MT359715 MT359475 MT412556 MT412785 MT413003
garden, Mauritius
CMW 14878 Eucalyptus sp. Sulawesi, M.J. MT335141 MT335378 MT335618 MT359839 MT359599 MT412670 MT412909 MT413119
Indonésia Wingfield
— Eucalyptus sp. Sulawesi, M.J. MT335142 MT335379 MT335619 MT359840 MT359600 MT412671 MT412910 MT413120
Indonésia Wingfield
Ca. henricotiae CBS 1381027 Buxus Lokeren, B. N/A KF815157 KF815185 JX535322 N/A N/A
sempervirens East Flanders, Gehesquiere
Belgium & K.
Heungens
CB041 B. sempervirens Lokeren, B. N/A KF815156 KF815184 N/A N/A N/A
East Flanders, Gehesquiere
Belgium & K.
Heungens
Ca. heveicola CMW 499137 Solo (Hevea Bau Bang, Binh N.Q. Pham, MT335025 MT335255 MT335495 MT359716 MT359476 N/A MT412786 MT413004
brasiliensis Duong, Vietnam Q.N. Dang &
plantagdo) T.Q. Pham
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CMW 49928 Solo Bu Gia Map N.Q. MT335048 MT335280 MT335520 MT359741 MT359501 MT412577 MT412811 MT413025
National Park, Binh  Pham,Q.N.
Phuoc, Vietnam Dang &T.Q.
Pham
CMW 49935 Solo Bu Gia Map N.Q. Pham,  MT335049 MT335281 MT335521 MT359742 MT359502 MT412578 MT412812 MT413026
National Park, Binh  Q.N. Dang &
Phuoc, Vietham T.Q. Pham
Ca. honghensis CERC 55727 Solo (Eucalyptus HongHe, YunNan, S.F.Chen& MT335026 MT335256 MT335496 MT359717 MT359477 MT412557 MT412787 MT413005
plantagdo) China J.Q. Li
CERC 5571 Solo (Eucalyptus HongHe, YunNan, S.F.Chen& MT335027 MT335257 MT335497 MT359718 MT359478 MT412558 MT412788 MT413006
plantac&o) China J.Q. Li
Ca. hongkongensis CBS 1148287 Solo Hong Kong, China  M.J. MT335028 MT335258 MT335498 MT359719 MT359479 MT412559 MT412789 MT413007
Wingfield
- Solo (Eucalyptus GuangXi, China N/A MT335029 MT335259 MT335499 MT359720 MT359480 MT412560 MT412790 MT413008
plantagédo)
Ca. humicola CMW 311837 Solo Las Golondrinas, M.J. MT335032 MT335262 MT335502 MT359723 MT359483 N/A MT412793 MT413011
Pichincha, Equador Wingfield
CMW 31186 Solo Las Golondrinas, L. Lombard MT335033 MT335263 MT335503 MT359724 MT359484 N/A MT412794 MT413012
Pichincha, Equador
CMW 31187 Solo Las Golondrinas, L. Lombard MT335034 MT335264 MT335504 MT359725 MT359485 N/A MT412795 MT413013
Pichincha, Equador
Ca. hurae CBS 114182 Rumohra Brasil A.C. Alfenas MT335035 MT335265 MT335505 MT359726 MT359486 MT412563 MT412796 MT413014
adiantiformis
Ca. ilicicola CMW 309987 Solanum Bogor, Java, K.B. Boedijn MT335036 MT335266 MT335506 MT359727 MT359487 MT412564 MT412797 N/A
tuberosum Indonésia &
J. Reitsma
Ca. imperata CCDCA 11649 E. urophylla Maranh&o, Brasil M.A. Ferreira  ON009351 OM974330 OM974339 N/A N/A OM974348 OM974357 OM974366
PFC7 E. urophylla Maranh&o, Brasil M.A. Ferreira  ON009352 0OM974331 OM974340 N/A N/A OM974349 OM974358 OM974367
Ca. Indonésiae CMW 236837 Syzygium Warambunga, M.J. MT335037 MT335267 MT335507 MT359728 MT359488 MT412565 MT412798 MT413015
aromaticum Indonésia Wingfield
CBS 112840 S. aromaticum Warambunga, M.J. MT335038 MT335268 MT335508 MT359729 MT359489 MT412566 MT412799 MT413016
Indonésia Wingfield
Ca. indusiata CBS 144.36" Camellia sinensis Sri Lanka N/A GQ280536 GQ267453 GQ267262 GQ280658 GQ280780 KY653396 GQ267332 GQ267239
CBS 114684 Rhododendron Florida, USA N.E. EI-Gholl GQ280537 GQ267454 DQ190653 GQ280659 GQ280781 N/A GQ267333 AF232862
sp.
Ca. insularis CMW 309917 Solo Tamatave, P.W. Crous N/A MT335269 MT335509 MT359730 MT359490 MT412567 MT412800 MT413017
Madagascar
CMW 30992 Solo Conejos, Veracruz, M.J. N/A MT335270 MT335510 MT359731 MT359491 MT412568 MT412801 MT413018
México Wingfield
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Ca. kyotensis CBS 1145257 Robinia Japado T. Terashita MT335039 MT335271 MT335511 MT359732 MT359492 MT412569 MT412802 MT413019
pseudoacacia
CBS 114550 Solo China M.J. MT335016 MT335246 MT335486 MT359707 MT359467 MT412548 MT412777 MT412995
Wingfield
Ca. ladang CMW50776 T=CB  Solo Malésia M.R.B.A OL635122 0OL635075 OL635051 N/A N/A OL635099 OL635027 N/A
S144550 Rauf
CMW50775=CBS1 Solo Malésia M.R.B.A OL635121 0OL635074 OL635050 N/A N/A OL635098 OL635026 N/A
44549 Rauf
Ca. lageniformis CBS 1113247 Eucalyptus sp. Riviére Noire, H. Smith N/A KX784574 N/A
(folhas) Mauritius
Ca. lantauensis CERC 33027 Solo LiDao, Hong Kong, M.J. MT335040 MT335272 MT335512 MT359733 MT359493 MT412570 MT412803 N/A
China Wingfield &
S.F. Chen
CERC 3301 Solo LiDao, Hong Kong, M.J. MT335041 MT335273 MT335513 MT359734 MT359494 N/A MT412804 N/A
China Wingfield &
S.F. Chen
Ca. lateralis CMW 314127 Solo (Eucalyptus GuangXi, China X. Zhou, MT335042 MT335274 MT335514 MT359735 MT359495 MT412571 MT412805 MT413020
plantagdo) G. Zhao &
F. Han
Ca. lauri CMW 236827 llex aquifolium Vijlen, Vijlenerbos, H.A. MT335043 MT335275 MT335515 MT359736 MT359496 MT412572 MT412806 MT413021
South-East van der Aa
Limburg, Holanda
Ca. leguminum CMW 236847 Annona squamosa  S&o Paulo, Brasil M.B. MT335044 MT335276 MT335516 MT359737 MT359497 MT412573 MT412807 MT413022
Figueiredo
Ca. leucothoes CMW 309777 Leucothoe axillaris ~ Florida, USA N.E. EI-Gholl MT335045 MT335277 MT335517 MT359738 MT359498 MT412574 MT412808 N/A
Ca. lichi CERC 8866" Solo HeNan, China S.F. Chen MT335046 MT335278 MT335518 MT359739 MT359499 MT412575 MT412809 MT413023
CERC 8850 Solo HeNan, China S.F. Chen MT335047 MT335279 MT335519 MT359740 MT359500 MT412576 MT412810 MT413024
Ca. lombardiana CMW 306027 Xanthorrhoea Victoria, Australia T. Baigent MT335156 MT335395 MT335635 MT359856 MT359616 MT412686 MT412926 MT413133
australis
Ca. macroconidialis CBS 1148807 E. grandis Sabie, P.W. Crous MT335050 MT335282 MT335522 MT359743 MT359503 MT412579 MT412813 MT413027
Mpumalanga,
Africa do Sul
CBS 110798 E. grandis (raiz) Sabie, P.W. Crous MT335051 MT335283 MT335523 MT359744 MT359504 MT412580 MT412814 MT413028
Mpumalanga,
Africa do Sul
Ca. madagascariensis CMW 236867 Solo Rona, Madagascar J.E. Taylor MT335052 MT335284 MT335524 MT359745 MT359505 MT412581 MT412815 MT413029
CMW 30993 Solo Rona, Madagascar J.E. Taylor MT335053 MT335285 MT335525 MT359746 MT359506 MT412582 MT412816 MT413030
Ca. malesiana CMW 236877 Solo Northern Sumatra, M.J. MT335054 MT335286 MT335526 MT359747 MT359507 MT412583 MT412817 MT413031
Indonésia Wingfield
CBS 112710 Folhas Prathet, Tailandia N.L. MT335055 MT335287 MT335527 MT359748 MT359508 MT412584 MT412818 MT413032
Hywel-Jones
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Ca. maranhensis CBS 1348117 Eucalyptus sp. Acailandia, A.C. Alfenas N/A KM396035 KM396118 N/A N/A N/A
(folhas) Maranh&o, Brasil
CBS 134812 Eucalyptus sp. Acailandia, A.C. Alfenas N/A KM396036 KM396119 N/A N/A N/A
(folhas) Maranh&o, Brasil
Ca. matogrossensis GFP006 E. urophylla Mato Grosso, Brasil R.F. Alfenas N/A MH837653 MH837648 N/A N/A N/A MH837659 MH837664
GFP018 E. urophylla Mato Grosso, Brasil R.F. Alfenas N/A MH837657 MH837652 N/A N/A N/A MH837663 MH837668
Ca. metrosideri CBS 133604 Metrosideros Vigosa, Minas R.F. Alfenas  MT335056 MT335288 MT335528 MT359749 MT359509 MT412585 MT412819 MT413033
polymorpha Gerais, Brasil
CBS 133603" Metrosideros Vigosa, R.F. Alfenas N/A KC294304 KC294307 N/A N/A N/A
polymorpha Minas Gerais,
Brasil
Ca. mexicana CBS 1109187 Solo Uxmal, Yucatan, M.J. GQ280474 GQ267396 FJ972460 GQ280596 GQ280718 KY653412 FJ972526 AF210863
México Wingfield
Ca. minensis CSF9941 Solo (Eucalyptus Xinluo, S.F. OK253121 OK253259 0OK253403 N/A N/A OK253477 0OK253814 0OK253967
plantagédo) Longyan,Fujian, Chen,Q.L.
China Liu
CSF9974 Solo (Floresta Liancheng,Longyan S.F. OK253122 OK253260 OK253404 N/A N/A OK253478 0OK253815 0OK253968
natural) ,Fujian, China Chen,Q.L.
Liu
Ca. monticola CBS 1406457 Solo Chiang Mai, P.W. Crous N/A KT964771 N/A KT964775 KT983443 N/A KT964773 KT964769
Tailandia
CPC 28836 Solo Chiang Mai, P.W. Crous N/A KT964772 N/A KT964776 KT983444 N/A KT964774 KT964770
Tailandia
Ca. multilateralis CBS 1109327 Solo Uxmal, México P.W. Crous MT335060 MT335292 MT335532 MT359753 MT359513 MT412589 MT412823 MT413037
CBS 110926 Solo Uxmal, México P.W. Crous MT335061 MT335293 MT335533 MT359754 MT359514 MT412590 MT412824 MT413038
Ca. multinaviculata CBS 1348587 Solo (Eucalyptus Mucuri, Bahia, E. Zauza N/A KM396072 KM396155 N/A N/A N/A
plantagédo) Brasil
CBS 134859 Solo (Eucalyptus Monte Dourado, R.F. Alfenas N/A KM396073 KM396156 N/A N/A N/A
plantagédo) Para,
Brasil
Ca. multiphialidica CMW 236887 Solo (raiz de Musa Cameroon Abadie MT335066 MT335298 MT335538 MT359759 MT359519 MT412595 MT412829 MT413043
sp.)
Ca. multiseptata CMW 236927 E. grandis North Sumatra, M.J. MT335067 MT335299 MT335539 MT359760 MT359520 MT412596 MT412830 MT413044
Indonésia Wingfield
Ca. naviculata CBS 101121 Folhas Joao Pessoa, Brasil R.F. GQ280478 GQ267399 GQ267252 GQ280600 GQ280722 KM232309 GQ267317 GQ267211
Castaneda
CBS 116080 Solo Manaus, M.J. GQ280477 GQ267398 GQ267251 GQ280599 GQ280721 KY653417 GQ267316 AF333409
Amazonas, Brasil Wingfield
Ca. nemoricola CBS 1348377 Solo (Floresta Araponga, Minas A.C. Alfenas N/A KM396066 KM396149 N/A N/A N/A
tropicalt) Gerais, Brasil & P.W. Crous
Continua...
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CBS 134838 Solo (Floresta Araponga, Minas A.C. Alfenas N/A KM396067 KM396150 N/A N/A N/A
tropicalt) Gerais, Brasil & P.W. Crous
Ca. octoramosa CBS 1114237 Solo Equador M.J. MT335071 MT335303 MT335543 MT359764 MT359524 MT412600 MT412834 MT413048
Wingfield
Ca. orientalis CMW 202917 Solo Langam, Indonésia M.J. MT335072 MT335304 MT335544 MT359765 MT359525 MT412601 MT412835 MT413049
Wingfield
CMW 20273 Solo Teso East, M.J. MT335073 MT335305 MT335545 MT359766 MT359526 MT412602 MT412836 MT413050
Indonésia Wingfield
Ca. ovata CMW 167247 E. urophylla Monte Dourado, N.E. EI-Gholl MT335075 MT335307 MT335547 MT359768 MT359528 N/A MT412838 MT413052
Para,
Brasil
CMW 30979 E. tereticornis Tucurui, Para, P.W. Crous  MT335076 MT335308 MT335548 MT359769 MT359529 N/A MT412839 MT413053
Brasil
Ca. pacifica CMW 167267 Araucaria Hawaii, USA M. Aragaki MT335079 MT335311 MT335551 MT359772 MT359532 MT412604 MT412842 N/A
heterophylla
CMW 30988 Ipomoea aquatica  Auckland, Nova C.F. Hill MT335080 MT335312 MT335552 MT359773 MT359533 MT412605 MT412843 N/A
Zelandia
Ca. paracolhounii CBS 1146797 - USA AY. N/A KX784582 N/A
Rossman
CBS 114705 Annona reticulata Australia D. Hutton N/A N/A N/A
(fruit)
Ca. paraensis CBS 1346697 Solo (Eucalyptus Monte Dourado, R.F. Alfenas N/A KM396011 KM396094 N/A N/A N/A
plantagdo) Parg,
Brasil
LPF429 Solo (Floresta Monte Dourado, R.F. Alfenas N/A KM396015 KM396098 N/A N/A N/A
tropical) Para,
Brasil
Ca. paragominensis CCDCA 11648 E. grandis x E. Para, Brasil M.A. Ferreira  ON009346 0OM974325 OM974334 N/A N/A OM974343 OM974352 OM974361
brassiana
PF2 E. grandis x E. Para, Brasil M.A. Ferreira  ON009347 0OM974326 OM974335 N/A N/A OM974344 OM974353 OM974362
brassiana
Ca. parvispora CBS 1114657 Solo Brasil A.C. Alfenas MT335082 MT335314 MT335554 MT359775 MT359535 MT412607 MT412845 MT413057
- Solo Brasil A.C. Alfenas MT335081 MT335313 MT335553 MT359774 MT359534 MT412606 MT412844 MT413056
Ca. pauciphialidica CMW 309807 Solo Equador M.J. MT335083 MT335315 MT335555 MT359776 MT359536 MT412608 MT412846 MT413058
Wingfield
Ca. pauciramosa CBS 1388247 Solo Knysna, Africa do P.W. Crous MT335093 MT335325 MT335565 MT359786 MT359546 MT412618 MT412856 MT413068
Sul
- E. nitens Africa do Sul M.J. MT335094 MT335326 MT335566 MT359787 MT359547 MT412619 MT412857 MT413069
Wingfield
Ca. penicilloides CMW 236967 Prunus sp. Hatizyo Island, M. Ookubu MT335106 MT335338 MT335578 MT359799 MT359559 MT412631 MT412869 MT413081
Japédo
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Ca. piauiensis CBS 1348507 Solo (Eucalyptus Teresina, Piaui, R.F. Alfenas N/A KM396060 KM396143 N/A N/A N/A
plantacéo) Brasil
CBS 134851 Solo (Floresta Teresina, Piaui, R.F. Alfenas N/A KM396061 KM396144 N/A N/A N/A
tropical) Brasil
Ca. pini CMW 31209 Pinus patula Buga, C.A.Rodas  MT335107 MT335339 MT335579 MT359800 MT359560 MT412632 MT412870 MT413082
Valle del Cauca,
Colémbia
CBS 125523 Pinus patula Buga, C.A. Rodas GQ280518 GQ267437 GQ267274 GQ280640 GQ280762 N/A GQ267345 GQ267225
Valle del Cauca,
Colémbia
Ca. plurilateralis CBS 1114017 Solo Equador M.J. N/A MT335340 MT335580 MT359801 MT359561 MT412633 MT412871 MT413083
Wingfield
Ca. propaginicola CBS 1348157 Eucalyptus sp. Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396040 KM396123 N/A N/A N/A N/A N/A
(mudas) Brasil
CBS 134816 Eucalyptus sp. Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396041 KM396124 N/A N/A N/A N/A N/A
(mudas) Brasil
Ca. pseudobrassicae ~ CBS 1346627 Solo (Eucalyptus Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396023 KM396106 N/A N/A N/A N/A N/A
plantagdo) Brasil
CBS 134661 Solo (Eucalyptus Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396022 KM396105 N/A N/A N/A N/A N/A
plantacéo) Brasil
Ca. CBS 1114027 Solo Equador M.J. N/A KX784589 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
pseudoEquadoriae Wingfield
Ca. pseudomalesiana CMW50821 T=CB  Solo Malasia M.R.B.A 0OL635123 0L635076 OL635052 N/A N/A OL635100 0OL635028 0OL635137
S144563 Rauf
CMW50779 Solo Malésia M.R.B.A OL635124 0OL635077 OL635053 N/A N/A OL635101 OL635029 OL635138
Rauf
Ca. pseudometrosideri CBS 1348457 Solo (Eucalyptus Maceio, Alagoas, M.M. N/A KM395995 KM396083 N/A N/A N/A
plantacéo) Brasil Coutinho
CBS 134843 Metrosideros Vigcosa, Minas A.C. Alfenas N/A KM395993 KM396081 N/A N/A N/A
polymorpha Gerais, Brasil
Ca. pseudomexicana  CBS 1303547 Callistemon sp. Tunis, Carthage, G. Polizzi MT335110 MT335343 MT335583 MT359804 MT359564 MT412636 MT412874 MT413086
Tunisia
CBS 130355 Callistemon sp. Tunis, Carthage, G. Polizzi MT335111 MT335344 MT335584 MT359805 MT359565 MT412637 MT412875 MT413087
Tunisia
Ca. pseudonaviculata CBS 1162517 Buxus Kumeu, N/A N/A MT335345 MT335585 MT359806 MT359566 MT412638 MT412876 MT413088
sempervirens West Auckland,
Nova Zelandia
CMW 23672 B. sempervirens Nova Zelandia C. Crepel N/A MT335346 MT335586 MT359807 MT359567 MT412639 MT412877 MT413089
Ca. pseudopteridis CBS 163.287 Washingtonia USA C.D. MT335112 MT335347 MT335587 MT359808 MT359568 MT412640 MT412878 N/A
robusta Sherbakoff
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Ca. pseudoreteaudii CMW 253107 E. urophylla x E. GuangDong, China M.J. MT335119 MT335354 MT335594 MT359815 MT359575 MT412647 MT412885 MT413096
grandis Wingfield &
X.D. Zhou
CMW 25292 E. urophylla x E. GuangDong, China M.J. MT335120 MT335355 MT335595 MT359816 MT359576 MT412648 MT412886 MT413097
grandis Wingfield &
X.D. Zhou
Ca. pseudospathiphylli CBS 1091657 Solo Equador M.J. GQ280493 GQ267412 AF348241 GQ280615 GQ280737 KY653435 FJ918562 FJ918513
Wingfield
Ca. pseudospathulata CBS 1348417 Solo (Floresta Araponga, Minas A.C. Alfenas N/A KM396070 KM396153 N/A N/A N/A
tropical) Gerais, Brasil & P.W. Crous
CBS 134840 Solo (Floresta Araponga, Minas A.C. Alfenas N/A KM396069 KM396152 N/A N/A N/A
tropical) Gerais, Brasil & P.W. Crous
Ca. CBS 1109247 Solo México P.W. Crous MT335123 MT335358 MT335598 MT359819 MT359579 MT412651 MT412889 MT413100
pseudouxmalensis
CBS 110923 Solo México P.W. Crous MT335124 MT335359 MT335599 MT359820 MT359580 MT412652 MT412890 MT413101
Ca. pseudovata CBS 1346747 Solo (Eucalyptus Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396032 KM396115 N/A N/A N/A
plantagdo) Brasil
CBS 134675 Solo (Eucalyptus Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396033 KM396116 N/A N/A N/A
plantagdo) Brasil
Ca. pteridis CBS 1117937 Arachniodes USA F. GQ280494 GQ267413 DQ190679 GQ280616 GQ280738 KY653438 FJ918563 DQ190578
adiantiformis Schickedanz
Ca. putriramosa CBS 1114497 Eucalyptus sp. Brasil A.C. Alfenas MT335129 MT335364 MT335604 MT359825 MT359585 MT412657 MT412895 MT413105
CBS 111470 Solo Brasil A.C. Alfenas MT335130 MT335365 MT335605 MT359826 MT359586 MT412658 MT412896 MT413106
Ca. queenslandica CMW 306047 E. urophylla Lannercost, B. Brown MT335132 MT335367 MT335607 MT359828 MT359588 MT412660 MT412898 MT413108
Queensland,
Australia
CMW 30603 E. pellita Lannercost, P.Q Thu & MT335133 MT335368 MT335608 MT359829 MT359589 MT412661 MT412899 MT413109
Queensland, K.M. Old
Australia
Ca. quinqueramosa CBS 1346547 Solo (Eucalyptus Monte Dourado, R.F. Alfenas N/A KM396029 KM396112 N/A N/A N/A
plantagdo) Para,
Brasil
CBS 134655 Solo (Eucalyptus Santana, Par4, A.C. Alfenas N/A KM396030 KM396113 N/A N/A N/A
plantagao) Brasil
Ca. reteaudii CMW 309847 E. Chon Thanh, Binh M.J. MT335135 MT335370 MT335610 MT359831 MT359591 MT412663 MT412901 MT413111
camaldulensis Phuoc, Vietnam Dudzinski &
P.Q. Thu
CMW 16738 Eucalyptus sp. Binh Phuoc, M.J. MT335136 MT335371 MT335611 MT359832 MT359592 MT412664 MT412902 MT413112
(folhas) Vietnam Dudzinski &
P.Q. Thu
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Ca. robigophila CBS 1346527 Eucalyptus sp. Acailandia, R.F. Alfenas N/A KM396024 KM396107 N/A N/A N/A
(folhas) Maranh&o, Brasil
CBS 134653 Eucalyptus sp. Acailandia, R.F. Alfenas N/A KM396025 KM396108 N/A N/A N/A
(folhas) Maranh&o, Brasil
Ca. rumohrae CMW 236977 Rumohra Volkan, Panama J.W. Miller & MT335137 MT335372 MT335612 MT359833 MT359593 N/A MT412903 MT413113
adiantiformis R.M. leahy
CMW 30989 Adiantum sp. The Holanda R. Pieters MT335138 MT335373 MT335613 MT359834 MT359594 MT412665 MT412904 MT413114
Ca. silvicola CBS 1352377 Solo (Floresta Mucuri, Bahia, A.C. Alfenas N/A KM396065 KM396148 N/A N/A N/A
tropical) Brasil & P.W. Crous
CBS 134836 Solo (Floresta Araponga, Minas A.C. Alfenas N/A KM396062 KM396145 N/A N/A N/A
tropical) Gerais, Brasil & P.W. Crous
Ca. spathiphylli CMW 167427 Spathiphyllum sp. Florida, USA C.L. N/A MT335374 MT335614 MT359835 MT359595 MT412666 MT412905 MT413115
Schoulties
CMW 30997 Spathiphyllum sp. Suica L. Petrini N/A MT335375 MT335615 MT359836 MT359596 MT412667 MT412906 MT413116
Ca. spathulata CMW 167447 E. viminalis Brasil N.E. EI-Gholl MT335139 MT335376 MT335616 MT359837 MT359597 MT412668 MT412907 MT413117
CBS 112513 Eucalyptus sp. Colémbia M.J. MT335140 MT335377 MT335617 MT359838 MT359598 MT412669 MT412908 MT413118
Wingfield
Ca. sumatrensis CMW 236987 Solo Northern Sumatra, M.J. MT335145 MT335382 MT335622 MT359843 MT359603 MT412674 MT412913 N/A
Indonésia Wingfield
CMW 30987 Solo Northern Sumatra, M.J. MT335146 MT335383 MT335623 MT359844 MT359604 MT412675 MT412914 N/A
Indonésia Windfield
Ca. syzygiicola CBS 1128317 Syzygium Sumatra, Indonésia M.J. N/A N/A N/A N/A N/A N/A
aromaticum Windfield
Ca. tanah CMW50777 Solo Malasia M.R.B.A OL635134 0OL635088 0OL635064 N/A N/A OL635112 OL635040 OL635146
Rauf
CMW50772 Solo Malasia M.R.B.A OL635133 0L635087 OL635063 N/A N/A OL635111 OL635039 OL635145
Rauf
Ca. terricola CBS 1162477 Solo (Eucalyptus Brasil P.W. Crous N/A N/A N/A N/A N/A N/A
plantagédo)
Ca. tonkinensis CMW 474307 Solo (Eucalyptus Bavi, Hanoi, N.Q. Pham & MT335147 MT335384 MT335624 MT359845 MT359605 MT412676 MT412915 MT413122
plantacéo) Vietnam T.Q. Pham
Ca. uniseptata CBS 413.677 Paphiopedilum Celle, Alemanha W. Gerlach GQ280451 GQ267379 GQ267248 GQ280573 GQ280695 N/A GQ267307 GQ267208
callosum
Ca. uxmalensis CBS 1109257 Solo Uxmal, México P.W. Crous MT335153 MT335390 MT335630 MT359851 MT359611 MT412681 MT412921 MT413128
CBS 110919 Solo Uxmal, México P.W. Crous MT335154 MT335391 MT335631 MT359852 MT359612 MT412682 MT412922 MT413129
Ca. variabilis CMW 31877 Schefflera Para, Brasil F.C.de N/A MT335392 MT335632 MT359853 MT359613 MT412683 MT412923 MT413130
morototoni Albuguerque
CMW 2914 Theobroma Par4, Brasil F. Carneiro N/A MT335393 MT335633 MT359854 MT359614 MT412684 MT412924 MT413131
grandiflorum
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Ca. venezuelana CBS 1110527 Solo Acarigua, M.J. MT335155 MT335394 MT335634 MT359855 MT359615 MT412685 MT412925 MT413132
Venezuela Wingfield
Ca. yunnanensis CERC 53397 Solo (Eucalyptus YunNan, China S.F. Chen, MT335157 MT335396 MT335636 MT359857 MT359617 MT412687 MT412927 MT413134
plantagdo) J.Q.Li&
G.Q. Li
CERC 5337 Solo (Eucalyptus YunNan, China S.F. Chen, MT335158 MT335397 MT335637 MT359858 MT359618 MT412688 MT412928 MT413135
plantagdo) JQ.Li&
G.Q. Li
Curvicladiella Cignea  CBS 1091677 Folhas em Guiana Francesa C. Decock KM231122 KM231287 KM231461 AF220973 AY793431 KM232311 KM231867 KM232002
decomposicao
CBS 109168 Sementes em Guiana Francesa C. Decock KM231121 KM231286 KM231460 KM231745 JQ666074 KM232312 KM231868 KM232003
decomposicao
Cu. Paphiopedili MFLUCC20-0110 Folhas doentes de  China, Gui Zhou L.C. Song N/A MT294104 MT294105 MT279198 MT279199 N/A MT294103 MT294102
Paphiopedilum sp  Province
Cylindrocladiella CBS143794T Solo Etiépia P.W. Crous N/A N/A N/A MH111383 N/A N/A MH111395 MH111388
addiensis
CBS143793 Solo Etiépia P.W. Crous N/A N/A N/A MH111385 N/A N/A MH111394 MH111390
Cylla. Arbusta CMW 47295T Solo Vietnan N.Q. Pham N/A N/A MHO016996 MHO017015 N/A N/A MH016978 MH016958
and T.Q.
Pham
CMW 47296 Solo Vietnan N.Q. Pham N/A N/A MH016997 MHO017016 N/A N/A JN099060 MHO016959
and T.Q.
Pham
Cylla. australiensis CBS129567T Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098932 JIN100624 N/A N/A JN099059 JIN098747
CBS129568 Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098931 JIN100623 N/A N/A MF444940 JN098748
Cylla. brevistipitata CBS 142786T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A N/A N/A N/A JNO099090 MF444926
Cylla. camelliae CPC234 Eucalyptus grandis  Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A JN098839 JIN100573 N/A N/A JN099086 JIN098749
CBS114891T Eucalyptus grandis  Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A AY793510 AF220953 N/A N/A JN098975 AY793472
Cylla. clavata CBS129563 Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098859 JIN099096 N/A N/A JN098974  JN098751
CBS129564T Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098858 JN099095 N/A N/A JN098988 JIN098752
Cylla. cymbiformis CBS129553T Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098866 JN099103 N/A N/A JN098989 JIN098753
CBS129554 Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098867 JIN099104 N/A N/A JN099039 JIN098754
Cylla. elegans CBS338.92T Folhas Africa do Sul L. Rong N/A N/A AY793512 AY793444 N/A N/A JN099044 AY793474
CBS110801 Folhas Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A JN098916 JIN100609 N/A N/A JN099073  JN098755
Cylla. ellipsoidea CBS129572 Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098943 JIN100636 N/A N/A JN098973  JIN098756
CBS129573T Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098857 JN099094 N/A N/A JN687562 JIN098757
Cylla. hahajimaensis  PD684 Solo Japéo T. Watanabe N/A N/A N/A JN687561 N/A N/A JN098996 N/A
Cylla. hawaiiensis CBS118704 Solo Hawaii Y. Degawa N/A N/A JN098878 JIN099115 N/A N/A JN099057 JIN098760
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CBS129569T Solo Hawaii Y. Degawa N/A N/A JN098929 JN100621 N/A N/A MF444938 JN098761
Cylla. horticola CBS 142784T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444911 N/A N/A MF444939 MF444924
CBS 142785 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444912 N/A N/A MF444931 MF444925
Cylla. humicola CBS 142777 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444904 N/A N/A MF444933 MF444917
CBS 142779 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444906 N/A N/A JN099037 MF444919
Cylla. infestans CBS111795T Pinus pinea Nova Zelandia H.J. _ N/A N/A AY793513 AF220955 N/A N/A JN099036 AF320190
CBS191.50 Arena pinnata Indonésia E?Issg\ggzjli(j?r: N/A N/A AY793514 AF220956 N/A N/A JN099001 AY793475
& J. Reisma
Cylla. kurandica CBS129576 Solo Austrélia P.W. Crous N/A N/A JN098941 JIN100634 N/A N/A JN099083 JIN098764
CBS129577T Solo Austrélia P.W. Crous N/A N/A JN098953 JN100646 N/A N/A JN099003 JNO098765
Cylla. lageniformis CBS340.92T Eucalyptus sp. Africa do Sul A.C. Alfenas N/A N/A AY793520 AF220959 N/A N/A JN099046 AY793481
CBS111060 Eucalyptus sp. Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A JN098918 JN100611 N/A N/A N/A JN098770
Cylla. lanceolata CBS129566T Solo Austrélia P.W. Crous N/A N/A JN098862 JIN099099 N/A N/A JN099019 JIN098789
CBS114950 Eucalyptus sp. P.W. Crous N/A N/A JN098898 JN100591 N/A N/A MF444941 JN098787
Cylla. lateralis CBS 142787 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444913 N/A N/A MF444942 MF444927
CBS 142788T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444914 N/A N/A JN098966 MF444928
Cylla. longiphialidica =~ CBS129557T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A JN098851 JN100585 N/A N/A JN098967 JIN098790
CBS129558 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A JN098852 JN100586 N/A N/A JN099025 JN098791
Cylla. longistipitata CBS112953 Opisthiolepsis Austrélia C. Pearce & N/A N/A JN098902 JIN100595 N/A N/A JN098993 JIN098792
heterophylla B. Paulus
CBS116075T Solo China M.J. N/A N/A AY793546 AF220958 N/A N/A MHO016979 AY793506
Cylla. malesiana CMW 48278T Solo Malasia \l\/llv.l\?gﬂeld N/A N/A MH016998 MHO017017 N/A N/A MH016980 MH016960
CMW 48277 Solo Malasia \l\lllv.lg.gne'd’ N/A N/A MH016999 MHO017018 N/A N/A MHO016981 MH016961
CMW 48276 Solo Malasia \l<llv.l\?9ﬂeld’ N/A N/A MH017000 MHO017019 N/A N/A JN099041 MH016962
Cylla. microcylindrica  CBS111794T Echeveria elegans  Indonésia \(IZVII?g Eﬁ:d’ N/A N/A AY793523 AY793452 N/A N/A N/A AY793483
STE-U 10452 Agalonema USA C.F. Hill N/A N/A AY793524 AY793453 N/A N/A JN099043 AY793484
commutatum
Cylla. natalensis CBS110800 Solo Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A JN098915 JN100608 N/A N/A JN099016 JN098793
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CBS114943T Arachis hypogaea  Africa do Sul M.J. N/A N/A JNO098895 JN100588 N/A N/A MH111397 JNO098794
Wingfield
Cylla. nauliensis CBS 143792T Solo Indonésia M.J. N/A N/A N/A MH111387 N/A N/A MH111396 MH111392
Wingfield,
CBS 143791 Solo Indonésia M.J. N/A N/A N/A MH111386 N/A N/A JN099011 MH111391
Wingfield,
Cylla. Nedelandica CBS146.94 Rhododendron sp.  Holanda N/A N/A JN098889 JN099127 N/A N/A JN099033 JN098799
CBS152.91T Pelargorium sp. Holanda J.W. N/A N/A JNO098910 JN100603 N/A N/A JNO099050 JNO098800
Veenbass-
Rijks
Cylla. Novaezelandica CBS486.77T Rhododendron Nova Zelandia H.J. N/A N/A AY793525 AF220963 N/A N/A MHO016984 AY793485
indicum Boesewinkel
Cylla. obpyriformis CMW 47194T Solo Vietnan N.Q. Pham N/A N/A MHO017003 MHO017022 N/A N/A MH016985 MHO016965
and T.Q.
Pham
CMW 49940; Solo Vietnan N.Q. Pham N/A N/A MH017004 MHO017023 N/A N/A JN099009 MH016966
and T.Q.
Pham
Cylla. parva CBS114524T Telopea Nova Zelandia H.J. N/A N/A AY793526 AF220964 N/A N/A MH016986 AY793486
speciossima Boesewinkel
Cylla. parvispora CMW 47193 Solo Vietnan N.Q. Pham N/A N/A MHO017005 MHO017024 N/A N/A MH016987 MHO016967
and T.Q.
Pham
CMW 47197T Solo Vietnan N.Q. Pham N/A N/A MH017006 MHO017025 N/A N/A MHO016988 MH016968
and T.Q.
Pham
CBS113022 Eucalyptus sp. Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A JN098906 JIN100599 N/A N/A JN098968 JN098801
Cylla. postalofficium CBS146060T Folhas Africa do Sul L. Lombard N/A N/A MN556796 MN562148 N/A N/A JN098958 MN556845
Cylla. CBS129555T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A JN098843 JN100577 N/A N/A JN098961 JN098814
pseudocamelliae
CBS129556 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A JN098846 JN100580 N/A N/A JN099012 JN098815
Cylla. CBS210.94T Eucalyptus sp. Brasil A.C. Alfenas N/A N/A JN098890 JIN099128 N/A N/A JN099024 JN098819
pseudohawaiiensis
CBS115610 - Madagascar J.E. Taylor N/A N/A JN098901 JIN100594 N/A N/A JN099010 JN098820
Cylla. pseudoinfestans CBS114530 Solo Madagascar J.E. Taylor N/A N/A JN098888 JIN099126 N/A N/A JN099004 JN098821
CBS114531T Solo Madagascar J.E. Taylor N/A N/A AY793548 AF220957 N/A N/A JN099002 AY793508
Cylla. pseudoparva CBS113624 Quercus sp. Suica L. Petrini N/A N/A JN098883 JN099121 N/A N/A JN099030 JN098822
CBS122594 Vitis riparia Nova Zelandia K. Paice N/A N/A JN098907 JIN100600 N/A N/A JN099056 JN098823
CBS129560T Solo Holanda P.W. Crous N/A N/A JN098927 JN100620 N/A N/A JN098977 JIN098824
Cylla. queenslandica  CBS129574T Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JN098861 JN099098 N/A N/A JN098976 JN098826
Continua...
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CBS129575 Solo Australia P.W. Crous N/A N/A JNO098860 JN099097 N/A N/A MF444935 JN098827
Cylla. reginae CBS 142781 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444908 N/A N/A MF444936 MF444921
CBS 142782 T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444909 N/A N/A JN099048 MF444922
Cylla. CBS386.67 Fragaria sp. Holanda P.W. Crous N/A N/A JN098920 JN100613 N/A N/A JNO099051 JN098828
stellenboschensis )
CBS110668T Solo Africa do Sul P.W. Crous N/A N/A JN098922 JN100615 N/A N/A MF444943 JN098829
Cylla. terretris CBS 142789 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444915 N/A N/A MF444944 MF444929
CBS 142790 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A N/A MF444916 N/A N/A JN098962 MF444930
Cylla. Tailandiaica CBS129570 Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A JN098847 JN100581 N/A N/A JN098963 JIN098833
CBS129571T Solo Tailandia P.W. Crous N/A N/A JN098848 JN100582 N/A N/A JN099000 JN098834
Cylla. variabilis CBS375.93 Mangifera indica india P.N. Chow N/A N/A JN098881 JN099119 N/A N/A JN099080 JN098836
CBS129561T Solo Austrélia P.W. Crous N/A N/A JN098950 JN100643 N/A N/A JN099064 JN098719
Cylla. viticola CBS112897T Vitis vinifera Africa do Sul G.J. Van N/A N/A AY793544 AY793468 N/A N/A JN099047 AY793504
Coller
CBS114682 Amorphophallus sp. Tailandia R. Stevenson N/A N/A JN098919 JIN100612 N/A N/A KY979891 JN098723
Cylla. vitris CBS142517T V. vinifera Nova Zelandia D. Davis N/A N/A N/A KY979751 N/A N/A N/A KY979918
Gliocladiopis MFLUCC17-2028  Cassia fistula Tailandia R.H. Perera N/A N/A MG734183 MG543925 N/A N/A N/A MG574422
aquaticus
MFLUCC17-1811 Madeira em Tailandia R.H. Perera N/A N/A MG734182 MG543924 N/A N/A N/A MG574421
decomposicéo
Glio. curvata CBS 194.80 Persea americana  Equador J.P. Laoh N/A N/A JQ666010 JQ666044 N/A N/A JQ666086 JQ666120
CBS 112365 Archontophoenix Nova Zelandia F. Klassen N/A N/A JQ666016 JQ666050 N/A N/A JQ666092 JQ666126
purpurea
Glio. Equadoriensis MUCL 54740 Polybotrya sp. Equador A. Gordillo N/A N/A KX671146 N/A N/A N/A KX671131 KX611501
and C.
Decock
Glio. elghollii CBS 206.94 Chamaedorea USA N.E. EI-Gholl N/A N/A JQ666020 JQ666054 N/A N/A JQ666096 JQ666130
elegans
CBS 116104 Chamaedorea USA N.E. EI-Gholl N/A N/A JQ666021 JQ666055 N/A N/A JQ666097 JQ666131
elegans
Glio. forsbergii BRIP 60984 Grevillea sp. Australia K.G. Pegg N/A N/A KX274053 KX274070 N/A N/A N/A KX274036
BRIP 61349a Persea americana  Austrélia L.E. N/A N/A KX274054 KX274071 N/A N/A N/A KX274037
Parkinson
Glio. guangdongensis LC 1340 Madeira submersa  China F. Liuand L. N/A N/A KC776120 KC776122 N/A N/A KC776119 KC776124
Cai
LC 1349 Madeira submersa  China F. Liuand L. N/A N/A KC776121 KC776123 N/A N/A KC776118 KC776125
Cai
Continua..
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Glio. hennebertii MUCL 54818 Costus scaber Equador A. Gordillo N/A N/A N/A KX671140 N/A N/A KX671132 KX611502
and C.
Decock
Glio. indonesiensis CBS 116090 Solo Indonésia A.C. Alfenas N/A N/A JQ666022 JQ666056 N/A N/A N/A JQ666132
Glio. irregularis CBS 755.97 Solo Indonésia A.C. Alfenas N/A N/A JQ666023 AF220977 N/A N/A JQ666099 JQ666133
Glio. mexicana CBS 110938 Solo México M.J. N/A N/A JQ666027 JQ666060 N/A N/A JQ666103 JQ666137
Wingfield
Glio. peggii BRIP 53654 Persea americana  Austrélia E.K. Dann N/A N/A N/A JN255246 N/A N/A N/A JN255247
and A.W.
BRIP 60983 Persea americana  Austrélia K.G. Pegg N/A N/A KX274065 KX274083 N/A N/A N/A KX274038
Glio. pseudotenuis CBS 114763 Vanilla sp. Indonésia M.J. N/A N/A JQ666029 JQ666062 N/A N/A JQ666105 JQ666139
Wingfield
CBS 116074 Solo China M.J. N/A N/A JQ666030 AF220981 N/A N/A JQ666106 JQ666140
Wingfield
Glio. siamensis MFLUCC 18-0576 Ramos Tailandia R.H. Perera N/A N/A ON364457 ON361571 ON352629 N/A N/A ON364481
Glio. singaporiensis MUCL 48728 Olivier laurence Singapura C. Decock N/A N/A N/A KX671138 N/A N/A KX671130 KX611500
Glio. sumatrensis CBS 754.97 Solo Indonésia M.J. N/A N/A JQ666032 JQ666064 N/A N/A JQ666108 JQ666142
Wingfield
CBS 111213 Solo Indonésia M.J. N/A N/A JQ666034 JQ666066 N/A N/A JQ666110 JQ666144
Wingfield
Glio. tenuis IMI 68205 Indigofera sp. Indonésia F. Bugnicourt N/A N/A JQ666040 AF220979 N/A N/A JQ666116 JQ666150
CBS 111964 Coffea sp. Vietnam P.W. Crous N/A N/A JQ666037 JQ666068 N/A N/A JQ666113 JQ666147
Glio. sagariensis CBS 199.55 Solo india S.B. Saksena N/A N/A JQ666031 JQ666063 N/A N/A JQ666107 JQ666141
Glio. swieteniae MFLU 18-2767 Swietenia Tailandia R.H. Perera N/A N/A MT212194 MT215501 N/A N/A N/A MT212214
mahagoni
Glio. whileyi BRIP 61430 Persea americana  Austrélia E.K. Dann N/A N/A KX274069 KX274086 N/A N/A N/A KX274052
Glio. wuhanensis HEAC17307 Solo China Niping Zhai N/A N/A MH255786 MH024520 N/A N/A N/A MH169602
Gliocladiopsis sp. 1 CBS 111038 Solo Colémbia M.J. N/A N/A JQ666041- JQ666071- N/A N/A JQ666117 JQ666151-
Windfield
Gliocladiopsis sp. 2 CBS 116086 Solo Indonésia A.C. Alfenas N/A N/A JQ666042- JQ666072- N/A N/A JQ666118 JQ666152-
Gliocephalotrichum CCuUB10 C. brasiliense Piaui, Brasil A. Reis N/A N/A MN508738 MN450200 N/A N/A MN508678 MN508721
abrachium
CCuUB301 C. brasiliense Minas Gerais, A. Reis N/A N/A MN508745 MN450207 N/A N/A MN508691 MN508728
Brasil
G. bacillisporum CBS 250.91 Raiz Brasil L. Pfenning N/A N/A KF513323 KF513251 N/A N/A KF513405 KF513182
CBS 126572 Folha Guiana Francesa C. Decock & N/A N/A KF513324 DQ374408 N/A N/A KF513406 DQ374413
V. Robert
G. bulbilium CBS 118.68 Ar Central African J. Nicot N/A N/A KF513327 KF513252 N/A N/A KF513409 KF513183
Republic
Continua...
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CBS 562.75 Flacourtia sp. Indonésia I. Gandjar N/A N/A KF513328 KF513253 N/A N/A KF513410 KF513184
G. brasiliense CCuB232 D. Distrito Federal, A. Reis N/A N/A MN508747 MN450209 N/A N/A MN508698 MN508730
madagascariensis  Brasil
CCUB355 S. purpurea Distrito Federal, A. Reis N/A N/A MN508748 MN450210 N/A N/A MN508701 MN508731
Brasil
G. caryocaris CCuUB229 C. brasiliense Minas Gerais, A. Reis N/A N/A MN508744 MN450206 N/A N/A MN508689 MN508727
Brasil
CCuB231 C. brasiliense Minas Gerais, A. Reis N/A N/A MN508746 MN450208 N/A N/A MN508692 MN508729
Brasil
G. cylindrosporum CBS 902.70 Solo Tailandia C. Klinsukont N/A N/A KF513353 DQ366705 N/A N/A KF513435 DQ377841
CBS 903.70 Solo Tailandia S. N/A N/A KF513354 KF513277 N/A N/A KF513436 KF513208
Chomchalow
G. grande HMAS Folhas China W.Y. Zhuang N/A N/A N/A EF121859 N/A N/A HM054075 EU984072
& Y. Nong
G. humicola CBS 135945 Solo Taiwan P.W. Crous N/A N/A KF513356 KF513278 N/A N/A KF513438 KF513209
CBS 135946 Solo Taiwan P.W. Crous N/A N/A KF513357 KF513279 N/A N/A KF513439 KF513210
G. longibrachium CBS 126571 Folhas Guiana Francesa C. Decock & N/A N/A KF513367 N/A N/A N/A KF513449 DQ377835
V. Robert
CBS 132043 Folhas Guiana Francesa C. Decock & N/A N/A KF513368 DQ278422 N/A N/A KF513450 DQ377836
V. Robert
G. mexicanum CBS 135947 N. lappaceum México L.M. Serrato- N/A N/A KF513369 KF513289 N/A N/A KF513451 KF513220
Diaz
CBS 135948 N. lappaceum México L.M. Serrato- N/A N/A KF513370 KF513290 N/A N/A KF513452 KF513221
Diaz
G. CBS 345.64 Solo Zaire J.A. Meyer N/A N/A KF513371 DQ366699 N/A N/A KF513453 DQ374410
microchlamydosporum
CPC 21862 — Zaire — N/A N/A N/A DQ366700 N/A N/A KF513454 DQ374411
G. nephelii CBS 135949 N. lappaceum Guatemala L.M. Serrato- N/A N/A KF513372 KF513291 N/A N/A KF513456 KF513222
Diaz
CBS 135950 N. lappaceum Guatemala L.M. Serrato- N/A N/A KF513373 KF513292 N/A N/A KF513457 KF513223
Diaz
G. ohiense CBS 567.73 Solo USA L.H. Huang N/A N/A N/A DQ366707 N/A N/A KF513458 DQ374415
G. queenslandicum CBS 112956 E. angustifolius Austrélia |. Steer & B. N/A N/A KF513374 KF513293 N/A N/A KF513459 KF513224
Paulus
CBS 114868 E. angustifolius Australia |. Steer & B. N/A N/A KF513375 KF513294 N/A N/A KF513460 KF513225
Paulus
G. simmonsii CBS 135951 N. lappaceum Guatemala L.M. Serrato- N/A N/A KF513376 KF513295 N/A N/A KF513461 KF513226
Diaz
CBS 135953 N. lappaceum Guatemala L.M. Serrato- N/A N/A KF513378 KF513297 N/A N/A KF513463 KF513228
Diaz
G. simplex CBS 267.65 Solo Africa do Sul H.J. Swart N/A N/A KF513379 DQ366702 N/A N/A KF513464 DQ377838
CBS 983.69 Solo Brasil C. Ram N/A N/A KF513380 KF513298 N/A N/A KF513465 KF513229
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Penicillifer bipapillatus CBS 420.88" Casca C.T. Rogerson Venezuela KM231105 KM231270 KM231454 KM231740 KM231608 KM232295 KM231860 KM231996
P. diparietisporus CBS 376.59" Solo A.A. Foster USA KM231106 KM231271 KM231455 KM231741 KM231609 KM232296 KM231861 KM231997
P. macrosporus CBS 42388 - G.J. Samuels Guyana KM231104 KM231269 KM231453 MH862133 KM231607 KM232294 KM231859 KM231995
P. martinii BRIP 59225 Cynodon dactylon  P.T.W. Wong Australia: N/A N/A N/A NR168155 NG068753 N/A KJ869241 N/A

New South

Wales
P. penicilliferi CBS 423.88 - G.J. Samuels Guyana KM231104 KM231269 KM231453 KM231739 KM231607 KM232294 KM231859 KM231995
P. pulcher CBS 560.677 Solo J.H. van Emden The Holanda KM231107 KM231272 KM231456 KM231742 KM231610 KM232297 KM231862 KM231998
P. sinicus HMAS 247865 Raiz Z.Q. Zeng & H.D. CHINA, N/A N/A N/A OP223439 0P223435 O0OP272863 OP272864 OP586763

Zheng Guangxi

Zhuang
Xenocylindrocladium CBS 1121797 Planta morta C. Decock Guiana KM231124 KM231289 KM231463 AF317348 JQ666073 KM232314 KM231895 AF320197
guianense Francesa
X. serpens CBS 128439 Casca G.L. Hennebert Equador KM231125 KM231290 KM231464 N/A MH876378 KM232315 KM231894 N/A
X. subverticillatum CBS 113660 Planta morta C. Decock Singapura KM231123 KM231288 KM231462 N/A KM231687 KM232313 KM231893 N/A
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Penicillifer também possui doze espécies atualmente descritas, assim como
Aquanectria (Tabela 1). O género foi primeiramente descrito a partir da espécie P. pulcher
em 1968 de amostras de solo que apresentavam longas e hialinas cadeias de esporos(Van
Emden 1968). Apesar de no Index Fungorum ser possivel encontrar 12 nomes relatados,
constatado algumas mudancas dentro do género. As espécies P. simplex, P.
superimpositus e P. variabilis foram sinonimizadas nos géneros Cephalosporiopsis,
Mariannaea e Septofusidium em 1989 (Samuels 1989). Ja as espécies P. fragariae
(Watanabe 1990) e P. furcatus (Polishook et al. 1991) so6 foram relatas nestas Unicas vezes,
nao possuindo dados moleculares disponiveis. A Ultima espécie adicionada ao género
aconteceu em 2022 com a descricao de P. sinicus (Zeng and Zhuang 2022a).

A definicdo de género para Penicillifer sdo espécime que possuem ascoma nao
estromatico, superficial, solitario, globoso para piriforme, vermelho, laranja amarronzado ou
marrom, ndo reagindo ou mudando para vermelho em KOH. Ascos clavados, com apice
simples, Ascésporos verdes, monosseptados e lisos. Conidioforos eretos, solitarios,
septados, hialinos ndo ramificados e monofialidicos ou biverticilados. Fidlides cilindricas,
com espessamento periclinal, ndo achatadas. Conidios cilindricos para levemente
naviculados, monosseptados, lisos e com papila em uma ou nas duas pontas (Lombard et
al. 2015a).

O segundo menor género do grupo possui apenas trés espécies e com um limitado
namero de isolados. Xenocylindrocladium foi proposto em 1997 baseado na espécie X.
serpens, 0 género foi proposto por se diferenciar de Calonectria quanto a sua estipe
terminando em uma ponta espiral e por seu teleomorfo estar em Nectria (Decock et al.
1997). A partir disto o género so teve adicdo de mais espécies em 2001 com a descricao
de X. guianense e X. subverticillatum ambas propostas baseadas em analises morfologicas
e moleculares (Crous et al. 2001). Com isso 0 género € estabelecido por espécies que

apresentam peritécio superficial, solitario ou agregado, globoso para subgloboso, amarelo
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para vermelho com um vermelho escuro na base estromatica. Perifises ostiolares hialinas,
tubulares e arredondadas na ponta. Asco unitunicados, com oito ascosporos, cilindrico com
uma longa base, achatado no apice e com um aparato apical refrativo. Ascosporos
agregados acima do primeiro terco do asco, hialinos, fortemente para levemente elipsoidal,
lisos, em média um septo. Conidiéforos consistindo em uma estipe com arranjo penicilado
de ramos férteis e uma extensdo da estipe avesiculada. Estipe septada, hialina, lisa
extensdo da estipe septada, reta para flexuosa ou sinuosa. Aparato conidiogénico com
primeiros ramos asseptados ou monosseptados, segundo, terceiro e quarto asseptados,
cada um terminando na producdo de 2-6 fidlides. Fialides doliformes para reniformes,
hialinas, asseptadas e com apice apresentando espessamento periclinal e coloracao
inconspicua. Conidio cilindrico, arredondado em ambas as pontas, ereto ou curvado,
septado, auséncia de cicatriz de abscisdo evidente. Formados em paralelos clusters
cilindricos unidos por uma mucilagem (Lombard et al. 2015a).

O menor género do grupo, possui somente duas espécies uma relatada em 1998
guando o Curvicladiella foi proposto baseada na espécie Cu. cigneum, e outra em 2022
com a descricdo de Cu. paphilopedili (Decock and Crous 1998; Song et al. 2022— Tabela
2). Ambas as espécies descritas no género possuem dados moleculares a primeira foi
estudada em filogenias da familia Nectriaceae e a segunda ja foi proposta usando esta nova
abordagem (Lombard et al. 2015a; Song et al. 2022). Ambas as espécies sao definidas por
possuirem teleomorfo desconhecido, mas com formacédo de esporodoqui ou Sinémio,
consistindo em numeroso conidioforos penicilados formando um estroma amarronzado de
clamidésporos de espessas paredes. Conidiéforos consiste em uma parede grossa, lisa
para finamente verrucosa, septada, beje amarronzado para marro na base da estipe, um
aparato conidiogénico e muitas extensdes da estipe estéreis que podem apresentar 1(-2)
septos no apice ou um na base, extensao da estipe avesiculada, parede apical grossa,

verrucosa, beje amarronzado, geralmente curvada e afunilamento em direcdo ao apice,
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terminando de forma aguda. Aparato conidiogénico com muitos ramos, hialinos, lisos,
subcilindricos, eretos para ligeiramente curvados, e inconspicuos. Conidio cilindricos
septados, auséncia de um visivel cicatriz de abscisdo, agrupados em cabecas de
mucilagem incolor. Clamiddsporos arranjados de forma intercalar nas hifas, ou em

agregados formando microesclerédios (Lombard et al. 2015a).

Figura 3. Morfologia dos géneros Aquanectria, Curvicladiella e Xenocylindrocladium. A - F.
conidioforos de Aquanectria (A e B), Curvicladiella (C e D) e Xenocylindrocladium (E e F).
G - J. detalhe do aparelho conidiogénico de Curvicladiella (G e H) e Xenocylindrocladium
(I e J). K. Detalhe da vesicula de Xenocylindrocladium. L — O. Conidios de Aquanectria (L),
Curvicladiella (M e N) e Xenocylindrocladium (O). P e Q. Clamidésporos de Curvicladiella
(P) e Xenocylindrocladium (Q). Fonte: imagens A-B, E-F, I-L, O e Q de Lombard et al.
(2015), imagens C-D, H-H, M-N e P de Song et al. (2022).

1.4 Distribuicao global dos Calonectria- like

Atualmente Calonectria é reconhecidamente como um género cosmopolita por ser

encontrado em quase todos os continentes. Atualmente o género foi relatado em 74
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diferentes paises, sobretudo em paises tropicais. Alfenas et al. (2015) relata que é
percebido uma distincdo biogeografica entre os complexos de espécies de Calonectria.
posteriormente Liu et al. (2020) em seu estudo reafirmaram o observado por Alfenas et al.
(2015), o autor cita que espécies dentro dos complexos de espécies Ca. candelabrum e C.
navidulata ocorrem em todos os continentes (com excecdo da Antartida), e em contraste
espécies dentro dos complexos Ca. gracilipe, Ca. pteridis e Ca. spathiphylli sdo mais
comumente encontradas nas Americas.

Apesar das inferéncias quanto a distribuicdo geogréafica do género feita pelos
autores anteriormente citados, estes analisaram a informacéo contida em 1.017 isolados
(Alfenas et al. 2015) e 316 isolados (Liu et al. 2020). Quando observamos a quantidade de
informacéo dentro dos repositérios podemos constatar que o numero é muito maior que o
gque ambos os autores avaliaram. Atualmente dentro do GBIF (Global Biodiversity
Information Facility) existem 9.133 registros destes géneros distribuidos no mundo. Esta é
a soma do que sdo reportados por centenas de instituicbes ao redor do mundo, entre elas
herbérios, fungarios, colecdes de culturas, repositérios de sequencias etc. Em um
panorama geral, é possivel afirmar que estes géneros estao presentes globalmente, com
relatos em todos os continentes, incluindo a Antartica. Entretanto existe uma variacao entre
géneros quanto a sua distribuicdo geografica. Aquanectria possui 256 registros distribuidos
em 33 paises, com destaque para a Ameérica Central e norte da América do Sul. Calonectria
e Cylindrocladiella, possuem perfis de distribuicdo similares, tendo na plataforma 2.309 e
2.195 registros, 101 e 73 paises, respectivamente e com uma distribuicéo similar e intensa
nas Américas, sudestes Asiatico, Europa e Oceania. Curvicladiella € um género que ainda
se encontra restrito em poucas localidades pelos dados do GBIF, é mostrado que esta
somente no norte da América do sul e Asia. Gliocephalotrichum e Gliocladiopsis é possivel
observar 2.049 e 1.530 relatos distribuidos em 53 e 59 paises, respectivamente, e com

destaque para a América central e sul, além de Africa, india Papua e Nova Guiné. Penicillifer
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possui 470 relatos em 37 paises com predominancia de paises abaixo do linha do Equador,
como 0s que estdo na América do Sul, Africa, Austrdlia e no sudeste Asiatico.
Xenocylindrocladium apesar de poucas espécies conhecidas, € relatado 301 vezes, com

distribuicZio em 21 paises, principalmente em paises da Africa Coldmbia e Tailandia (Figura

7).
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Figura 4. Distribuicdo global dos relatos encontrados no GBIF para todos os oito géneros
gue compdem o grupo. Sombras em azul ou vermelho indicam a concentragéo de relatos,
tornando mais escuro quando maior o numero de relatos no mesmo loca e circulos com
namero indicam o numero das quantidades encontrados naquela zonal. Mapa central com
sombras em vermelho € a distribuicdo total de todos os oito géneros. Mapas menores acima
e abaixo com sombras azuis representam a distribui¢éo individual de cada género.
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Com base nos dados do GBIF podemos observar que o Brasil é o territorio com
maior niumero de espécies, 8 géneros tendo 58 espécies representados no territorio.
Seguido da Austrélia com 52 espécies e China com 48 espécies, no primeiro pais ainda
nao é relatado espécies de Curvicladiella e nos dois ainda néo tiveram relatos de espécies
de Xenocylindrocladium. Observando pelo lado dos fungos, podemos citar que
Cylindrocladiella variabilis € a mais cosmopolita, por estar presente em 49 paises diferentes,
seguida de Gliocladiopsis elghollii (36 paises), Gliocephalotrichum cylindrosporum (35
paises), Gliocladiopsis tenuis (32 paises), Penicillifer diparietisporus (29 paises). O
ranqueamento, mostra que nos dados do GBIF uma espécie ndo identificada de Calonectria
€ relatada em mais de 50 paises, mas que espécies identificadas ao nivel de epiteto
especifico ndo estédo entre as 10 mais cosmopolitas. Considerando o nimero total de paises
por género temos uma frequéncia quase que ligada a quantidade de amostragens, com
Calonectria em 101, Cylindrocladiella em 73, Gliocladiopsis com 59 e Gliocephalotrichum
com 53 paises (Figura 6).

Em Calonectria, podemos observar que o género é distribuido ao longo do globo,
mas 0s complexos de espécies parecem ter distintas separacdes (Alfenas et al. 2015; Liu
et al. 2020). Em questdo de complexos cosmopolitas podemos ver que 54% deles estéo
presentes em cinco continentes, somente Ca. gracilipes é o0 menos cosmopolita entre os
complexos, por estar presente nos continentes Americano e Europeu, com predominancia
de espécies relatadas no primeiro. Desta forma, Ca. kyotensis é o complexo de espécie
encontrado em 35 paises, com 23 espécies encontradas em 14 diferentes paises Asiaticos
(China e Indonésia) e 8 espécies em 10 paises Americanos. O complexo Ca. candelabrum
€ encontrado predominantemente nas Américas em nove paises, sobretudo o Brasil possui
17 diferentes espécies deste complexo relatadas em seu territorio. Em namero de paises

gue possuem relatos os complexos Ca. naviculata e Ca. colhounii se empatam, com 23
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paises, o primeiro com maior numero de espécies encontradas nos paises Europeus (12

paises) e a segunda nos Asiaticos (12 paises).
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Figura 5: Distribuicdo geografica das espécies de Calonectria por complexo de espécie.

Olhando a nivel de espécies, vemos Ca. kyotensis e Ca. pseudonaviculata em 21
diferentes paises, com a diferenga que o Uultimo né&o foi relatado no continente Africano.
Seguindo, vemos Ca. ilicicola relatado em 20 paises, Ca. reteaudii em 18 paises, Ca.
pteridis e Ca. spathiphylli em 17 paises todos os 5 continentes. Calonectria mostra grande
adaptacao nas diferentes latitudes e longitudes do planeta, um padrdao cosmopolita, no
entanto intra-género podemos ver o zoneamento de algumas espécies a determinadas
regibes do mundo, para muitos fungos se especula-se sobre os efeitos do ambiente
associados a diversidade das espécies e as estratégias evolucionérias do género, apesar

de Calonectria ter uma longa histéria os estudos relacionados a estas relagfes ainda sao
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escassos. Os bancos de dados e extensas revisdes bibliograficos oferecem suporte a
trabalhos de zoneamento espacial de fungos, com esta base criada, aumenta a
possibilidade da criagdo de medidas protetivas para evitar ou mitigar o translado de
patdgenos entre nacdes, diminuindo a possibilidade de introducdo de novas

espécies/gendtipos em locais suscetiveis.

Especialmente em Eucalyptus sp. o género Calonectria € conhecido por causar
manchas foliares, com consequéncia de intensa desfolha (doenca conhecida como
Calonectria leaf blight ou CLB) (Crous 2002). Tal doenca tem impacto diretamente a
capacidade fotossintética, metabolismo de acidos nucleicos e proteinas, detoxificacdo de
fitoalexinas e degradacdo de parede celular devido a acdo de cutinases, pectinases e
ligninases (Chen et al. 2015; Ye et al. 2018). Em uma recente revisao da distribuicéo global
desta doenca, foi identificado que ela pode ser encontrada relatada em 13 paises dos 5
continentes, além de que esta doenca pode ser causada por 24 espécies de Calonectria

(Figura 7 - Bose et al., 2022).

E possivel notar que CLB é causada por diferentes espécies de acordo com a
localidade, a exemplo disso, comparando Brasil e China, que possuem relatadas 18 e 14
espécies associadas a Eucalyptus, respectivamente, somente Ca. kyotensis € relatada nos
dois paises, e somente Ca. reteaudii é reportada em 8 paises (Figura 7). No territorio
brasileiro € possivel notar que existem 14 espécies associadas a Eucalyptus mas somente
nove foram reportadas causando CLB (Bose et al. 2022). Calonectria pteridis somente é
reportada causando CLB no Brasil, a doenca foi relatada a primeira vez em 1990,
posteriormente ela tem sido citada como a espécie mais comumente isolada de plantios

comerciais (Alfenas et al. 2015; Freitas et al. 2019).

Também encontrado em muitas regides do globo, Cylindrocladiella apesar do

namero reduzido de espécies quando comparada a Calonectria, pode ser encontrada
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também nos cinco continentes. Atualmente a Oceania e a Asia sdo os locais de maior
diversidade em numeros de espécies (22 e 15 espécies), porém algumas espécies estdo
restritas a determinadas localidades como por exemplo Cylla. pseudoinfestans em
Madagascar, Cylla. camelliae e Cylla. elegans na Africa do Sul, Cylla. hawaiiensis no Havai,
Cylla. stellanboschensis no Canada, Cylla. brevistipitata, Cylla. humicola, Cylla.horticola,
Cylla. lateralis, Cylla. reginae, Cylla. terrestris, Cylla. Tailandiaica, Cylla. longiphialidica, e
Cylla. pseudocamelliae na Tailandia. Gliocephalotrichum é somente encontrado em quatro
continentes, ainda ndo ha relato deste género na Europa, em numero de espécies por pais
podemos observar que o0 género tem seu maior numero nas Améericas, apesar de ter sido
relatado em 17 paises ao longo do mundo. Atualmente o Brasil apos o relato de trés novas
espécies de Gliocephalotrichum no pais, representa a nacdo que mais possui espécies

relatadas, logo na frente da Guatemala, que possui 4 espécies.

1.5 Diversidade de hospedeiros e seus sintomas

causadas pelo grupo Calonectria-like

O primeiro relato deste Calonectria foi relacionado sob em folhas de Magnolia
grandiflora em Daldini (Italia), posteriormente vinte e cinco anos apos foi descrito como
saprofita em ramos de Gledtsia triacanthos nos EUA (Lombard et al. 2010b), a partir dai o
género comecgou a ser encontrado e relacionado como causador de inUmeras doencas em
plantas. Atualmente espécies de Calonectria sado relatadas principalmente causando
manchas foliares, Lombard et al., (2010b) cita sintomas como podridao de raizes, "damping-
off", manchas foliares e cancro na haste, em que estes sintomas costumam aparecer com
mais frequéncia em viveiros de mudas, ressaltando que o patdégeno também tem sido
bastante relatado em plantios florestais comerciais mais velhos resultando em intensa
desfolha com diminuicéo de vigor da planta. A desfolha causada por Calonectria spp. pode
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em plantios de materiais suscetiveis chegar a 80% das plantas com sintomas desta doenca
(Alfenas et al., 2009). Guimaraes et al., (2010) em comparacdo com podas cita que o
patdgeno pode reduzir em até 45% o incremento volumétrico de madeira em materiais de

alta suscetibilidade.

Até 2010 Calonectria era citada como causando doencas em aproximadamente 30
familias de plantas, no mesmo ano, Lombard et al., (2010b) compilando os dados em sua
revisdo, relatou que este numero era aproximadamente 100 familias chagando a 335
espécies de plantas, atualmente este nimero néo se diferenciou muito, podemos encontrar
as mesmas 100 familias distribuidas em 345 espécies vegetais. Com isso € indicado que o
género possui uma gama de hospedeiros de importancia agricola, florestal e horticultura,
segundo Lombard et al., (2010b) o impacto desta doenca nestes setores ainda nédo foi

descrito.

Ao observarmos o niumero de hospedeiros que Cylindrocladiella possui, podemos
constatar que o género infecta 40 familias de plantas em 85 espécies diferentes, neste
género 30% dos isolados obtidos para estudo vem de amostras de solo. Ao longo dos anos
Cylindrocladiella vem sendo relacionada a sintomas como: manchas foliares, podriddo de
frutos, podriddo de raizes, morte descendente e mais frequentemente associadas a
doencas no sistema radicular (Pham et al. 2018). Diferentemente de Calonectria,
Cylindrocladiella possui espécies que néo foram identificadas tendo nenhum hospedeiro,
exclusivamente encontradas em solo até o0 momento, como € o caso de Cylla. lanceolata,

Cylla. longiphialidica, Cylla. clavata, Cylla. peruviana e Cylla. pseudocamelliae.

Tabela 2: Familias e nimero de espécies vegetais que sao citadas como hospedeiras de
Calonectria.

Familia N°. sp. Familia N°. sp. Familia NO. sp.
Actinidiaceae 2 Dipterocarpaceae 1 Pinaceae 21
Altingiaceae 1 dryopteridaceae 2 Piperaceae 1

Anacardiaceae 3 Ebenaceae 1 Platanaceae 1
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Annonaceae 4 Ericaceae 19 Phumbaginaceae 1
Aparagaceae 1 Euphorbiaceae 6 Poaceae 6
Apiaceae 1 Fabaceae 59 Polygalaceae 1
Apocynaceae 2 Fagaceae 4 Polygonaceae 3
Aquifoliaceae 4 Ginkgoaceae 1 Polypodiaceae 1
Araceae 5 Jiglandaceae 2 Proteaceae 7
Araliaceae 2 Lauraceae 6 Pteridaceae 1
Arecaceae 21 Laxmanniaceae 1 Rhamnaceae 1
Araucariaceae 2 lecythidaceae 1 Rhizophoraceae 1
Aspleniaceae 1 leeaceae 1 Rosaceae 11
Asteraceae 5 linaceae 1 Rubiaceae 2
Berberidadeae 2 lamariopsidaceae 1 Ruscaceae 1
Betulaceae 1 lythraceae 1 Rutaceae 3
Bixaceae 1 Magnoliaceae 2 Salicaceae 3
Bromeliaceae 3 Malpighiaceae 2 Sapindaceae 4
Buxaceae 1 Malvaceae 6 Sapotaceae 3
Caricaceae 2 Meliaceae 2 Sarraceniaceae 1
Caryophyllaceae 1 Moraceae 2 Saxifragaceae 1
Celastraceae 1 Musaceae 2 Solanaceae 4
Chenopodiaceae 1 Myristicaceae 1 Sterculiaceae 2
Combretaceae 3 Myrsinaceae 1 Strelilziaceae 2
Convolvulaceae 1 Myrtaceae 36 Theaceae 1
Cornaceae 1 Nelumbonaceae 1 Ulmaceae 1
Crassulaceae 1 Nepenthaceae 1 Verbenaceae 1
Cupressaceae 4 Nothofagaceae 1 Vitaceae 2
Cucurbitaceae 3 Nymphaeaceae 1 Vochysiaceae 1
Cycadaceae 1 Oleaceae 1 Xanthorrhoeaceae 1
Davalliaceae 1 Onagraceae 2 Zingberaceae 2
Dennstaedtiaceae 1 Orchidaceae 1
Dilleniaceae 1 Phytolaccaceae 1

Tanto Calonectria e Cylindrocladiella sdo relacionados majoritariamente a espécies
das familias Fabaceae, Myrtaceae, Pinaceae e Arecaceae, estas familias totalizam 30% do
total de espécies hospedeiras de Cylindrocladiella e 39% para Calonectria, indicando uma
preferéncia destes géneros de fitopatogenos por hospedeiros destas familias. Para
Glyocephalotrichum e Gliocladiopsis a variagdo de hospedeiros € muito menor, o primeiro

pode ser encontrado como parasita em 10 diferentes familias e o segundo em 8. Assim com
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Calonectria e Cylindrocladiella, Glyocephalotrichum e Gliocladiopsis também apresentam
géneros hospedeiros dentro das familias Myrtaceae e Arecaceae.

Como é possivel observar os géneros dentro de Calonectria-like em muitos casos
podem ser considerados como polifagos, e com uma certa tendéncia a parasitarem plantas
das familias Fabaceae, Myrtaceae, Pinaceae e Arecaceae. Do lado do patdgeno,
exclusivamente do género Calonectria € observado muitas espécies encontradas
parasitando plantas da familia Myrtaceae, um total de 55%, bem como tendo espécies dos
11 complexos de espécies ja relatados parasitando algumas espécies desta familia de
plantas, tornando Myrtaceae a Unica familia de plantas que hospedeira dos 11 complexos
de espécies.

Acompanhando pelo lado do patégeno, € possivel inferir que Ca. kyotensis e Ca.
cylindrospora sdo os complexos de espécies mais polifagos do género, conseguindo
infectar 116 e 85 géneros de plantas distribuidos em 53 e 45 familias, respectivamente. Em
uma classificacdo do mais para o menos polifago, podemos ter o seguinte posicionamento:
em primeiro, Ca. cylindrospora (71 géneros e 38 familias), em segundo Ca. ilicicola e Ca.
kyotensis (61 géneros e 31 familias cada) e em terceiro Ca. reteaudii (40 géneros e 24
familias). Cerca de 31% espécies de Calonectria até o momento foram encontradas
somente parasitando plantas da Familia Myrtaceae, outras familias também tém esta
relacdo especifica com algumas espécies do género, no entanto o nimero de ocorréncia é
muito menor que na Familia Myrtaceae. Tal indicacéo de preferéncia dos géneros dentro
de Calonectria-like por determinadas familias ou géneros de hospedeiros, abre hipbteses
de relacdes cofilogenéticas ainda nédo exploradas.

Tabela 3: Familias e nimero de espécies vegetais que séo citadas como hospedeiras de
Cylindrocladiella.

Familia N°. sp. Familia NO. sp. Familia NO. sp.
Adoxaceae 1 Fabaceae 8 Primulaceae 1
Anacardiaceae 2 Fagaceae 2 Proteaceae 4
Annonaceae 2 Geraniaceae 1 Rhizophoraceae 1
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Araceae 5 Juglandaceae 1 Rosaceae 4
Arecaceae 7 Lauraceae 2 Rubiaceae 1
Brassicaceae 1 Liliaceae 1 Rutaceae 1
Canellaceae 1 - - Sapindaceae 1
Celastraceae 1 Malvaceae 1 Sapotaceae 1
Clusiaceae 1 Meliaceae 1 Saxifragaceae 1
Crassulaceae 1 Moraceae 1 Solanaceae 1
Cupressaceae 1 Myristicaceae 1 Theaceae 3
Dilleniaceae 1 Myrtaceae 8 Vitaceae 3
Ericaceae 2 Pinaceae 5
Euphorbiaceae 2 Polygonaceae 2

Apesar dos dados levantados aqui serem substanciais, em comparagdo com a
histéria destes géneros, a informacgdo sobre hospedeiros, localizacdo e caracterizagdo da
doenca, bem como a confirmacgao destes géneros como causador da doenca, acaba sendo
escassa e pobremente documentada e em alguns casos erroneamente registrada. Tais
auséncias ou erros de registro de informacéao torna trabalhos de diversidade, cofilogenia e
0 posicionamento histérico geografico de espécies mais complexo. Drenkhan et al., (2020)
com o objetivo de determinar a disponibilidade de dados histéricos globalmente elaborando
modelos de predicdo de doenca e uma lista de hospedeiros suscetiveis a Fusarium
circinatum levantou extensos dados em diversos bancos de dados, no entanto ele relata
que apesar de globalmente conhecido, os dados encontrados em muitos paises sao
escassos, com anotacdes erradas ou pobremente documentadas, dificultando a criacao de

modelos e compreensao ampla dos hospedeiros.

Trabalhos de cofilogenia pode mostrar eventos histéricos que aconteceram ao
longo da historia evolutiva de fungos e plantas, ajudando a explicar habitos e preferencias
de alguns fungos fitopatogénicos. Um exemplo disto € o estudo de Refrégier et al., (2008)
em que ao analisa a cofilogenia de alguns basidiomicetos e seus hospedeiros da familia

Caryophyllaceae pode observar eventos de salto de hospedeiros como um importante
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evento na especiacao deste tipo de fungo, com este salto possivelmente sendo dependente

de alguns fatores como a ecologia, geografia do hospedeiro e especializacbes genéticas.

1.6 Relacdo patégeno/hospedeiro

Devido a quantidade de hospedeiros associado as espécies de Calonectria-like, €
surpreendente que as interacdes entre os patdégenos e os hospedeiros ainda ndo tenham
sido estudadas a fundo. No entanto existem alguns trabalhos para Calonectria que
buscaram elucidar a relagcdo patdégeno/hospedeiro em dois patossistemas, Ca.
pseudoreteuadii — Eucalytpus sp. e Ca. henricotiae/ Ca. pseudonaviculata — Buxus
sempervirens. No primeiro patossistema os autores do estudo propuseram um modelo
representando o0 modo de acdo de Ca. pseudoreteaudii com base na observacdo dos

transcritos obtidos 12, 24 e 48 horas apos a inoculacdo em folhas de Eucalyptus.

A infeccao por Calonectria comeca com a deposicdo de um esporo viavel em um
hospedeiro suscetivel, e condicbes de temperatura e umidade ideais para a germinacéo do
esporo. O conidio sob a superficie folear pode germinar entre 6-8h, gerando de um a dois
tubos germinativos, podendo germinar por ambos as pontas do conidio (Graca et al. 2007,
Ye et al. 2017). Estudos mostram que a penetracdo ocorre por estbmatos, e em maior
frequéncia na face abaxial em folhas novas ou velhas, na face adaxial apesar de haver
adeséao do esporo nao foi comprovada a infecgdo apesar de haver germinacéo (Graca et
al. 2007). Em Ca. pseudoreteaudii os conidios germinado comegam a se ramificar de 5a 8
horas apos a inoculagéo (hpi) e em torno de 12 hpi ao encontrar o estdmato o fungo penetra
e ocorre uma expansdo da hifa ocupando toda a cavidade do estbmato, em seguida é
produzida uma hifa que invade o limbo foliar (Ye et al. 2017; Guo et al. 2020). Em estbmatos
fechado no momento da penetracao, Graca et al., (2007) observou que o tubo germinativo

estava intumescido, semelhante a um apressorio.
60



A andlise temporal de Ye et al., (2017) n&o apresenta diferenca estatistica entre os
genes super expressos nos trés tempos apos infeccdo, demonstrando que os genes
acessados durante as primeiras 48 hpi estdo envolvidos na infeccéo/colonizacdo do
hospedeiro. A primeira barreira da linha de defesa da planta contra a entrada de patdgenos
€ a estrutural (mecanismo de resisténcia pré-formada), entre estas estruturas estdo a
cuticula, estbmatos, parece celular e lamela média (Amorim et al. 2018), tais estruturas
precisam ser primeiramente ultrapassadas para o sucesso da colonizacéo por Calonectria.
Como estratégia de ataque, durante as horas iniciais da infeccdo (12 hpi) é possivel
observar uma super expressdo do gene que codifica a enzima cutinase, molécula crucial
na penetracao do fungo devido a degradacao da cutina. No genoma de Ca. pseudoreteaudii
foram encontrados mais genes que codificam cutinase que em fungos como Fusarium,
Colletotrichum, Neurospora, Botritys, Sclerotinia e Ustilago, este mesmo gene também ja
foi descrito nas espécies Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata (Ye et al. 2017, 2018;
Rogers et al. 2022). Do lado do hospedeiro, ja foi demonstrado que cuticulas mais espessas
sdo encontradas em genotipos resistentes de Eucalyptus e considerado como um index

importante para a espécie contra a infeccao por Calonectria (Ye et al. 2017).

A partir das 24 hpi, Ye et al., (2017) identificou uma super expressado do gene que
codifica endopolygalacturonase (endo-PG), este gene é responsavel por hidrolisar pectina,
molécula constituinte da lamela média de plantas. Também foi identificado pelos autores a
expressdo de genes envolvidos na degradacdo de celulose e hemicelulose (beta-
galactosidase e beta-glocosidase) além de alta expressao de gene codificador de feruloil
esterase que participam na reducdo de pectinas e xilanas presentes na lignina e celulose.
Todas estas trés classes de genes participam diretamente na degradacdo da parede
celular, permitindo o sucesso da colonizagédo. Tais genes sao relatados tanto no genoma

de Ca. pseudoreteaudii, Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata, em comparacao Rogers

61



et al., (2022) observaram que somente os fungos causadores de mancha foliar em B.
sempervirens possuem uma contracdo dos genes que codificam genes responsaveis por
codificar proteinas relacionadas a degradacdo de parede celular. Tal contracdo poderia
indicar uma coevolugdo com seus hospedeiros, as duas espécies sao relatadas somente
como patdégenos de plantas dentro da familia Buxaceae. No entanto, 0 mesmo, nao foi
observado para Ca. leucothoe e Ca. pseudoreteaudii apesar de serem restritos a um
namero limitado de hospedeiros a contracdo de genes envolvidos na patogenicidade nao

foi observado (Rogers et al., 2022).

Na interacao Ca. pseudoreteaudii x Eucalyptus ao analisar o secretoma extraido do
isolado YA51, foi apontado a presenca de 1.178 proteinas secretadas indicando possiveis
efetores (Ye et al. 2018) Efetores sé@o proteinas secretadas que desenvolvem essencial
papel durante o processo de patogénese, seja por degradar parede celular e facilitar a
infeccdo e penetracdo, ou também manipular o a célula do hospedeiro para promover a
infeccdo(Lo Presti et al. 2015; Ye et al. 2018). Ye et al. (2018) ressalta que os possiveis
efetores encontrados, sdo significativamente enriquecidos em atividade como: hidrolases,
protedlises, dehidrogenase acetiimuramate, celulase, peroxidase e catabolismo de
macromoléculas da parede celular (Ye et al. 2018). No genoma do hospedeiro é dito que
existem grande numero de genes que codificam terpenos, genes responsaveis pela
regulacédo de fenilpropanoides como compostos participantes da resposta de defesa a
infeccéo, o que olhando pelo lado de Ca. pseudoretaudii fez com que se desenvolvesse um
efetivo sistema de detoxificagdo em resposta a estas moléculas (Ye et al. 2018). No
patossistema Calonectria x B. sempervirens, ao analisar espécies de Ca. henricotiae e Ca.
pseudonaviculata foi encontrado 630 proteinas preditas como efetores (Yang et al. 2021).

Além dos putativos efetores identificados com funcdo documentada em outros
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patossistemas, outros 120 permanecem sem a identificacdo dele no desenvolvimento do

patossistema (Yang et al. 2021).

Para ambas as espécies do patossistema Calonectria x B. sempervirens, efetores
como elicitores de resposta a patogénese e relacionado a viruléncia estdo relacionados a
um unico cluster génico, um segundo cluster apresenta proteinas de parede celular PhiA e
seus homaologos conhecidos por desempenhar papel na formacgéo do conidio e de resposta
ao estresse, também identificado dois clusters de cutinases, homologos de corismato
mutase, guanil ribonuclease, lipase entre outras (Yang et al. 2021). Apesar de ser
encontrado tais homodlogos de efetores, eles ainda precisam ser mais bem estudados no
futuro para validagbes quanto a sua funcdo na patogénese. Outros dois patossistemas
foram estudados em 2022: Ca. ilicicola x Arachis hypogeae (Chen et al. 2022) e Ca.
hawksworthii x Persea americana (Salgado-Salazar et al. 2022), no primeiro foi relatado
122 proteinas como putativos efetores e no segundo 80 proteinas das 677 preditas como
proteinas secretadas foram identificadas como efetores (Chen et al. 2022; Salgado-Salazar
et al. 2022). Entre os 80 efetores encontrados em Ca. hawksworthii Salgado-Salazar et al.
(2022) identificou que o genoma apresenta duas vezes mais proteases que outras espécies
em Nectriaceae e proteinas como Serina peptidases e metalopeptidases também sédo mais
abundantes nesta espécie, correlacionando este fatoro com a associacao destas moléculas
na reposta de defesa do fungo contra os peptideos produzidos pelo hospedeiro durante a
infeccdo. Enzimas auxiliares identificadas no proteoma de Ca. hawksworthii com funcgéo
lignocelulase, glucoolisacarideo oxidadese podem estar desenvolvendo papel no processo
de infeccéo, invasao, formacao de lesdo e expansdo do patdgeno dentro da planta, além

da detoxificagcdo de compostos lignocelulosicos (Salgado-Salazar et al. 2022).

Uma vez reconhecido os fatores de viruléncia e qual o arsenal o fitopatégeno usa

para causar doencas em seus hospedeiros € importante olhar pelo lado do hospedeiro, qual
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€ seu arsenal de defesa. De forma geral a resisténcia genética é a mais efetiva e mais
barato método, no entanto este método necessita de conhecimento prévio de cultivares
resistentes ou de fatores genéticos que s6 ou em combinacdo agem como fatores de
resisténcia (Alfenas et al. 2009; Zarpelon et al. 2015).Entre os patossistemas em que
Calonectria-like faz parte somente o Calonectria x Eucalyptus foi abordado até o momento.
Dentro disso Zarpelon et al. (2015) investigou a arquitetura das QTL’s envolvidas na
resisténcia de Eucalyptus sp. a Ca. pteridis. O primeiro ponto relatado pelos autores é
quanto a relacdo desfolha/reacdo observada, em que os individuos mais resistentes
apresentaram em 3,2% e 0s mais suscetiveis 81,4% de desfolha (Clone resistente = E.
grandis, clone suscetivel = E. grandisxE. urophylla). Entdo foram encontrados cinco QTLs
segregando com relacdo a intensidade de desfolha, trés em parentais de E. urophylla EU11
(Rd1 e Rd2 no Grupo de Ligacdo 1 — LG1, Rd4 no LG6) explicando 22, 15 e 17% da variacéo
fenotipica observada; e duas QTLs em parentais de E. camaldulensis EC06 (Rd3 no LG4 e
Rd5 no LG8) explicando 16 e 49% da variacdo fenotipica (Zarpelon et al. 2015). Os autores
ainda citam que apesar das poucas QTLs explicando uma parte substancial da resisténcia
Calonectria em Eucalyptus pode estar envolvida somente a alguns locus de efeito
relativamente importantes (Zarpelon et al. 2015). Os trabalhos levando em consideracéo os
cinco patossistemas anteriormente citados, representam o pontapé inicial, mas que ainda
existe um gap no conhecimento da patogéneses deste fungo, seja na interacdo com
Arachys, Buxus, Eucalyptus ou Persea. Estudos referenciando possiveis efetores e fazendo
a correta anotacdo provém um repositorio de potenciais novos efetores a serem analisados

e validados no futuro
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1.7 Identificacdao morfoldgica classica e seus problemas

Por muitos anos, a identificacdo de fungos era feita por estritamente a partir de
mensuracdes de caracteres visiveis, seja eles qualitativos (cor, forma, odor) ou quantitativos
(comprimento, largura, nimero de septos etc.), ou seja, por caracteres fenoldgicos. Até o
presente momento tal caracterizacao é feita como pré-requisito para a descricdo de novas
espécies ou identificacdo da mesma pelo ICBN (McNeill et al. 2005). Recentemente esta
metodologia tem dado lugar a identificacBes observando o gendtipo do fungo, a partir de
fragmentos de DNA ou do sequenciamento gendémico. Tais técnicas objetivam identificar
espécies olhando para diferentes caracteres, a molecular analisando caracteres
moleculares, com baixa taxa de variacdo e sem interacdo com o ambiente e a morfologia,
gue se trata de um caractere fenolégico, resultante da interacdo da genética do organismo
com o ambiente. Com isso caracteristicas morfoldgicas sdo dependentes do meio de cultivo
gue estdo sendo observados, podendo sofrer mudancas de acordo com a concentragao de
carbono/nitrogénio.

Os estudos usando caracteres fenolégicos apesar de estarem limitados a
descricOes de novas espécies (Lombard et al., 2010), em centros educacionais e/ou centros
de pesquisas com baixo recurso para investimento em técnicas moleculares, optam por
esta via, devido aos seus custos menores.

Um dos problemas de estudos morfolégicos € quanto ao conhecimento de qual
caracteristica mensurar e como deve ser a preparacdo para tal identificacdo, estes
problemas podem levar a identificacées equivocadas e dados pobremente documentados.
Até o presente momento somente uma literatura especializada nos géneros Calonectria-
like possui a discrigcdo detalhada de cada caractere morfolégico a ser tratado ao observar o
trabalho de Crous (2002) podemos identificar 12 principais caracteres morfolégicos, sao

eles: estipe, extensao da estipe, vesicula terminal, aparato conidiogénico, ramos férteis,
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fidlides e conidios para forma assexual, peritécio, células da parede do peritécio, asco,
ascosporos para a fase sexual e clamidésporos. Para cada um destes € necessario fazer
mensura¢des quanto ao comprimento e largura, a forma, presenca ou auséncia e em alguns
casos a coloracao.

Em analise da morfologia Crous (2002) cita 12 parametros morfolégicos a serem
guantificados e qualificados para descrever espécies do grupo Calonectria-Like, tais
caracteres foram selecionados de acordo com a estabilidade/frequéncia dentro do género.
Com isso Crous (2002) recomenda o uso do meio de cultura solido de agar e contendo
folnas de cravo (CLA - Canation-Leaf Agar), cultivando o fungo durante 7 dias em
temperatura a 25°C sob baixa luz ultravioleta, s6 ap0s o periodo eram iniciadas as
preparacdes micologicas, com atencdo que somente eram retiradas estruturas que haviam
crescido sob as folhas de cravo. Em 2009 Lombard et al. (2009) inicia os estudos de
morfologia utilizando uma cultura monospdérica crescida em MEA e agar com nutrientes
sintéticos (SNA, Nirenburg, 1981), retirando da primeira metodologia a necessidade de
folhas de cravo, neste mesmo trabalho o autor recomenda a quantificacdo do crescimento
dos isolados em meio de cultura sob diferentes temperaturas (6-36°C) e no escuro, além
da coloracao do verso da colénia em placa Petri contendo 2% de extrato de malte com agar
(MEA) também crescido no escuro durante 7 dias e em temperatura de 24°C classificando
a cor com base em uma carta de cor (Rayner, 1970). A metodologia descrita por Lombard

et al. (2009) tem sido utilizada até hoje nas novas descricdes de espécies.

1.7.1 Caracteristicas mensuradas

A partir das col6nias crescida de acordo com a metodologia descrita por Lombard
et al. (2009), o proximo passo € a elaboracao de laminas utilizando liquido de montagem

transparente (ndo se usa corantes para montagem de laminas para caracterizacao
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morfologica devido a alteracéo da cor das estruturas, mascarando algumas caracteristicas)
para exames em microscopio, como 0s géneros dentro de Calonectria-like sdo hialinos, é
recomendado o uso de microscopia de contraste de interferéncia diferencial. Em consenso
a comunidade cientifica especializada nestes géneros adotou a mensuracdo de 30
repeticbes para cada parametro obedecendo a magnificacdo de 1.000x, para cada isolado
analisado. Em aspectos amplos, os caracteres a serem mensurados sao:

e Aparato conidiogénico: Representa o conjunto de ramos e fidlides existentes no
conidioforo, este parametro € mensurado a largura e comprimento, em que a largura
se inicia no septo onde € gerado a primeira ramificacdo e se estende até a ponta da
ultima fidlide do lado esquerdo, uma segunda medida de largura é feita do mesmo
ponto do primeiro septo até a ponta da ultima fidlide do lado direito, para a largura é
mensurada da ponta a ultima fialide do lado direito até a dltima do lado esquerdo

(Figura 8, A);

» Ramos férteis: E o conjunto de ramos (ramificagcdes) no conidiéforo que da origem
as fidlides, dando a caracteristica penicilada para estes géneros. Os ramos devem ter
sua largura e comprimento mensurados, e contado o nimero de ramos até a fialide,
o0 numero de ramos € representado pela quantidade mais frequente e sua variacao

(Figura 8, B);

e Fialides: Estas sdo as estruturas que comportam a célula conidiogénica que da
origem ao conidio, na ponta das fidlides fica a uma fina cicatriz onde o conidio é prezo
durante a sua formacgéo, em fungos como Calonectria-like esta cicatriz é indistinta e
sem coloracao. A fialide deve ser mensurada em comprimento e largura, e sua forma

distinguida, esta pode ser: Doliforme, reniforme, ampuliforme etc. (Figura 8, B);
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e Conidios: Os conidios dos géneros de Calonectria-like em sua maioria séo cilindricos
(Conidios de Gliocephalotrichum, podem ser elipsoides, obovoides ou cilindricos),
podem ser curvados ou eretos, com as pontas arredondadas. Conidios de Calonectria
podem ter um ou mais septos, enquanto de Cylindrocladiella e Gliocladiopsis possuem
somente um, Gliocladiopsis possui conidios com septos ou asseptados, geralmente

nestes géneros nao ha uma constricdo no septo, (Figura 8, C);

e Vesicula terminal: Muito importante na caracterizacdo de espécies, a vesicula
terminal € um forte marcador morfolégico para género, e em alguns casos pode dar
suporte na identificacdo de complexo de espécies em Calonectria. Cylindrocladiella
possui vesiculas de paredes delgadas e muito delicada, Calonectria e
Gliocephalotrichum, possui uma septacéo logo abaixo da vesicula e tem paredes
espessas, Gliocladiopsis ndo possui vesicula terminal. Este parametro € medido a
largura e comprimento e a forma, podendo ser acicular, clavada, espatulada,
elipsoidal, piriforme, esfaeropendunculada, obpiriforme, naviculada e globosa,

podendo ter variacdes nestes formatos (Figura 8, D);

e Extensdo da estipe e estipe: Este € um importante marcador morfolégico de género,
por se diferenciar em namero dentro destes. Gliocladiopsis ndo possui extenséao da
estipe e estipe, Gliocephalotrichum possui de 2-6, Calonectria e Cylindrocladiella
possui uma e em algumas espécies € encontrado extensdes da estipe adicionais. A
extensdo da estipe € mensurada a largura e comprimento se iniciando no septo da
primeira ramificacdo até a ponta da vesicula, a estipe se inicia no septo da ultima

ramificacdo até o septo da vesicula terminal (Figura 8, E);

e Ascosporos: Estes sdo formados em numero de 8 dentro dos ascos, de forma geral

sdo muito semelhantes entre os géneros. possuem um septo com constricdo nele,
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podem ser eretos a curvados e com pontas arredondadas. Desta forma sao
mensurados a largura e comprimento, contado o nimero por asco, numero de septo,

formato do ascésporo se ereto ou curvado e se ha coloracédo (Figura 8, F);

Ascos: Sdo geralmente hialinos, com um pescoco longo, formado na base do
peritécio. E mensurado a largura e comprimento, assim como verificado se possui

coloracao, e quantas tunicas sdo, além do tipo de deiscéncia (Figura 8, G);

Peritécio: A estrutura que comporta todo o resultado do cruzamento entre dois
matings complementares, com isto algumas espécies ndo sdo conhecidas esta fase
por isso € relatada a presenca e auséncia desta fase, posteriormente se presente é
qualificado observando o formato, coloracdo ao natural e quando exposto a KOH+,
textura da parede celular, e se é formado solitariamente ou em agrupamentos (Figura

8, H);

Células da parede peritecial: Mais internamente ao peritécio é observado qual a
coloracdo das células, contada quantas camadas de células presente, € mensurado
o diametro destas, anotado a textura e o formato, se angular, globosa e elipsoidal,

sempre analisando do ostiolo para a base (Figura 8, H);

Clamidésporos: Compreendem estruturas de resisténcia destes fungos, para
Gliocephalotrichum €é um marcador morfolégico, desenvolvidos a partir do
espessamento da parede celular de uma ou mais hifas, podem ser encontrados em
agregados ou solitarios. E medido a largura e comprimento, bem como anotado se
em agregados ou solitarios, terminal ou intercalar na hifa e quanto ao formato da

célula que os compde.

69



Figura 6: Esquema representando parametros morfolégicos para caracterizacao
morfolégica de Calonectria, linhas azuis indicam largura, linhas vermelhas comprimento,
namero em verde representa a contagem dos parametros. (A) Aparato conidiogénico, (B)
Fialides e ramos, (C) Conidio, (D) Vesicula terminal, (E) Extensdo da estipe e estipe, (F)
ascosporos, (G) Ascos, (H) Peritécio

Alguns géneros de Calonectria-like podem apresentar variacdes diferentes das
principais anteriormente citadas, como a presenca de macro ou microconidiéforos em
Calonectria, ou conidi6foros subverticilados sem extenséo da estipe em Cylindrocladiella,
ou ainda vesiculas terminais com paredes rugosas e curvada como em Curvicladiella, ou
alongada e curva como em Xenocilindrocladium. Todas as medidas tomadas durante as
analises sdo sempre relatadas observando um nivel de confianca de 95% (Lombard et al.
2009), indicando os limites minimos e maximos para cada parametro, as medidas que ficam
fora do intervalo de confianga s&o tratadas como extremos, ficando indicados entre

parénteses.
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1.7.2 Duavidas nainterpretacdo de conceito morfolégico de

especies

Embora a morfologia tenha desempenhado um papel importante na identificacédo
de Calonectria e seus similares, muitas vezes essa identificacdo pode ser confusa,
especialmente para fungos pleomorficos, que apresentam morfologias distintas em relacéo
as conexdes da fase sexual-assexual, e morfologicamente muito similares. Sobretudo estes
problemas podem ocorrer se a metodologia usada para a preparacdo de laminas
microscopicas ndo esta de acordo com o citado na metodologia. A exemplo disto foram as

constantes realocacoes de espécies dentro de Calonectria-like.

Pesquisadores que ndo possuem experiéncia na identificacdo morfolégica de
Calonectria-like podem facilmente identificar erroneamente espécimes entre 0os géneros, 0
principal motivo pode ser as similaridades morfologicas entre os géneros. Um pesquisador
que fizer uma lamina de um isolado de Calonectria, Cylindrocladiella ou Gliocephalotrichum
gue esteja em meio de cultura a muito tempo, pode identificar aquelas estruturas que esta
vendo como sendo do género Gliocladiopsis devido a estes fungos perderem suas
extensdes da estipe em determinada idade. Outro exemplo sédo espécies do complexo Ca.
kyotensis que podem apresentar mais que uma extensao da estipe nos seus conidioforos,
confundindo o avaliador fazendo com que seja identificado com Gliocephalotrichum devido
ao grande nimero de extensao da estipe que este possuli.

Um exemplo classico que pode ocorrer com observadores inexperientes é a
identificacdo entre Calonectria e Cylindrocladiella, ambos possuem muitas caracteristicas
em comum, no entanto o segundo género pode ser identificado por seu tamanho diminuto,

conidios com um septo, extensao da estipe asseptada, além de que a extensdo da estipe
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de Calonectria possui padrdo de ramificacdo dicotdbmico enquanto Cylindrocladiella é
verticilada (Pham et al. 2018).

A idade do fungo na placa, pode gerar também deformacdes a algumas estruturas
dos géneros, induzindo ao observador a cometer alguns equivocos, como por exemplo a
germinacao de esporos sem que estes estejam fora do conidioforo, ou a germinacédo da
vesicula a qual pode ser confundida facilmente com as vesiculas de Cylindrocladiella ou
Xenocylindrocladium. As vesiculas de algumas espécies do complexo Ca. candelabrum sob

determinadas condic¢des de cultivo e idade sofrem deformacdes facilmente, podendo formar

dilatacGes na vesicula terminal (Figura 9).

Figura 7: Deformac6es na vesicula terminal de Calonectria, devido a idade da cultura. (A)
vesicula normal, (B) vesicula com germinada e com ramificacdes, (C) vesicula com
dilatacdo. Escala 10pm.

Géneros como Curvicladiella e Xenocylindrocladium apesar de mais raramente
encontrados, podem ser confundidos com qualquer um dos géneros anteriormente citados,
devido as suas caracteristicas similares. Principalmente quando se trata da observacao da
extensdo da estipe e do final dela, onde comumente em Calonectria e Cylindrocladiella é
encontrada uma vesicula, nestes ndo é encontrado, no entanto em Calonectria quando o
conidiéforo se encontra jovem a vesicula terminal pode estar totalmente formada, dando a

impressdo da sua auséncia. Algumas espécies como as do complexo de espécie Ca.
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brassicae, Ca. colhounii, Ca. gracilipes e Ca. reteaudii que possuem como vesicula terminal
tipicamente clavada para levemente clavada (Liu et al. 2020)(Liu et al. 2020)(Liu et al.
2020)(Liu et al. 2020) também podem ser confundidas com espécimes dos géneros
Curvicladiella e Xenocylindrocladium, ou mesmo o contrario. Alguns pontos chaves podem
ser usados para diferenciar e evitar confusbes, o primeiro é quanto a formacao de
conidiéforos, enquanto Calonectria, Cylindrocladiella e Gliocephalotrichum séo formados
individualmente, Curvicladiella e Xenocylindrocladium sdo encontrados em grupamentos.
Outros dois chave e quanto a terminacao de extensao da estipe, a de Curvicladiella termina
torta para um dos lados em um angulo agudo e na maioria dos espécimes possui
rugosidade nesta regido, ja Xenocylindrocladium a terminagéo acaba de forma helicoidal e
lisa (Lombard et al. 2015a)(Lombard et al. 2015a)(Lombard et al. 2015a)(Lombard et al.
2015a).

Aquanectria na sua forma anamorfica apesar de ser diferente da maioria dos
géneros, por ter seus conididforos sem ramificacdes penicilados (Gordillo and Decock
2019b)(Gordillo and Decock 2019b)(Gordillo and Decock 2019b)(Gordillo and Decock
2019b), pode haver alguma confusdo com o conidi6foro secundario que € encontrado em
algumas espécies de Cylindrocladiella (Lombard et al. 2012)(Lombard et al. 2012)(Lombard
et al. 2012)(Lombard et al. 2012). Para diferenciar ambos os géneros, basta olhar a forma
dos conidios, conidios de Cylindrocladiella sdo todos cilindricos e septados, enquanto 0s
de Aquanectria podem ser curvados para ligeiramente sigmoides (Gordillo and Decock
2019b)(Gordillo and Decock 2019b)(Gordillo and Decock 2019b)(Gordillo and Decock

2019D).
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1.8 Identificacdo de Calonectria baseados na biologia

molecular

Os trabalhos em biologia molecular baseados em sequéncias, se iniciaram em 1997
com o emprego de sequencias do gene que codifica 0 5.8S do RNA ribossomal e parte que
espacador interno do ribossomo (ITS) para distinguir isolados de Cylindrocladium
scoparium e Cylindrocladium floridanum (Jeng et al. 1997). Posteriormente, foi usado parte
do gene de beta-tubulina juntamente com ITS para distinguir espécies dentro de dois
complexos de espécies (Crous et al. 1999). Nestes dois trabalhos foi observado que

sequencias da regido ITS continham pouca informacéo importante a andlises, por ser uma
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Figura 8: Numero de sequencias nucleotidicas depositadas na plataforma do GenBank por
ano (esquerda) e numero de novas espécies de Calonectria relatadas por ano até 2021

regido muito conservada, indicando que beta-tubulina proporcionava melhor resolugéo na
separacédo de espécies de Calonectria.

Um ano apos os estudos de Crous (1999) usando dois marcadores genéticos,
Schoch et al. (2000) faz a separagdo dos géneros dentro de Calonectria-like também
baseado em filogenia, este foi 0 marco para géneros como Cylindrocladiella que até o
momento havia duvida se era valido como género. A analise filogenética do género

Calonectria s6 foi elaborada em 2001, considerado assim como o primeiro estudo do tipo a
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unir a esta analise morfolégica para definicdo de grupos (Schoch et al. 2001 e Crous, 2002).
Com o objetivo de aumentar a resolucdo de analises filogenéticas em 2001 foi inserido mais
um marcador molecular, a Histona H3 (Kang et al. 2001), posteriormente foi adicionado
Fator de Elongacdo l-alpha em 2004 (Lombard et al. 2004) e somente em 2010 foi
introduzido nas analises filogenéticas do género Calonectria (Lombard et al., 2010).

Mas com o avanco das técnicas moleculares, a identificacdo com base em
sequéncias de DNA tem revolucionado a taxonomia desse grupo de fungos, com a
descricdo de varias novas espécies morfologicamente semelhantes (Lombard et al., 2010;
Lombard et al., 2012; Alfenas et al., 2015; Lopes et al., 2018). Além disso, com base na
andlise de sequéncias de DNA foi possivel observar que as espécies de Cylindrocladium
tem conexdo com Calonectria, provando a conexdo das diferentes fases nado sendo
necessario usar nomes distintos, pois trata-se de um mesmo organismo (Wingfield et al.,

2012).

Lombard et al., (2010) cita que no ano de publicacdo da sua revisdo haviam 734
sequencias disponiveis nos bancos de dados de Calonectria e Clyindrocladium, este
ndamero atualmente se encontra na casa dos 8 mil aumentando em mais de 1000% em
apenas 11 anos, considerando assim sequencias de Mating-type entre outras, das regides
utilizadas para filogenia, iremos ter: 388 sequencias de Actina, 1.292 de beta-tubulina Tub2,
1.089 de Calmodulina Cmda, 1.216 de Histonas H3 His3, 649 para ITS, 342 para RNA
polimerase Il rpb2, 1.331 pra Fator de Elongacédo 1-alpha tefl (Figura 10).

Analisando a quantidade de sequencias hoje disponiveis no GenBank (NCBI) &
possivel destacar uma explosédo de estudo utilizando sequencias de DNA em 2010, um
outro aumento substancial apos 2015 e um terceiro em 2020. Estes tempos de aumento
grande do numero de sequencias esta relacionado aos principais trabalhos publicados

neste tempo, em 2010 por exemplo temos, quatro dos mais importantes trabalhos
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Figura 9: Heat map do numero de sequencias depositadas no GenBank de cada
marcador dentro das espécies de Calonectria até 2021.
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publicados para o género Calonectria desde 2002, todos publicados em uma Unica edicéo
da Studies in Mycology n°66. Em 2015 foi publicado o trabalho de Alfenas et al. (2015) em
gue sequencias para 1.017 isolados e mais recentemente em outubro de 2020 Liu et al.
(2020) publicou seu trabalho analisando e gerando novas sequencias para os tipos de 128
espécies.

Observando o numero de sequencias depositadas por estes trabalhos versus o
namero de espécies aceitas no género, € possivel constatar que o impacto também é
grande, podemos ver que nas duas primeiras datas anteriormente citadas o niumero de
novas espécies saltou bruscamente, fazendo com que o nimero aumentasse. Apesar deste
namero de sequéncia estarem diretamente ligados ao nimero de espécies descritas, este
aumento acabou sendo desuniforme entre as regifes genéticas analisadas, causando uma
auséncia de informacdo em alguns estudos, Liu et al. (2020) cita que esta auséncia de
informacé&o esta presente principalmente em genes como act, His3 e rpb2 (Figura 11).

A uniformidade na quantidade de genes analisados para descrever uma espécie de
Calonectria foi questionada devido a desuniformidade nos niumeros nos bancos de dados.
Liu et al. (2020) cita que, em um patégeno com tamanha relevancia a falta de padronizacao
para descricdo de espécies com base em filogenias abre perguntas quanto a real
identificacdo impactando na diagnose de fitopatdgenos e seu manejo correto. Com o intuito
de verificar o posicionamento filogenético das espécies de Calonectria Liu et al. (2020)
gerou as seqguencias faltantes para 128 espécies do género e utilizando sequencias das
outras 48 espécies que nao teve acesso, o autor reduziu para 120 espécies o género.

Esta reducdo substancial de espécies aceitas segue o padrdo contrario do
observado nos anos de 2010 e 2015 quando relacionamos o numero de sequencias
depositadas ao numero de espécies (Figura 10), em 2020 nimero de sequencias aumentou
em 25% em relagdo ao ano anterior, no entanto o numero de sequencias aceitas diminuiu

27%. Para a decisdo de retirar o status de espécie de algumas, Liu et al. (2020) usou a
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concordancia de multiplas genealogias de genes baseados em dois critérios: (i) isolados
gue se diferenciam em uma linhagem diferente de outros isolados a qual se repete em ao
menos duas das oito regides analisadas e ndo contraditas por outros locus e (ii) quando
linhagens independentes s@o suportadas por altos valores de bootstraps em filogenias
concatenadas com o0s oitos locus e apresentando Polimorfismos de Unico nucleotideo
(SNPs - Single Nucleotide Polymorphisms) o diferenciando das outras linhagens.

Apesar de Liu et al. (2020) ter diminuido o numero de espécies para 120 em seu
trabalho, nota-se que o autor deixou de analisar trés espécies Ca. hemileiae, Ca.
matogrossensis e Ca. viethamensis, subsequente a este trabalho foi publicado mais uma
espécie Ca. Singapuransis (Crous et al. 2021) baseado no estudo de seis diferentes
marcadores e a comparacdo morfologica. Os seis marcadores utilizados para descrever a
nova espécie de Calonectria foi delimitado obedecendo os resultados obtidos por Liu et al.
(2020), o autor cita que act, cmdA, his3, rpb2, tefl e tub2 podem servir como barcode para
a delimitacdo de espécies de Calonectria devido a sua robusta informacao filogenética. Liu
et al. (2020) reporta que tefl e tub2 sdo marcadores que fornecem informacéo suficiente
para diferenciar a maioria das espécies indicando estes dois marcadores para identificacdes
preliminares, o autor cita que tefl € um 6timo candidato a barcode para o género.

Observando os outros géneros que compde os Calonectria-like, notamos que a
quantidade de sequencias depositadas no Genbank € muito menor, ficando
Cylindrocladiella com 855, Gliocephalotrichum com 505 e Gliocladiopsis com 339
sequencias. Assim como em Calonectria notamos que existe uma falta de uniformidade nos
nameros de sequéncia existente nos bancos de dados para estes géneros (Figura 3.1).
Lombard et al. (2014) relata que para Gliophalotrichum tub2 € o marcador que fornece a
melhor resolucdo para filogenia do género, seguido pelo tefl e his3, Silva et al. (2020)
utilizou tefl como marcador inicial para segregar isolados deste género com posterior

aplicacao de estratégia de multigene o que demonstrou que tefl possuia o maior nimero
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de sitios informativos a parciménia seguida de tub2 e its. As analises de Lombard et al.
(2014) e Silva et al. (2020) foram feitas com 92% dos isolados tendo todos os quatro
marcadores analisados, 0 que tornou a analise deste robusta devido a homogeneidade

entre os marcadores.

Em Gliocladiopsis 0 uso de marcadores segue 0 mesmo caminho que 0S outros
géneros, ficando retidos dentro de quatro marcadores his3, its, tefl e tub2, Lombard e Crous
(2012) relatam que analises individuais de sequencias de its e tub2 s6 foram capazes de
distinguir cinco linhagens das 11 analisadas, e que Isu ndo € um bom marcador para o

género por agrupar todas as linhagens em um unico grupo monofilético.

quantidade

600
Genus
400 . Cylindrocladiella
. Gliocephalotrichum
Gliocladiopsis
200

ACT Btub cmdA HIS3 TS LSU RPB2 TEF
Gene

Figura 10: Quantidade de sequencias de nucleotideos depositadas no GenBank para
cada marcador dentro de Cylindrocladiella, Gliocephalotrichum e Gliocladiopsis
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1.9 Variabilidade genética nos géneros de

Calonectria-like

Fungos em geral se reproduzem de duas principais formas em geral, de forma
assexual (ciclo mitético) e sexual (ciclo meiético), nos géneros de Calonectria-like ambos
os ciclos podem ocorrer. O ciclo mitético representa a reproducdo dos fungos de forma
clonal, onde ndo ha troca de gametas podendo ser iniciado por impulsos ambientais ou
fenoldgicos do fungo (Piperbring, 2015). Ciclo meiédtico existe a necessidade de troca de
gametas dentro de um Unico organismo quando este € homotalico ou distintos organismos
guando em heterotalismo, tal reconhecimento se da por complementariedade de Mating-
type estes para desencadear o ciclo sexual precisam ser diferentes e complementares entre
si (Wilken et al. 2017). Os complexos de espécies deste género possuem ao menos uma
fase sexual descrita, para Calonectria existem 37 espécies com sua fase sexual relatada,
cerca de 29%, entre os complexos de espécies deste género € possivel reconhecer que
Ca. pteridis e Ca. naviculata ndo possuem nenhuma de suas espécies com a fase sexual
reconhecida (Liu et al., 2020). Para Cylindrocladiella a fase sexual é somente relatada para
1 espécies Cylla. pseudinfestans, para Gliocephalotrichum até o momento é conhecido
somente as fases sexuais de Glio. bulbilium e Glio. grande e para Gliocladiopsis somente
a espécie G. pseudotenuis € conhecida.

Em Calonectria é relatados os dois tipos de sistemas de mating, heterotalico e
homotalico, mas raramente a fase sexual é vista na natureza ou em laboratério (Crous,
2002 e Lombard et al. 2010). Crous (2002) cita que o conceito biolégico de espécie
determina que isolados que conseguem cruzar e gerar abundante progénie fértil sédo
componentes de uma mesma espécie, em sequéncia cita que estudos de cruzamento de

interespecificas em Calonectria podem gerar descendentes, mas com fertilidade baixa. No
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Figura 11: Provavel ciclo de espécies de Calonectria. (a) Calonectria pode ser dispersa por
plantas infectadas ou solo contaminado. (b) Apds a infecgéo o patdgeno pode germinar na forma
de micélio e infectar plantas em condi¢cdes ambientais favoraveis para o fungo. O micélio pode
rapidamente iniciar a fase sexual formando um grande numero de conidiéforos em um curto
periodo. (c) Sob condi¢bes desfavoraveis Calonectria pode entrar em seu ciclo sexual pela unido
de individuos com matings opostos e complementares (Heterotalismo) ou por autofertilizacao
(homotalismo). Ascosporos haploides sdo formados e dispersados pelo vento ou carreados
pelas gotas de chuva para penetrar novamente no tecido sadio de novos hospedeiros. (d)
InfecgBes usualmente comecam na base de uma arvore ou muda. Estruturas de resisténcia,
microesclerédios, podem ser encontrados sobrevivendo durante longos tempos em tecidos
mortos e no solo (Crous, 2002; Phipps et al., 1976). Em condi¢fes ideais os microesclerodios
podem germinar infectando raizes e iniciando um novo ciclo. Li et al. 2022.



entanto a auséncia de estruturas sexuais nestes géneros nao diz que eles nédo sédo capazes
de se reproduzir sexualmente (Biliard et al. 2012).

Os estudos de compatibilidade sexual entre isolados eram recomendados em
publicacdes até 2013, onde cada um dos isolados eram postos em lados opostos de uma
placa de Petri contendo meio solido, a partido do crescimento e interacao destes isolados,
se compativeis era possivel observar a producao de peritécios, caso contrario as estruturas
sexuais eram ausentes. Tal interacdo era anotada e os peritécios produzidos eram
analisados morfologicamente. Com o crescimento das bases moleculares, descobriu-se
gue a compatibilidade sexual era regida por um conjunto de genes denominados mating-
types.

Mating types em Pexixomicotina foi definido em 1990 a partir de estudo com
Neurospora crassa e formalmente definidko como um loci com uma Unica posicdo no
genoma, responsavel por controlar a reproducéo sexual (Turgeon and Yoder 2000; Wilken
et al. 2017). Por convencdo MATL1 indica o l6cus, porém nao impede que exista mais de um
loci identificado, também pode haver versées, chamadas de idiomorfos podendo haver mais
de uma variacdo dentro da populacao. Em organismos heterotalicos estes idiomorfos estao
em organismos diferentes, identificados como MAT1-1 e MAT1-2. O lécus ainda pode ser
flanqueado por pseudogenes o qual é anotado ao mating type adicionando um terceiro
namero no final, ficando MAT1-2-3 (Turgeon and Yoder 2000; Billiard et al. 2012; Wilken et
al. 2017; Malapi-Wight et al. 2019).

A reproducdo sexual é um importante mecanismo de geracdo de diversidade,
eliminacdo de mutacdes deletérias, assegurando a sobrevivéncia de espécies e fazendo a
manutencao para que a populacdo se mantenha saudavel (Li et al. 2020). Em Calonectria
este sistema que controla a reproducéo sexual é bipolar possuindo um gene de mating-type
(MAT) em um locus simples com duas formas nao alélicas referidas como idiomorfo MAT1-

1 e MAT1-2 (Wilkken et al. 2017). Em organismos heterotdlicos dois idiomorfos
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complementares existem em diferentes isolados e em organismos homotéalicos um unico
individuo possui os dois idiomorfos complementares, e pode completar o ciclo sexual
sozinho (Li et al., 2020).

A partir da analise dos genomas das espécies: Ca. henricotiae CBS 138102, Ca.
leucothoes CBS 109166, Ca. naviculata CBS 101121 e Ca. pseudonaviculata CBS 139394
Malapi-Wight et al., (2019) constatou que todos os quatro isolados analisados sé&o
heterotalicos, contendo somente o locus MAT1 e dois idiomorfos. Para Ca. naviculata e Ca.
henricotiae foram encontrados tipicos arranjos do idiomorfo MAT1-1 como: MAT1-1-1,

MAT1-1-2 e MAT1-1-3 que possuem os dominios ligacado a, PFF e HMG respectivamente,

MAT1-2-1  MAT1-2-12

Ca. leucothoes CBS 109166 ++ mmmmmm-)—¢m= : -

Ca. pseudonaviculata CBS 139394 i mmmmms-)—¢ms : - e
Ca. pseudoreteaudii Ya51 mmmmm-)— {3 : -

Ca. pauciramosa CMW 5683 M'I_-Hi-l . {—-ﬂ

Ca. henricotiae CBS 138102 rHHM-—{555— 5 M ) — s ———————{ -
Ca. naviculata CBS 101121 HiH Smmmm-)— {5 — ) — s ——————— S —— 1K bp

APN2 MAT1-1-3 MAT1-1-2 MAT1-1-1 SLA2 —

Figura 12. Mapa dos MAT’s para Calonectria, indicando espécies homotalicas e
heterotalicas

para Ca. leucothoes e Ca. pseudonaviculata foi observado o idiomorfo MAT1-2 nas
variacdes contendo o dominio de ligacdo HMG box (MAT1-2-1) e uma proteina de funcéo
nao determinada (MAT1-2-2; Malapi-Wight et al., 2019). Este mesmo padréo foi encontrado
ao analisar genomas de outras trés espécies: Ca. pseudoreteaudii YA51, Ca. pauciramosa
CMW 5683 e CMW 7592, Ca. hongkongensis CMW 47271, com a diferenga que o MAT1-
2-2 foi renomeado para MAT1-2-12 por passar a ser considerado um novo MAT somente

encontrado em Calonectria (Liu et al. 2020 — Figura 12).
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A partir da caracterizacdo das variacfes dos locus responsaveis pela reproducao

sexual em Calonectria usando os genomas, autores produziram primers especificos para

identificar no genoma de outras espécies ou isolados qual estratégia de reproducéo era

usada. Em no trabalho de Malapi-Wight et al., (2019) foi desenhado dois pares de primers

um para o idiomorfo MAT1-1 e outro para MAT1-2, com base em 14 genomas das quatro

espécies de Calonectria citadas anteriormente (Tabela 4). A partir destes primers o autor

amplificou e sequenciou 268 isolados de Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata em

coletados em 15 paises diferentes entre 1999 e 2014, o sequenciamento mostrou que 0s

idiomorfos encontrados estéo separados de acordo com a espécie, o idiomorfo MAT1-1 s6

foi encontrado em Ca. henricotiae enquanto MAT1-2 somente em Ca. pseudonaviculata

(Malapi-Wight et al. 2019).

Tabela 4. Primers desenhados para os estudos de Mating type.

Fragmento

Gene Primer Sequéncia (5' - 3) (bp) Referéncia
MAT1-1 Che_mat-1F GCAAGGGATGAGGTTGGTAA 583 Malapi-Wight
etal., 2019
Che_mat-1R ACTGTTCTCGGCCTCAGTGT Malapi-Wight
etal., 2019
MAT1-1-1 Cal_MAT111 F ATGCTTCCTCAGTCTTTGCT 330 Lietal., 2020
Cal_MAT111 R CTTGAAYRGGGTTGGTGG Lietal., 2020
MAT1-1-3 Cal_MAT113 F CCTCCAGAAGTACCGACT 430 Lietal., 2020
Cal_MAT113 R GCTGTCGTTCTTCTTCCT Li et al., 2020
MAT1-2 Cps_mat-2F CCAATCCTTCTCCTGCTGAG 452 Malapi-Wight
etal., 2019
Cps_mat-2R CGTCGTTGGAGTCATCATTG Malapi-Wight
et al., 2019
MAT1-2-1 Cal_MAT121 F GCAAGGAYCGCCACCRAAT 240 Li et al., 2020
Cal_MAT121 R GACACCTCKGCGTTTCTTCTCAG Li et al., 2020
MAT1-2-12 Cal_MAT1212 F TCATCAGTTTCGCCCATT 670 Li et al., 2020
Cal_MAT1212 R CGTCGTACTTCTTCTTCCG Li et al., 2020

O mapeamento dos idiomorfos para as duas espécies causadoras de Podridao do

buxinho (Boxwood blight), mostrou que o MAT1-1 é restrito somente a regifes da Europa e

Reino Unido, e esta em menor frequéncia na populacdo de Ca. henricotiae e Ca.

pseudonaviculata ficando restrito a 5 paises (Malapi-Wight et al. 2019). A presenca dos dois
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idiomorfos em cinco paises indica que os dois fungos podem estar coexistindo em sintonia
por no minimo uma década em paises como Alemanha e Holanda, mas sem evidéncias de
ambos infectando a mesma planta (Malapi-Wight et al. 2019). Os resultado de Malapi-Wight
et al., (2019) corroboram com a hipétese levantada por LeBlanc et al., (2018) de que nos
Estados Unidos ndo havia indicios de reproducéo sexual naquela populacéo e de que Ca.
pseudonaviculata havia se dispersado de forma clonal nos mais de 20 estados Americanos,
tudo isso devido a presenca apenas de um Mating no pais. Na Europa também né&o foram
encontradas evidéncias de reproducéo sexual para nenhuma das duas espécies indicando
outro caminho para a manutencao de variabilidade genética (Malapi-Wight et al. 2019).

No trabalho de Li et al., (2020) foram desenhados quatro pares de primers para
identificacdo de cada variacéo de idiomorfo (Tabela 4). A partir disto o autor amplificou as
regibes para 123 isolados de 65 espécies de Calonectria encontrado que destes 21
espécies foram identificadas como homotalicas, 22 heterotalicas e outras 36 identificadas
como heterotalicas por conterem somente um idiomorfo entre seus isolados (MAT1-1-1 ou
MAT1-2-1). Com base na comparagao das sequéncias geradas no estudo, Li et al. (2020)
relata que possivelmente o ancestral de Calonectria tenha sido heterotalico, tendo uma
transicdo para homotalismo em dois pontos distintos na histéria evolutiva do género, uma
na separacdo do complexo Ca. colhounii e outra na separacdo de Ca. kyotensis, neste
altimo o heterotalismo permanece e em um pequeno grupo houve o retorno a este sistema
mais recentemente.

A partir da reconstrucéo do ancestral comum, e da evidéncia do surgimento de dois
pontos de transi¢cdo para o homotalismo na histéria evolutiva de Calonectria. Li et al. (2020)
levanta que esta transi¢cdo pode ser explicada pelas hipoteses de que o homotalismo pode
ter surgido por eventos de recombinacao independentes (Unequal Crossover) ou que um
ancestral homotalico que continha todos os MAT tenha mudado para heterotalico por dois

eventos de delecao (Li et al. 2020). Em estudos de com o género Neurospora também foi
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constatado que o ancestral comum do género era heterotalico, neste caso o autor relata
gue a transicao de heterotalico para homotalico tem dois possiveis modelos um mediado
por transposons e outro por recombinacdo (Unequal Crossover) assim como o levantado
para Calonectria(Gioti et al. 2012; Li et al. 2020).

A hipotese de unequal crossover aponta quatro possiveis pontos de recombinacéo
entre dois ancestrais heterotalicos, em trés pontos levantados os recombinantes resultantes
sdo heterotalicos o que pode justificar a maior presenca deste padrdo dentro do género
(Figura 14 - a, b e ¢). Um possivel ponto de recombinacdo € sugerido produzindo um
recombinante contendo todos os genes MAT (Figura 14 — d). A hipétese alternativa ao
unequal crossover é a de delecdo de genes em um ancestral que possuia todos os genes
Nno mesmo genoma, 0 que geraria somente dois recombinantes heterotalicos (Figura 14 —
a’, a”) e todo o resto homotalico (Figura 14 — b, ¢ e d), mostrando que a primeira hipotese
€ mais plausivel que a ultima (Li et al. 2020).

Curiosamente nos estudos de Malapi-Wight et al., (2019) foram encontrados
matings opostos em duas espécies distintas e que coabitam o mesmo territério em cinco
paises. Uma das hipéteses levantadas pelo autor para explicar a adaptabilidade e
variabilidade genética de Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata € que possa haver
hibridizacdo interespecifica entre eles. A hibridizac@o interespecifica em Calonectria é
citada como possivel de acontecer entre espécies relacionadas filogeneticamente, porém
a progénie possui baixos niveis de fertilidade (Crous 2002; Lombard et al. 2010d). Outro
estudo aponta que tal fendmeno ocorre por estas espécies reterem a habilidade para
recombinar dos ancestrais comuns, mas que uma espécie pode induzir outra a produzir
peritécio mas néo contribuir geneticamente com a progénie (Lombard et al. 2010d). Apesar
da constatacao de baixa fertilidade, outros estudos ndo quantificaram esta o quéo baixa é,
se a progénie produzida possui genes de um ou das duas espécies participantes e ainda

se as progénies viaveis possuem fitiness diferentes dos seus parentais.
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A hibridizacao intraespecifica caso aconteca em Calonectria pode gerar grandes
impactos em como os programas de melhoramento sdo conduzidos, devido ao potencial de
mudancas rapidas nestas populacdes pelo surgimento de novas caracteristicas como:
aumento da viruléncia, alteracdo da adaptacdo a novos hospedeiros e locais, e reducéo a
sensibilidade a principios ativos usados no controle (Malapi-Wight et al. 2019).

O conhecimento dos diferentes mating-types de uma populacéo de fungos em uma
localidade, suporta as regulamentacfes de quarentena impedindo que um mating diferente
seja introduzido (Li et al. 2020). A introducdo de novos e opostos matings em uma
populacao heterotalica pode desencadear o ciclo sexual que envolve o crossover fazendo
com que a prole recombinante tenha diferente fitness por gerar novas combinacdes de
alelos, aumentar a diversidade genética, evitar o acimulo de muta¢fes deletérias (Roach
and Heitman 2014). Apesar do conhecimento ja gerado e a afirmacéo de Li et al. (2020) de
que o ancestral comum de Calonectria tenha sido heterotélico e a maioria das espécies néo
terem o mating oposto conhecido, como o0 género possui tanta diversidade entre e
intraespécie. Roach & Heitman, (2014) discutem que populacées com reproducdo somente
sexual eventualmente podem sofrer com muta¢des nocivas com possivel impacto no fitness
do fungo e que ao longo das geracdes esta perda de fithness pode continuar e eventualmente
levar a populacgdo a extin¢cdo. Para isso uma terceira via de manutencao de variabilidade é
predita em populacdes de fungos, o ciclo unissexual, que ndo dispensa um mating
oposto(Roach et al. 2014). Este néo tradicional ciclo acontece quando o fungo trabalha com
se fosse homotalico, produzindo estruturas sexuais, mas ao contrario do ciclo homotalico o
organismo sO possui um mating no seu genoma (Roach et al. 2014). Casos da presenca do
ciclo unissexual sao relatadas em espécies de Cryptococcus neoformans, Candida albicans
e Neurospora (Roach et al. 2014).

O ciclo unissexual € um mecanismo é citado como uma hipotese alternativa a

hibridizacdo intraespecifica em Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata. Este mecanismo
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pode explicar a manutencéo de diversidade intraespecifica destas espécies e a capacidade
de adaptacédo de novos nichos como ocorreu nos ultimos nove anos nos Estados Unidos
(Malapi-Wight et al. 2019). A longo tempo 0 mecanismo pode ser muito significante em
populacdes clonais por permitir a recombinacdo e expurgar mutacdes deletérias da
progénie, evitando a possivel extingdo da espécie (Roach et al. 2014; Malapi-Wight et al.
2019). As bases genéticas deste mecanismo ainda ndo sao definidas e também séo
conhecidos poucos casos entre os fungos.

Uma outra via de geracao de variabilidade é conhecida em alguns fungos e tem
ganhado numeros de publicacfes. O ciclo parassexual é quando um fungo com diferentes
gendtipos em diferentes hifas sofrem anastomose, os dois ndcleos podem se fundir gerando
um organismos diploide, este por sua vez pode sofrer mitose e se manter neste estado
gerando micélio e esporos diploides o que pode ou ndo sofrer aneuploidia voltando ao
estado haploide, ou apds a mitose os nucleos podem sofres recombinacdo mitética e os
seus recombinantes gerar descendentes diploides com posterior aneuploidia formando
organismos haploides ou permanecer no estado diploide por varios ciclos (Debuchy e
Turgeon, 2006). A recombinacao sem fora dos ciclos sexuais foi primeiramente observada
em espécies dos géneros Aspergillus, Candida, Fusarium, Macrophomina, Metarhizium,
Paecilomyces, Penicillium e Verticilium (Hastie 1964; Garber and Beraha 1965; Riba and

Ravelojoana 1984; Forche et al. 2008; Nielsen et al. 2021; Sybuia et al. 2022).

O ciclo parassexual pode ser um mecanismo que aumenta a diversidade genética
em fungos que se propagam predominantemente de forma assexual, com potencial para
gerar proles que se adaptam melhor as continuas mudancas do ambiente ou melhores
caracteristicas que seus parentais (Strom and Bushley 2016). Em Metarhizium muitos
trabalhos tém demostrado estruturas assexuais como conidios na forma diploide, chegando

a proporcoes de 25% dos coletados em infec¢cdes em insetos(Wang et al. 2011; Strom and
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Bushley 2016). O ciclo parassexual apesar de conhecido desde a década de 50, ainda nao
foi explorado para muitos fungos, deixando uma lacuna quando a geracao de variabilidade

em populacdes de fungos que sé é conhecida seu ciclo assexual.

1.10 Estudos genémicos relacionados aos

géneros Calonectria-like

Sequenciamentos gendmicos tem recebido destaque nos ultimos anos devido as
enormes aplicacbes possiveis, uma delas é a resolucdo de divergéncias em
reconhecimento de espécies, a filogendmica ajuda neste tipo de analise por aumentar o
sinal filogenético e dar uma robusta resolucéo por analisar sequencias de diferentes genes
(Li et al. 2022) Para este e demais estudos a disponibilizacdo destes genomas em
plataformas de bancos de dados como Genbank e Mycocosm

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) € parte crucial para a perpetuacdo de

pesquisas de comparacdo gendmica. Observando no banco de dados do Genbank é
possivel notar que para a familia Nectriaceae existem cerca de 1.477 genomas
disponibilizados. Do total de genomas nota-se que os estudos genémicos dentro desta
familia estdo focados em dois géneros principais, Fusarium e Calonectria com 94% e 4%
dos genomas, respectivamente. Os 2% restantes sdo genomas dos géneros Aquanectria,
llyonectria, Mariannaea, Microcera, Neonectria, Pseudonectria, Rugonectria, Stylonectria,
Thelonectria e Xenoacremonio. Na plataforma Mycocosm a predominancia de dados de
Fusarium é repetida, no entanto ndo existem dados para Calonectria. Em ambas as
plataformas ndo ha registro de genomas disponibilizados para os outros géneros que
compde o grupo Calonectria-like além do género principal.

Em 2016 comecaram os estudos gendmicos relacionados ao género Calonectria, a

partir da disponibilizacdo do genoma de Ca. pseudonaviculata CBS 139395 na plataforma
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do Genbank. No mesmo ano a primeira publicacéo é feita, com o objetivo de demonstrar
como as técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS do inglés Next Generation
sequencing) podem ser usadas para a rapida caracterizacdo de fitopatdgenos e novas
doencas (Malapi-Wight et al. 2016). Foram submetidos a plataforma do GenBank outros 69
genomas entre 0s anos de 2017 e 2022, entre estes, constam 17 espécies; sao elas: Ca.
aciculata; Ca. crousiana; Ca. fujianensis; Ca. hawksworthii; Ca. henricotiae; Ca.
honghensis; Ca. hongkongensis; Ca. Ilicicola; Ca. leucothoes; Ca. montana; Ca.
multiphialidica; Ca. naviculata; Ca. pauciramosa; Ca. pseudonaviculata; Ca.
pseudoreteaudii; Ca. pseudoturangicola e Ca. pteridis.

De forma geral, com os dados atuais € possivel notar que o género Calonectria
possui um genoma variando entre 30,8 e 75,4 Mb, e uma porcentagem de GC entre 46 e
51,5%. Entre as espécies amostradas se destacam Ca. ilicicola (40 genomas), Ca.
pseudonaviculata (9 genomas) e Ca. henricotiae (5 genomas). As duas Ultimas espécies se
destacam devido a recente importancia como patdgenos em Buxus semperviverens na
Europa e nos Estados Unidos(Malapi-Wight et al. 2019) Genomas de Ca. ilicicola fazem
parte de dois trabalhos principais o primeiro reporta o sequenciamento dos genomas(Liu et
al. 2021) e o segundo estuda o a relacédo desta espécie com ouros fungos de outros grupos
taxondémicos, ressaltando o uso de genoma mitocondrial para criar bases no entendimento
da evolucdo mitocondrial destes fungos (Gai et al. 2020). Apesar de Ca. ilicicola ser a
espécie que possui 40 genomas, nao foi dado nenhuma outra abordagem a eles além dos
estudos citados acima.

Um unico estudo de filogenbmica que buscou datar tempo de divergéncia entre
espécies, utilizou genomas de cinco espécies, trés do complexo de espécies Ca. naviculata
(Ca. henricotiae, Ca. naviculata, Ca. pseudonaviculata) uma do complexo Ca. mexicana
(Ca. leuchothoes) e outra do complexo Ca. reteaudii (Ca. pseudoreteaudii). Segundo 0s

resultados, as espécies analisadas do complexo Ca. naviculata se separaram das demais
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a cerca de 40,2 Milhdes de anos atras (Malapi-Wight et al. 2019), na era Cenozbica, periodo
do Eoceno, este periodo é considerado como o mais quente e humido do perido Cenozéico,
e € levantado a hipotese que devida as condic¢des ideais tenha sido um periodo de intensa
migracao e diversificacdo de inumeras plantas e animais (Gradstein et al. 2004; Cai et al.
2019). A separacdo entre espécies citadas como causadoras de doencas em Buxus
sempervirens ocorreu durante o final do Oligoceno a 26,5 Milhdes de anos e a separacao
das espécies Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata ja acontece bem recentemente no
final do Plioceno a 2,6 Milhdes de anos, este foi um periodo em que foi marcado pela
expansao de gramineas C4 devido a uma expansao global de aridificacdo (Gradstein et al.
2004; Cai et al. 2019; Malapi-Wight et al. 2019).

Estudos filogendmicos que buscam datar por estimativa eventos de especiacao
dentro de um género correlacionados com eventos histéricos e processos de especiacao,
extincdo, migracao e expansao de hospedeiros podem oferecer melhor entendimento sobre
a historia evolutiva destes patégenos. Os dados estimados por Malapi-Wight et al., (2019)
indicando a separacdo do complexo de espécies Ca. naviculata no Eoceno coincidem com
a estimativa de separacdo do género Buxus (estimado entre 40 e 50 milh6es de anos) dos
seus parentais (Krutzsch 1989) Outro estudo mostra que na Italia a 130 mil anos atras ja
existiam espécies de Buxus sempervirens devido a presenca de polen fossilizados
(Carvalho et al. 2016). O complexo Ca. naviculata possui maior numero de associacdes
todas a espécies de Buxus entre todos os outros complexos de Calonectria. Estas
evidéncias podem apontar para uma coevolucdo entre as espécies durante a historia
evolutiva dos géneros.

Outro estudo gendémico que aborda de forma pioneira as estratégias de
patogenicidade e adaptacdo de Ca. pseudoreteudii foi publicado em 2018. Ao analisar o
genoma da espécie os autores observaram, que tem um tamanho de 63,7 Mb, com taxa de

CG em 48,3%, 14.355 genes, destes 1.178 sdo proteinas secretadas 87% das quais
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suportadas por dados de RNA-seq(Ye et al. 2018). Do total de genes encontrados em Ca.
pseudoreteaudii cerca de 46,1% também é encontrado em espécies filogeneticamente
préximas como Nectria ditissima, Fusarium graminearum, F. oxysporum, F. solani e F.

verticilliodes, outros 12,3% s&o encontrados somente em Ca. pseudoreteaudii fazendo com
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Tamanho

Scaffold/N°

N50

Projeto

Método de

- o . N A
Espécie Isolado Genoma (Mb) GC (%) de contigs Cobertura (bp) Hospedeiro WGS sequenciamento Instituicdo Referéncia
Calonectria CMW 47645 ASM1340699v1 61,6 49,5 334 40 365.6  Eucalyptus VTGEO1 lllumina HiSeq FABI Liu et al.
aciculata urophylla (2019)
Ca. crousiana CMW 27249 ASM1340698v1l 58,1 50,0 417 52 332.9 Eucalyptus VTGDO01 lllumina HiSeq FABI Liu et al.
grandis (2019)
Ca. fujianensis CMW 27257 ASM1340696v1 61,5 49,5 263 31 505.8 E. grandis VTGCO01 lllumina HiSeq FABI Liu et al.
(2019)
Ca. hawksworthii S6964 ASM2097541v1 64,8 49,0 153 15 1.5Mb Persea JAHXZKO1  lllumina MiSeq USDA-ARS
americana
Ca. henricotiae CBO077 ASM438093v1 47,5 49,5 6145 839 16.9kb Buxus PGSEO1 lllumina MiSeq USDA-ARS Crouch et al.
sempervirens (2017)
CBS 138102 ASM438088v1 53,5 48,5 9584 1020 15.3kb  B. PGWRO01 lllumina MiSegq; USDA-ARS  Crouch et al.
sempervirens PacBio (2017)
NLO09 ASM438096v1 49,1 49,0 10144 1108 12kb  B. PGSFO01 lllumina MiSeq USDA-ARS  Crouch et al.
sempervirens (2017)
NLO17 ASM438220v1 43,3 49,5 28985 7711 1.8 B. PHMYO01 lllumina MiSeq USDA-ARS  Crouch et al.
sempervirens (2017)
JAC13-131 ASM2062369v1 53,0 46,5 1018 140 107.9kb Buxus sp. JAHVYBO1 Illumina MiSeq USDA-ARS  Roger et al.
(2022)
Ca. honghensis CMW 47669 ASM1340385v1 61,7 49,5 175 23 918.3kb Solo VTGBO1 lllumina HiSeq FABI Liu et al.
(2019)
Ca. CMW 47271 ASM1714075v1 61,7 48,5 110 19 1.2Mb  Solo JAACJAO01  lllumina HiSeq FABI Li et al.
hongkongensis (2020)
Ca. ilicicola FJLY41 ASM1462202v1 70,2 46,0 303 36 641kb  Arachis JACVOEO1 Illlumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
hypogaea University (2021)
GDBLO1 ASM1462209v1 68,6 46,5 328 43 478317 Glycine max JACVOJO1 Illumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)
GDBL02 ASM1462210v1 69,6 46,5 351 35 555473 A, hypogaea JACVOIO1 lllumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)
GDBL60 ASM1462203v1 68,8 46,5 329 39 510771 G. max JACVOHO1 lllumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)
GDMZ12 ASM1462201v1 69,9 46,0 353 43 520.7kb A, hypogaea JACVOGO01 Illumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)
JXLN31 ASM1462199v1 69,9 46,5 485 45 432kb A, hypogaea JACVOFO01 lllumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)
ZJHZ01 ASM1462200v1 70,4 46,0 307 29 689%kb G. max JACVODO1 lllumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)
Continua...
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AHDT12 ASM2101936v1 68,5 46,5 302 35 490165 A, hypogaea JAIZDKO01 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

AHDT6 ASM2101933v1 68,5 46,5 312 34 525308 A, hypogaea JAIZDJO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

AHSZ11 ASM2101931v1 68,5 46,5 262 36 536426 A, hypogaea JAJAHWO1  lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

AHSZ7 ASM2101929v1 68,3 46,5 342 42 446200 A, hypogaea JAIZDIO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

GDCH127 ASM2101926v1 69,8 46,0 287 38 598381 A, hypogaea JAIZDHO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

GDGZ125 ASM2074036v1 73,7 48,0 5981 1073 17654 A, hypogaea JAJALNO1  lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

GDYF159 ASM2074035v1 69,6 46,5 337 50 447822 A, hypogaea JAJALMO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

GDYJ169 ASM2080970v1 69,9 46,5 12 5 6.8Mb A, hypogaea Oxford Nanopore Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

GDYJ183 ASM2101925v1 69,7 46,5 374 54 506045 A, hypogaea JAIZDGO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

GDzQ186 ASM1650864v1 69,7 46,0 350 49 438287 A, hypogaea JADDLSO01 lllumina HiSeq Zhejiang Liu et al.
University (2021)

HNYC11 ASM2101921v1 67,1 47,0 782 72 262077 A, hypogaea JAJAHVO1  lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

HNYC15 ASM2101919v1 68,6 46,5 279 37 527601 A, hypogaea JAJAHUO1  lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University

HNYC23 ASM2101922v1 68,6 46,5 245 32 585074 A, hypogaea JAJAHTO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
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HNYC24 ASM2101917v1 68,6 46,5 256 35 553048 A, hypogaea JAJAHSO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
HNYC36 ASM2101915v1 68,5 46,5 307 37 524568 A, hypogaea JAIZDFO01 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
HNYC58 ASM2101910v1 68,6 46,5 196 28 727719 A, hypogaea JAIZDEO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
HNYC70 ASM2101907v1 68,5 46,5 349 40 487517 A, hypogaea JAJAHRO1  lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
SCMS200 ASM2074034v1 58,6 51,5 923 69 220882 A, hypogaea JAJALLO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
SDJN1 ASM2101909v1 68,5 46,5 311 35 531443 A, hypogaea JAJAHQO1  Illumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
SDJN13 ASM2101908v1 67,7 46,5 244 35 553047 A, hypogaea JAJAHPO1  lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
SDJN15 ASM2101905v1 68,6 46,5 301 34 509966 A, hypogaea JAIZDMO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
SDJIN6 ASM2101901v1 68,4 46,5 369 38 481441 A, hypogaea JAIZDLO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
F018 ASM2451573v1 69,0 46,5 16 5 6053737 G. max JAKVRCO01 Oxford Nanopore National Liu et al.
GridION Taiwan (2021)
University
GDCH194 ASM2301553v1 69,6 46,5 424 54 434235 A, hypogaea JAJIABO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDHY120 ASM2301551v1 68,4 47,0 728 47 259980 A, hypogaea JAJIACO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDHY151 ASM2301548v1 70,5 46,5 394 44 477770 A, hypogaea JAJIADO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
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GDHY27 ASM2301546v1 70,9 46,5 379 40 549956 A, hypogaea JAJIAEOL lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDMZ26 ASM2301544v1 75,4 47,0 456 45 481907 A, hypogaea JAJIAFO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDSG115 ASM2301543v1 70,3 46,0 376 43 511546 A, hypogaea JAJIAGO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDYJ176 ASM2301540v1 70,6 46,5 418 40 497366 A, hypogaea JAJIAHO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDYJ177 ASM2301538v1 69,9 46,0 352 45 482386 A, hypogaea JAJIAIOL lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
GDYJ182 ASM2301537v1 69,8 46,0 329 43 530120 A, hypogaea JAJIAJO01 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
JXLN134 ASM2301534v1 70,6 46,0 294 33 685330 A, hypogaea JAJIAKO1 lllumina HiSeq Beijing Liu et al.
Forestry (2021)
University
Ca. leucothoes CBS 109166 ASM217983v1 63,0 49,5 3806 89 204521 Leucothoe NAJIO1 lllumina MiSeq USDA-ARS Malapi-Wight
axillaris et al. (2019)
Ca. montana PCamO007 ASM2260643v1 59,3 47,0 13 4 6356788 tree peony JAIZZI01  Oxford Nanopore Henan Tian et al.
PromethION University of (2022)
Science &
Technology
Ca. multiphialidica CBS 112678 ASM2062366v1 62,9 50,0 1162 64 255455 Solo JAHVYCO1 lllumina MiSeq USDA-ARS  Roger et al.
(2022)
Ca. naviculata CBS 101121 ASM303170v1 65,7 50,5 5805 299 55554  Folhas NAGGO01 lllumina MiSeq USDA-ARS  Roger et al.
(2022)
Ca. pauciramosa CBS 138824 ASM1714078v1 62,5 49,0 154 13 1618990 E. grandis JAACIZ01 lllumina HiSeq FABI Li etal.
(2020)
CMW 7592 ASM1714065v1 62,3 49,0 113 20 1000055 E. grandis JAACIYO01 lllumina HiSeq FABI Li etal.
(2020)
Ca. CBS 139394 ASM169650v1 51,4 47,5 2267 178 83301 Sarcococca JyJyol lllumina MiSeq USDA-ARS  Yangetal.
pseudonaviculata hookeriana (2022)
CB002 ASM650590v1 49,9 48,5 7686 877 16997 B. QGQV01 lllumina GAIllIx USDA-ARS  Yangetal.
sempervirens (2022)
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CBS 139395 ASM438091v1 55,0 46,0 3424 272 62248 B. PGGAO1 lllumina MiSeq;  USDA-ARS  Yang et al.
sempervirens PacBio (2022)
CBS 14417  ASM438100v1 47,3 50,0 5848 855 16943 B. PHMXO01 lllumina MiSeq USDA-ARS  Yangetal.
sempervirens (2022)
CT13 ASM438098v1 47,8 49,5 5194 706 20785 B. PGWWO01 lllumina MiSeq USDA-ARS  Yangetal.
sempervirens (2022)
ICMP 14368 ASM438224v1 30,8 49,5 26064 7135 1370 B. PHNAO1 lllumina MiSeq USDA-ARS  Yangetal.
sempervirens (2022)
NC-BB1 ASM438103v1 39,8 49,5 21937 4560 2591 B. PHMZ01 lllumina MiSeq USDA-ARS  Yangetal.
sempervirens (2022)
ODAl ASM438222v1 45,2 50,0 16367 2840 4586  B. PHNBO1 lllumina MiSeq USDA-ARS  Yangetal.
sempervirens (2022)
JAC13-27 ASM2062367v1 54,0 46,5 2390 291 52534  Buxus sp. JAHVYDO1 Illumina MiSeq USDA-ARS  Roger et al.
(2022)
Ca. YA51 ASM187950v1 63,7 48,0 2740 236 79404 Eucalyptus sp. MOCDO01 lllumina HiSeq Fujian Ye et al.
pseudoreteaudii Agriculture (2018)
and Forestry
University
Ca. CMW 47496 ASM1340382v1 62,1 48,5 209 26 682760 Solo VTGAO1 lllumina HiSeq FABI Liu et al.
pseudoturangicola (2019)
Ca. pteridis LPF059 ASM2283700v1 58,4 50,0 1207 55 276469 Eucalyptus sp. JAKZGUO1 lllumina NovaSeq UFV Queiroz et
al. (2022)
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gue os autores levantem a hipétese de que possam genes formados para adaptacéo

a um hospedeiro especifico (Ye et al. 2018).

A anélise do genoma de Ca. pseudoreteaudii mostrou que este organismos
possui um arsenal genémico muito poderoso e distinto de varios outros Hypocreales
fitopatdgenos. A exemplo disto: foram identificados 57 genes relacionados ao
metabolismo responsavel pela invasdo e colonizacdo do hospedeiro; 679 genes
transportadores de membrana, sobretudo ABC transportador (ATP-binding cassette
transporter), fator que aumenta a resisténcia do patdogeno a toxinas liberadas pelas
células do hospedeiro, podendo ser fator determinante no sucesso na colonizacao;
alta quantidade de genes relacionado a transcricdo de cutinases, pectinase, e 1,4-
benzoquinona que atua na degradacéo de lignina e protecédo do fungo a compostos
reativos de quinona, tais genes transcrevem enzimas importantes na colonizagéo por

degrada a primeira linha de defesa da planta (Ye et al. 2018).

O trabalho de Ye et al., (2018) demonstra que varias familias de genes foram
expandidas ou contraidas em Ca. pseudoreteaudii, principalmente familias de genes
relacionadas a processo de oxido-reducdo, compostos aromaticos, transporte
transmembrana estdo em expansdo, o que pode ser relacionado a adaptacdo a
diferentes nichos ecoldgicos. Atualmente a espécie € reportada somente causando
doencas em Eucalyptus sp. na China, porém esta expansao pode ser compartilhada
entre espécies que compdem o complexo de espécie Ca. reteaudii, uma vez que este
complexo esta distribuido em 5 continentes, 19 paises sendo relatadas associadas a

27 familias de plantas.

Posteriormente Rogers et al., (2022) analisou genomas de 24 espécies
relacionadas a doencas em B. sempervirens, e espécies de Calonectria ainda nao

associadas a doencas, buscando entender como 0s genes destas espécies estédo



evoluindo. Pela andalise dos genomas 0s autores constataram que entre as seis
espécies de Calonectria analisadas (patogénicas a B. sempervirens = Ca. henricotiae
e Ca. pseudonaviculata, patogénicas a outras espécies = Ca. leucothoes e Ca.
pseudoreteaudii, ndo associadas como patdgenos = Ca. multiphialidica e Ca.
naviculata,) somente as associadas a doencas em B. sempervirens apresentaram alta
taxa de contracdo e expansdo de familias génicas e nas espécies ndo associadas
como patdgenos exibiram também altas taxas de expansdo de familias génicas.
Rogers et al., (2022) discutem quem esta rapida contracdo em familias de genes
relacionados no processo de infeccdo das espécies patogénicas a B. sempervirens
aponta para uma evolucdo no comportamento destes fungos, se tornado mais
biotréficos que hemibiotréfico como € relatado para Calonectria, porém como 0s
estudos relacionado ao comportamento destas duas espécies ainda nao foi feito esta
correlagcdo permanece no campo da hipotese. Associando a rapida contracdo de
genes relacionados a infeccao das espécies Ca. henricotiae e Ca. pseudonaviculata,
com os indicios de possivel co-evolu¢cao com a familia botanica hospedeira e a baixa
diversidade de hospedeiros relatados para estas espécies (Malapi-Wight et al. 2013;
Liu et al. 2020; Li et al. 2022; Rogers et al. 2022), indicam uma especializacao entre
estes patossistemas, em que os patdégenos estdo, geneticamente mudando para um

habito diferente dos seus ancestrais.

Espécies também patogénicas como Ca. leucothoes e Ca. pseudoreteaudii
apesar de terem a sua diversidade de hospedeiros restrito somente a uma familia
botanica, ndo foram encontrados padrdes de contracdo e expansdo de familias
génicas como as patogénicas a B. sempervirens(Rogers et al. 2022). As espécies nao
associadas como patdégenos, Ca. multiphialidica e Ca. naviculata, por apresentarem

familias génicas com fungcdo ainda desconhecida e outras responsaveis por
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biossintese do metabolismo secundario e metabolismo de carboidrato nas categorias
COG. Expanséo destas familias de genes sdo comuns em fungos que possuem habito
saprofitico devido a estratégias de defesas contra outros fungos e degradacédo de
nutrientes (Rogers et al. 2022). Interessantemente nas espécies ndo patogénicas
foram encontradas familias de genes também relacionados a patogenicidade e
comuns entre seus parentes patogénicos. O que aponta para uma evolu¢do em que
estes genes advém de um ancestral comum, ou que as espécies ndo patogénicas

estdo evoluindo de forma similar a patégenos de plantas (Rogers et al., 2022).

Uma abordagem gendmica aplicada a Calonectria foi a mitogenomica, que
consiste no sequenciamento e analise do genoma mitocondrial. A ferramenta oferece
um potencial inexplorado como rel6gio molecular por ter alta taxa de mutacéo e baixa
taxa de recombinacdo (Gai et al. 2020). Atualmente a técnica foi aplicada no
sequenciamento de cinco mitogenomas de Ca. ilicicola que mostrou tamanho
variando de 39,9Kb a 64,4Kb e € marcado pela permanéncia desta espécie préximo
a géneros filogeneticamente relacionados em andlises de DNA nuclear como

llyonectria e Fusarium (Gai et al. 2020).

Apesar do numero dos estudos citados anteriormente, andlises genémicas
(nuclear e mitocondrial) para o género Calonectria sdo escassas, mantendo ainda
muitas questdes em aberto. Apesar disto, 0 nUmero de genomas disponibilizado nos
bancos de dados vem crescendo, o que serve de insumo para futuras analises. Bons
exemplos de estudos utilizando genomas podem ser observados em outros grupos
taxondmicos, como em Zymoseptoria tritici onde foi identificado e estimado as datas
de introducéo da espécie em novas areas devido a domesticacdo e expansao global

do cultivo de trigo e que a resisténcia a defensivos agricolas foi mediados por
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elementos transponiveis, isso a partir da analise de mil genomas (Feurtey et al. 2023).
Este primeiro exemplo serve de base para iniciar os estudos em patossistemas como
Eucalyptus sp. e Calonectria, levando em consideracédo que a interacdo produz uma
das doencas mais devastadores no hospedeiro (Bose et al. 2022) é amplamente
distribuido em regides subtropicais e tropicais e a interagcdo € género-género
(multiplas espécies de Calonectria podem causar doencas e multiplas espécies de

Eucalyptus) e ndo espécie-espécie.

Estudos com Trichoderma utilizando genoma, podem ser citadas como base
para futuros estudos em Calonectria: (Kubicek et al. 2011) mostra em seus trabalhos
como foi a evolucao de espécies de Trichoderma de acordo com o tipo de habito das
espécies analisadas foi possivel inferir sobre quais 0os genes sao importantes no
processo de micoparasitismo, indicando que o ancestral comum do género possa ter
sido micoparasita de basidiomicetos decompositores de madeira e que tenha evoluido
para caracteristicas saprofiticas a para sobreviver no substrato do seu hospedeiro
basidiomiceto. Similar a esta abordagem podemos notar que muitas espécies de
Calonectria até o0 momento ndo sdo associadas a doencas, enquanto outras séo
somente associadas aos seus hospedeiros. Ndo possuimos conhecimento de que
durante a evolugdo do género qual o habito do ancestral comum e como foi a
evolucdo, se no inicio o género tinha habito saprofitico e evoluiu para o hébito

parasitico, ou o contrario.

Além das perguntas acima pode ser citado que os proximos estudos com
gendmica de Calonectria podem tomar as seguintes dire¢des: i. expandir banco de
dados de genoma para ter ao menos um isolado de cada espécie sequenciado; ii.

Identificacdo do core genoma do género; iii. Elaborar backbone filogenémico a partir
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do core genoma; iv. ldentificar possiveis locus que oferecam melhor delimitacdo de
espécies do que os atuais marcadores; v. Identificar familias de genes que estéao
relacionadas a fatores de patogenicidade; vi. Identificar pan genoma e entender o
processo evolutivo de especiacdo das espécies; vii. Identificar como os elementos
transponiveis possam ter agidos como direcionadores de evolucao; viii. ldentificar
possiveis transferéncias horizontais de genes ao longo da historia evolutiva; ix.
Estimar processos migratérios e dispersdo de espécies nos territorios e nas espécies

hospedeiras; x. Analisar vias alternativas de geracao de variabilidade genética.
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A meta-analysis of the representativity of Genbank
regarding Calonectria and closely related genera.

2.1 Abstract

Since 1995, when the first Calonectria sequence was submitted to Genbank, this
databank turned a valuable resource to Calonectria -like researchers, acting as a cut
between the traditional taxonomic based on phenotypic measurements to molecular
approaches. Due to the exponential increase in the sequence of data in Genbank with
metadata, this resource presents some discrepancies, making some studies difficult or
impossible, mainly because of the uniformity in the number of sequences, metadata
information, and lack of accuracy by the submitters. In this way, a search in Genbank
using the keywords Aquanectria, Calonectria, Curvicladiella, Cylindrocladiella,
Gliocladiopsis, Gliocephalotrichum, Penicillifer, and Xenocylindrocladium 20,236
accessions were downloaded to Genbank, totaling 430,504 databank lines. It was
shown that Calonectria is the most sampled genus, followed by Cylindrocladiella,
Gliocephalotrichum, and Gliocladiopsis. There are many gaps in marker sampling in
all genera, and that tef and tub are the two most frequently markers submitted with
5,125 and 5,287 sequences each. 6,414 isolates were identified, but these numbers
can be overrepresented due to the “Matryoshka doll effect” of providing the new
number to isolate each time it is stored in a new laboratory. The data show the group
is globally spread, but the analysis was only possible for 78.3% of access, as they were
filled with the information. Genera such Xenocylindrocladium and Curvicladiella stay
isolated in South America and Asia. Brazil and China (64 and 51 species respectively)
are the countries with greatest diversity of reported species, and Calonectria

pauciramosa is the most cosmopolitan species (12 countries). In the metadata
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host/substrate information was retrieved in only 22% of all access, indicating that the
authors ignored this information. In total, 146 genera, 82 families and 45 orders of plant
were observed with the eight genera. Highlighted the order Myrtales, Ericales, Fabales,
Pinales, and Sapindales, the top five orders with the greatest number of associated
species. Despite the quantities of data presented in this study, metadata analysis
shows that the health of the databank is in decline, due to poor metadata submission.
Therefore, the databank is wasted and offside of growth by the implementations of new
search tools and used as data source for host diversity, spatial analysis, and
epidemiological approaches. The gaps found in this paper made us propose a
standardization and the authors followed standards such as filling in a minimum of
information about sequences, updating the currently name and using the first isolate
number as reference independent of where it was currently stored, and living the new

number to internal use and referred in the metadata note.

Keywords: Hypocreales, Botryosphaeraceae, Myrtaceae, Medicine, Drugs

2.2 Introduction

The historic of Calonectria and seven other genera (Aquanectria, Curvicladiella,
Cylindrocladiella, Gliocladiopsis, Gliocephalotrichum, Penicillifer and
Xenocylindrocladium), have been associated due to similarities shared by the
anamorphous phase, such as the presence of white penicillate conidiophores, the
presence of stipe extension with the presence of vesicle at the end (exception
Gliocladiopsis), produce cylindrical conidia and are commonly isolate from soll
samples (Boesewikel 1982; Crous 2002; Silva et al. 2020a). The group called
Calonectria-like (Crous 2002) had its taxonomy intertwined for years. Calonectria was
raised in 1867 by De Notoris, in next its anamorph state was described in 1892

120



(Morgan 1892; Crous 2002). Almost 60 years later, Gliocladiopsis was proposed as a
genus (Barron and Peterson 1968; Lombard and Crous 2012a). In 1962,
Gliocephalotrichum was removed from Calonectria on the basin of different spore
morphology and number of stipe extensions (Ellis and Hesseltine 1962), in this same
decade the genus Penicillifer was published, and specimens of Gliocladiopsis were
demoted as species within genus Calonectria (Barron and Peterson 1968; Van Emden
1968; Lombard and Crous 2012a). Cylindrocladiella was proposed to group specimens
of Calonectria that had small conidiophores (less than 20u) and small conidia
(Boesewinkel 1982). The genus Gliocladiopsis was only resurrected in 1993 based
only in morphological characteristics (Lombard and Crous 2012b) The last two genera
described based only in non-molecular approaches were Xenocylindrocladium and
Curvicladiella (Decock et al. 1997; Decock and Crous 1998). Aquanectria is the most
recent genus described in this group and join morphological and phylogenetics

characteristics (Lombard et al. 2015a).

Throughout the revision increase of this group, we can separate into two
moments, before and after the implementation of molecular data Before, all
descriptions were made based in morphological, physiological and/or biological
concepts (Lucking et al. 2020) causing some misunderstanding in the development of
the process. After, the phylogenetic concept of species is introduced, later changed to
Genealogical Concordance Phylogenetic Specie Recognition (GCPSR - Taylor et al.
2000). But this made it necessary to make sequences available on public dates, for
features comparisons. With this main objective, began the International Sequence
Database Collaboration (INSDC) join the National Center for Biotechnology
Information (NCBI), the European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) and the DNA

Data Bank of Japan (DDJB) and American nucleic acid sequence database Genbank.
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The author mentions that this initiative contains more nucleotides than “the number of
stars in the Milky Way”(Strasser 2008). Genbank currently represents a valuable
resource for global science by detain nowadays more than 500 million of nucleotide
sequences (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). The importance of this databank
has been cited as innovative of biology due join molecular sequences and values of

natural history (Strasser 2008).

The first Calonectria -like sequence submitted to Genbank was in April 1995,
being a Calonectria pteridis clone cyl3 with 305 nucleotides. This was the first step until
we reached about 20,000 sequences currently, totaling eight genera.. Over the years,
with the increase and implementation of new molecular markers, the pattern of
sequences submitted in Genbank changed, starting with ribossomal markers (its, Isu
and ssu) to partial sequences that participated in other molecules (act, cmda, his3,
repbl, rpb2, tef, tub, etc. — Liu et al. 2020). The change caused some uniformity in the
sample quantities of these markers inner the databank, inducing researchers to some
misunderstanding, in the same case providing phylogenetics analysis without
uniformity. Such lack of uniformity triggered the over-inference about the number of
Calonectria species needed summary review and establishment of markers number
and refining the phylogenetical Calonectria specie concept (Liu et al. 2020). The review
by Liu et al. (2020) reinforces the importance of utilization barcode markers for species,
before proposed in 2017 for Calonectria and 2019 for Cylindrocladiella (Marin-Felix et
al. 2017, 2019), while the others six genus remain undefined. Such a review needs
some physical resources, such as the presence of an isolate available to be newly
processed in DNA extraction, thus the phenomenon of migration of isolates between
laboratories occurs.. The phenomena can be caused by applying this biological

resource in a new study or just to store it in a reference culture collection. In this transfer
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process, its common new publication uses the new isolate number gave by the new
location, in some cases, referring to the old number in the paper table and in Genbank

metadate.

As Genbank is a public databank provided by the authors, who submitted
sequences accompanied by the metadata, the richness of the databank is in the hands
of these authors. Some practices put the usability of this resource in risk: i) revisions
in taxonomy, causing some species to be synonymized inner others without revision
in databanks; ii) transfer of material between laboratories without the proper use of
only the first published isolate number, disregarding where the isolate is now; iii) submit
the sequence with wrong nomenclatures; iv) submit sequences without metadata,
poorly filled or information in wrong qualifiers. Due to these problems, the database
suffers from the impossibility of improving the filter, even using complex keywords
nowadays it is impossible to consult sequences of a determinate group of
specifications, for example, location on earth, substrate or associated host, height or
same collector (Yilmaz et al. 2011). As an effort to care for the integrity of the Genbank
database, the authors reinforce that minimal information about a marker gene
sequence (MIMARKS) and about any sequences (MixS) suggesting that environment
(any information about where the sample was collected), geographical location and
historic (collector number, personal number of the isolate, collector) as minimums to
be inputted in the moment of sequence submission (Yilmaz et al. 2011; Aime et al.

2021a).

As the objective of this study, we posed to answer the following questions: i)
how healthy is the databank in the concern the eight genera that compose Calonectria-
like? ii) How much is the metadata filled with richness? iii) what is the sampling of each

major marker used in the phylogeny for this group since the first sequence was
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submitted? iv) the number of sequences is related to the number of recognized
species? V) how is the distribution of sequence inner species and genus, are they
representative? vi) Using Genbank databank, how is the worldwide spatial distribution
of isolates and species? vii) Is the currently cited number of host species for the genus
possible to find representativeness in the Genbank database? viii) how is the

distribution of data reported in association with host or substrate?

2.3 Material and Methods

Data extraction — Was searched by the genus that compose Calonectria-like group
(Aquanectria, Calonectria, Curvicladiella, Cylindrocladiella,  Gliocladiopsis,
Gliocephalotrichum, Penicillifer and Xenocylindrocladium- Crous 2002 - Crous 2002-
Crous 2002 - Crous 2002) in Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/search)
toolbar, using the parameter nucleotide as the primary filter. On the next page, with all
dates uploaded, was applied the filter by molecule type, choosing only data of genomic
DNA/RNA, after was required a create file complete record in a file under the format
INSDSeq XML, sorted by default order and downloaded. This process was made for

all genera separately. All XML files were saved in one directory.

Pre-process and tags filtering — One of the compiled files was opened on Excel® as
resource of XML panel, after in resource panel, was chosen the tags. These tags refer
to columns that contain all data used as resources. The tags chosen were:
INSDSeq_locus, INSDSeq_organism, INSDSeq_create-date, INSDQualifier_name,
INSDQualifier_value, INSDAuthor, INSDReference_title and INSDSquence (Table 1).
In following the add all tags the data was uploaded and altered the sheet name to refer

to the genus uploaded. In a new sheet, the process was repeated to the next genus.
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Each genus data was uploaded in different sheets separately. After the file was saved

as.xIsx in one directory.

Assemble, data extraction and improving metadata — A blank Excel® file, was opened
to assemble all archive.xIsx created as a primary dataset. To this, using the data tools,
in this new sheet, was get data from Excel® workbook and selected one of.xlsx file. In
the next window the was selected the sheet named “Sheet1” and followed to data
transformation. After the Power Query Editor opened, in panel of all steps made, was
deleted the two last, remained only step sources. In the main panel was selected all
genus data sheets, using a filter of the first column (name). In sequence, on column
data, was used the expand function to merge all sheets in one databank. Followed by

getting close and loading the data.

After all, data has loaded on the main sheet of Excel® has applied a filter in
INSDSeq_locus to take off data following parameters: i. sequences generated to
genomic studies; ii. sequences of another genus downloaded together; iii. without
locus information. The column INSDQualifier_name was used to segregate data inner
four categories: Country (country and note), Gene (gene, organelle, and product),
Host/substrate (host, isolate_source and note) and Isolate (culture_collection, isolate,
note, speciemen_voucher and strain - Table 1). Each category was worked in a
separate sheet, and to link all data was used the tag INSDSeq_locus. Data containing
nomenclatures such as genus, species, and host species, was confirmed using the
currently accepted name searched in the literature. Names of partial sequences

patterned by the
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Table 1. Tags chosen as classifiers and what is expected to be found in each.

Tag Note

INSDSeq_locus Access number of sequence generated after the sequence was submitted and
approved by Genbank.

INSDSeq_organism Name of organism according the submitted by author in sequence submission moment,
according to the Nomenclature Committee of Fungi (NCF)

INSDSeq_create-date Date that the sequence was applied to the platform.

INSDQualifier_name * Union of metadata that refer to specifies about the sequence, they tend to be unique

to isolate and share to sequence that was sequenced by the isolate.

country Country where the sample was collected/isolated. To precision recommends that

Country needs be followed by state/province, city or place separated by “” (ex. Brazil:
Brasilia, Asa Norte, Parque olhos d’agua)

culture_collection Culture collection number after the stored in culture collection, in general this is
compound by the initials of culture collection institute followed by the individual number
(ex. CCUB1030).

gene Name of whole or partial gene that sequence was identified (ex. Its, tef, tub, etc.)

host Wherever organism that isolate are collected (animal, plant, fungal, etc.), been
mandatory the use of binominal name or the abbreviation to specie when the specific
epithet was indefinite (ex. Syzygium jambos).

isolate Isolate number give the culture obtained, in general had been used to the internal labs.
isolation_source To discriminated physical or environment source and substrate that isolate was
obtained, like dead wood, leaf litter, soil, fresh water, etc.
lat_lon Geographic coordinate of the place collected, recommended the use in decimal format.
note Free tags be filled what the submitter wants, like specifications of DNA extraction,
collection, or culture medium protocols.
organelle Name of organelle that sequence refer.
product Which products are synthetized or are made part by the sequence
specimen_voucher Used to dried specimens, follow the same pattern than culture_collection.
strain General this is recommend using when the pure culture or than not deposited in culture
collection
INSDQualifier_value The tag is the value of all INSDQualifier_name sub tags.
INSDAuthor Name the authors in publications
INSDReference_title Title of the publication, when the sequence is dispatched before the publication use to

been cited as directed submission.

INSDSquence. Nucleotide sequence submitted.

* To some INSD qualifiers are strongly the use of pattern nomenclature standardized by the team, and can be consulted in
https://www.insdc.org/submitting-standards/insdc-controlled-vocabularies/

gene abbreviation. The data country when cited only the country name was searched
and added the capital to geolocate, in complete records like having city, province,
region, or state was segregated in different columns, all data obtained added the
latitude and longitude when unavailable in the dataset. To access that had lat_lon filled

and country missing, was used the geographic coordinates to filled country information.
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Source final analysis were maintained using the Excel® tools and all graphics was built
in RStudio (2020) submitted all data to the ggplot2 package (Villanueva and Chen
2019) and geographical analysis was submitted to the leaflet (Cheng et al. 2023) and
leaflet.extras (Karambelkar et al. 2023) packages, to create the bipartition analysis was

used networkD3 (Allaire et al. 2023).

2.4 Results

The unfiltered data present in the Genbank platform show a total of 430.504 lines of
data, referring to the 20.236 sequences (Genbank access) available. Among these
unfiltered sequences, the research captured 0.4% of other genera that are not part of
the Calonectria-like group.. Inner the 99.6% of Calonectria-like resulting four genera
represent 98,4% of this total (Calonectria, Cylindrocladiella, Gliocephalotrichum and
Gliocladiopsis), and Calonectria alone had 86.4% of all sequences available sequence
this group. The genus Curvicladiella and Xenocylindrocladium are the two with less

sequence submitted in platform, both summed had 81 access or 0.4%.

The number of isolates submitted in Genbank maintain the rating, as
Calonectria (n = 5.586) as first placed, followed by Cylindrocladiella (n = 331),
Gliocephalotrichum (n = 275), and Gliocladiopsis (n = 135) (Figure 1 — A). Was
observed that 369 access was submitted without the number of isolates. When we see
the dispersion of sequence by specie the number differ expressively, with Calonectria
and Gliocephalotrichum presenting 126 and 43 sequences by specie, respectively, and
the other genus inner the 13 — 27 range, that factor may be related to the number of

isolates by specie, that follow the same pattern (Figure 1).

Concerning the number of new species proposed by the literature can observe

that Calonectria had an oscillation since 2020, when 39 species were synonymized
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inner other species. Although this genus was described as the first species in 1867,
the age of most specie inclusion was the 2010’s early until 2020, with the inclusion of
33 new species in 2010, 42, and 27 in 2015 and 2016. Like Calonectria, the genus
Cylindrocladiella shows the same trend in the same time interval, which had 76.6% of
the species described from 2010 onwards. Unlike these two genera, the genus
Xenocylindrocladium did not have any new species in the last twenty-two years (Figure

1C).

Looking at the distribution of partial genes implemented to all eight Calonectria-like
genera was possible to see the dynamic of applying different markers to recognize
species. The first sequences submitted were of Calonectria, Penicillifer, and
Gliocephalotrichum in 1995, all three genera had the ribosomal (Isu and its) sequence
deposited. Ribosomal sequences stayed predominant in the databank until 2000 when
beta-tubulin (tub) sequence was introduced to Calonectria and 2001 to another genus
in Calonectria-like. During 2003 and 2004, the histone-3 (his3), calmodulin (cmda),
translation elongation factor (tef), and the second major subunit of RNA polymerase Il
(rpb2) regions were introduced as molecular markers. Later in 2010, the actin regions
(act) and major subunit of RNA polymerase Il (rpbl) were introduced. Currently, tub is
the most sampled region with 5.287 sequences, followed by tef with 5.125 sequences,
his3, cmda and its regions with 2,477, 1,832 and 1,752 sequences, respectively.. Both
the most sampled partial genes are unique present as most sampled in Calonectria
and Gliocephalotrichum, excluding this genus, in the other six, genes like its and Isu
are predominant (Figure 1 — D).The dynamics of submitting new sequences has been
consistence in Calonectria studies, with approximately 764 sequences being verified
on average per year. Furthermore, Furthermore, there is a pattern of implementing

new molecular markers over the years, which become widely used when they provide
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a better phylogenetic signal. In Calonectria the implementation of non-ribosomal

marker in 2000 was followed by a decrease in ribosomal sequences analysis.

Except for Calonectria, the analysis shows that ribosomal markers are
important in the studies of these genera, and partial genes like act, cmda, his3 and
rpb2 have fewer sequences, almost always presented in 2015 and 2020 (Figure 1 —
D). In general, the rapid increase in the number of sequences is linked to the

description of new species or studies with large territorial sampling.

We observed that within the genus there are some variations in the quantity
and presence/absence of sequences between the species (Figure 1 - B). It was
observed that the number of sequences per isolatevaries greatly, ranging from a single
sequence to over 11, with the majority of sampled genus having an average of 3-4
sequences per isolate. The genus Aguanectria was the only one that had an average
of two sequences per isolate, and all species have tub sequences, except for the
unidentified organism that only has its sequence sequenced (Figure 1 - B and Figure

2).

In Calonectria, 71% of the species have more than six available loci and 17%
have four or fewer. No locus covers the entire genus Calonectria, but the three most
sampled are cmda, tef and tub, these two last in some species are over sampled, like
in Calonectria aconidialis, Ca. hongkongensis, Ca. kyotensis and Ca. pseudoreteaudii
were observed in over a thousand sequences. Curvicladiella and Xenocylindrocladium,
by having only a few species recognized both have 100% of species with five or more
loci sequenced. Every species of Cylindrocladiella and Gliocephalotrichum is down the

sample loci media, but we see that 65% and 70% of species have five or more loci
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Figure 2. Heatmap of sequence frequency by each gene available in databank inner species of genus Calonectria-like.
The scale in blue represents the number of access available increasing while the blue tone turns in light blue. In right,
the bars show the number of genes available by specie. The vertical line is the general media of all species (aprox. 6
sequences by specie).

sampled, respectively. When we examined the loci more frequently between these
species, we observed that its, tef, and tub are present in 90% of species. Only
Cylindrocladiella brevistipitata was two loci sampled until now. Gliocladiopsis saw a
smaller number of species with more than five loci sampled (55%) and more number
species in groups with less than 3 loci (30%). Penicillifer is the third genera with most
species sampled in five or more loci. (Figure 2). In general, the frequency of loci over
sequenced and submitted in the databank, refers to the species inner the genera

Calonectria centered in five meanly loci (act, cmda, his3, tef, and tub) (Figure 2).

. Analyzing the records sent along with the sequence, the tags within the
INSDQualifier_name provide essential information about host/substrate, country,
isolate etc. It was possible to verify incomplete and inaccurately placed information by
the data authors. Looking specifically at the categories “isolate,” "country,” and
"host/substrate,” there is a loss of approximately 19,647 data points. When classifying
the categories by aggregated value, the “host/substrate” ranks first, accounting for
76.4% of all missing data, followed by “country” is the second with 21.7%, and “isolate”
with 1.8% (Supplementary Figure 2 - A). The absence of these data is particularly
pronounced in genres such as Curvicladiella, Gliocladiopsis and Penicilifer which
showed a 27 to 41% lack of isolate identification, while Calonectria was observed in
only 4% of all sampled sequences. Both “host/substrate” and “country” categories have
more than 66 and 71% missing data, respectively, across all analyzed genera
(Supplementary Figure 2 - B). To further analysis we eliminate accesses that have

some missing data according to the category analyzed.
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There are 6,414 isolates identified in the database, among which 5,567
(86.8%) belong to the genus Calonectria against 847 isolates from the other 7 genera
(Supplementary Figure 3 - A).In summary, there are some species with a considerable
number of isolates, an example is Calonectria, it has 4.4% of the species have 200 or
more isolates, while 39.3% of all species have only one isolate reported in database.
In total genera such Curvicladiella, Penicillifer and Xenocylindrocladium all have
species with less than 16 isolates (such Pe. Diparietisporus). Aquanectria,
Cylindrocladiella, and Gliocladiopsis have all their species with less than 80 than
isolates reported. Gliocephalotrichum presented 58.8% of the species with less than
10 isolates, and only 5.9% between 40 and 80 isolates, but no species exceeded 100

isolates.

An alert data concerns the number of species with one isolate, within seven
genus, five present 41- 55% of the species in this situation (Supplementary Figure 3 -
B). While 17.4% of all species have a single strain, Curvicladiella, Gliocephalotrichum,
and Xenocylindrocladium had two or more isolates per species. The most studied
genus, Calonectria presents 2.9% of the species with a single isolate, on the other
hand, the genus is the only one that has six species with more than 200 isolates, which
are: Ca. aconidialis (1.378), Ca. hongkongensis (1.026), Ca. pseudoreteaudii (468),
Ca. kyotensis (374), Ca. ilicicola (269) and Ca. acaciicola (204 - Supplementary Figure

3-B).

For this class of data, we observe that 15.498 sequences have the country tag
filled, among which only 94 sequences have coordinates information (Supplementary
Figure 2 — A). It has been reported that at least one species of Calonectria-like is found
in 66 countries across six continents (Figure 3 — C. In spatial analysis we observed

that 79.2% of species are found between the tropics, and 46.3% are found down to
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Figure 3. Global distribution of all species inner Calonectria-like group. A. Number of country by specie, B. Number
of specie by country. C. Global distribution of number of specie, different intensity of blue indicates the number
of specie find in that place, blue shade represents the intensity of diversity species, how more intense the red
more different species are present in that place.

Tropic of Capricorn and up to Tropic of Cancer. No species are found within the Arctic
and Antarctic circles. On the other hand, the number of isolates followed the opposite
pattern, with 77% outside tropics and 23% in tropical boundary. In summary we see
that diversity decreases up to 2.300km to south and 4.500 km north of the Equator line.
Due to the extension, Asia presented 103 species spread across 17 different countries,
followed by South America with 87reported in six countries and North America with 40
species across three countries (Figure 3). In Asia, China is the country with bigger
number of species (a total of 51), with 66% of these being Calonectria species. Similar
proportions are seen in countries like Indonesia and Vietnam, where approximately 66
of all species found in Asia are endemic to this continent. Among them, 33 belong to

the Calonectria genus, and 18 belong Cylindrocladiella genus (Figure 3 — A and B).

According to the data, South America is the continent with the highest number

of species in eight genera and the most diverse in Calonectria-like and 53 species of
Calonectria reported in its territory (Figure 3 — A and B).

Of all species found in South America 62% are endemic, this percentage is the
majority of Calonectria species, out of a total of 45 endemic species. Looking at the
global distribution of each genus, we can see that the two countries act as diversity
hotspots.. Brazil can be considered a hotspot for Calonectria and Gliocephalotrichum
due to the number of species (60 in total and 48 endemic), isolate (247), territorial
distribution (27 places) and host/substrate register (30 different hosts). While China

can be considered Cylindrocladiella, Gliocladiopsis, and Penicillifer hotspot.



Xenocylindrocladium based on reported data is present in two South America

countries, French Guyana, and Ecuador.

Classifying the species according to the number of countries in which it occurs,
we observed that Calonectria pauciramosa is the only species present on six
continents, distributed in twelve different countries. Calonectria pseudonaviculata is
present on four continents, but the number of countries and locations is greater than
Ca. pauciparous, being present in 18 countries and 37 different locations. The same
relationship happens with Ca. ilicicola, Ca. hawksworthii, Ca. colhounii and Ca. pteridis
where all three can be found on five continents, but the number of countries is less

than Ca. ilicicola that is only reported on four continents (Figure3 — C).

A different pattern to filled and blank data was seen in host/substrate tag. The
total data filled in is 22% of all sequences analyzed. Compared to the total number of
isolates submitted to the databank, there is a loss of 76.3% location information
(Supplementary Figure 3 - A). Summarizing the losses, we observed that Aquanectria
has few species, they present 62.5% of their species without host/substrate
information, and the number of isolates without this information grow to 76.1%.
Calonectria remain 78.6% in of its isolates and 28.6% of species without host/substrate
information. Only Curvicladiella and Xenocylindrocladium have all species with at least
one host/substrate referenced isolate. In data available on databank, it was possible
to detect that 226 host species are classified, distributed in 146 genus, 82 families and

45 orders (Figure 4).
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Figure 4. Bars represent the number host species by each order and the grey dash line represent the number
of fungal specie reported in each host order.

In databank was registered as host/substrate species in plant, animal, and
fungi kingdom, these two in less frequency (Figure 4). Was observed that Myrtales,
Ericales, Sapindales, Pinales and Fabales, are the five orders with most species
associated with Calonectria-like sequences. Seen the number of sequences by host
order, the raking change, maintain Myrtales as the first, followed by Pinales, Buxales,
Sapindales and Fabales. Myrtales beyond of been the order with a greater number of
host species (33 species distributed in 9 genus) and Calonectria-like sequences
associated (2.133 sequences) distributed in 53 species of this fungi group and 579
isolates associated with these hosts. Nevertheless, Myrtales order is associated with
three fungi genus, Calonectria, Cylindrocladiella and Gliocephalotrichum. While
Sapindales remains present in five genera, and Fabales, Ericales and Arecacea in
four. Inner all 45 orders compiled on databank, around 58% are associated with only
one genus, among these 84% are exclusively found in Calonectria records and 16%

in Cylindrocladiella.

On the fungal side, it was observed that Curvicladiella has sequences

obtained from isolates collected from plant tissue without plant species identification.
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Other genera, such as like Aquanectria and Xenocylindrocladiella, remain associated
with some plant orders such as Arecales, Pinales Alismatales and Sapindales.
Gliocephalotrichum and Penicillifer are associated with eight and nine orders
respectively, with the difference that the first is associated with 16 plant genera while
the second with eight genera. Gliocephalotrichum has 58 isolates collected from
species of Nephelium, 27 in Caryocar and 13 in Spondias, with no one-to-one
relationship (a genus for a species fungi) in these reports. Cylindrocladiella and
Gliocladiopsis had few differences in relation to associated hosts, differing in only three
orders. The first, plant tissue source is the substrate most reported. Soil is the second
most mentioned substrate with association of ten species (21 isolates). To
Cylindrocladiella two species present the relation one to one (one fungi to one host),
like Cylla. xishuangbannaensis — Pandanaceae and Cylla. postalofficium. Acacia
species had four Cylindrocladiella exclusively reported. In Gliocladiopsis 78 % of
species (11 species and 44 isolates) are reported as collected in plant tissue source.
In association with some plant genera, we see twelve reports of species, and example
is Glio. indonesiensis and Glio. peggii were collected exclusively in dead plants tissue

and soil.

As Calonectria is the genus with the highest number of species in the group, it
was analyzed separately. The majority of species were reported in association with
Myrtales, accounting for 57% of the species and 568 isolates. Myrtales is present in
ten out of the eleven species within the Calonectria complex, with the exception of the
Ca. naviculata species complex, which is not related to this order.. Specie complexes
such Ca. reteaudii, Ca. kyotensis and Ca. candelabrum are the most sampled within
the Myrtales order, collectively representing 75% of the reports. Within this host order,

the genus Eucalyptus is the most frequent, with 535 isolates (93%) identified from this
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source, including in Ca. pteridis, Ca. reteaudii and Ca. spathiphylli, which are the only

genera from this order present. Ca. reteaudii species complex alone accounts for

38.4% (142 isolates) of the registered isolates with Eucalyptus as the host, making Ca.

pseudoreteaudii as the most frequently submitted fungus to Genbank from the

Eucalyptus samples.

The second order with the highest number of related isolates is Pinales with

120 isolates, followed by Buxales with 114 isolates and Fabales with 82 isolates.

Pinales is a short order in number of genera sampled, with Picea and Pinus the only

two related to Calonectria, being Pinus massniana very common having 88 isolates
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Figure 5. Sankey network between genus of Calonectria-like and host orders inputted together in database. The bar
size indicates the number of reports in database.

collected in samples of this species. A similar is observed in Buxales, which includes
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the genera Buxus, Pachysandra, and Sarcococca, but most isolates are collected from
samples of Buxus semperviverens (52.9% or 64 isolates). This order is limited to the
Ca. naviculata species complex and Ca. pseudonaviculata and Ca. henricotiae are the
two species commonly isolated in the databank. The order Fabales, further down the
list, encompasses seven 7 genera associated with the fungi, with Arachis and Glycine
standing out in terms of the number of reported isolates, with 52 and 17 isolates,

respectively.

Looking for the side of fungi, the databank shows that Calonectria has a more
restrict species complex. For example, Ca. naviculata is associated with only nine
species within two host orders, or Ca. spathiphylli reported in six species within three
host orders. Meanwhile, Ca. kyotensis species complex can be considered as multi-
host by the number of host order information, it is present in 22 orders, reported in 51
host species (Figure 5). Regarding the number of host orders, Ca. ilicicola was
associated with 13 orders, while Ca. pauciramosa had eight orders, this last, has less
diversity in terms of the number of family and genera number, but it has one more host
species than the Ca. ilicicola. We observed that more species are restricted to the host
order and species than multi-hosts. Species that have only one reported host genus
represent 53.7%, and those with one host species represent 46.2%, while species
present in five or more host orders are 16.2% and with 10 or more host species are

10%.

2.5 Discussion

All the metadata are provided by the author submitting the sequence, in a file
named by the “source”. In this file the author can fill in information about 39 categories,
an example is provided by the platform during the submission process. Despite this
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information is required, many authors don'’t fill it in, causing a large gap in Genbank
metadata. Healthily databases can provide support for studies of fungal communities,
global distribution, hypothesis about temperature, altitude host preference and fungal
habits (Vétrovsky et al. 2019). But without a necessary supply, databases with missing
or incomplete data can generate bias in analysis and decision-making (Hunt et al.
2021). An example of application of this type of study is in quarantine barrier, as in the
case of Ca. henricotiae and Ca. pseudonaviculata both species are related as
pathogens of Buxus sempervirens but currently, different populations and matings of
this species are globally restricted in European, Asian countries, the United States of
America, and New Zealand (Malapi-Wight et al. 2019). Such species are absent in
South America, which produces B. sempervirens as an ornamental plant, and are
necessary a to monitor the risk of entrance in these countries. The observation that
South America is free of fungi that cause boxwood blight disease is confirmed by the

global distribution analyzed in this study.

We observed that most of the access available in the Genbank database is
from Calonectria. This correlates significantly with which hosts are associated and
what economical damage this interaction can cause. Evidence of this lies in the fact
that a Eucalyptus sp. is the genus with 93% within Myrtaceae Order with several
associate Calonectria accessions d. It is knowledge that Calonectria is a threat of
global importance to the sustainability of Eucalyptus production because they cause
disease that affect all stages and parts of the plant, with Calonectria leaf blight (CLB)
being the most devasting (Crous 2002; Liu et al. 2020; Bose et al. 2022). A recent
revision (Bose et al. 2022) identified 35 species infecting Eucalyptus in 13 countries.
Coincidentally, the pattern of increasing access to the databank is similar to the

increase of Eucalyptus plantation areas (Zhang and Wang 2021). Our data show that
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the number of countries reporting this interaction is currently 18, the number of
Calonectria species grew to 44, and affect 15 different Eucalyptus species. Our study
shows that there are Eucalyptus reported with susceptibility to more than one
Calonectria species, such E. grandis, E. urophylla and E. tereticornis. The information
that E. grandis has 24 species of Calonectria associated, is due to the fact that this
species is the most planted in the world (Zhang and Wang 2021), and it has already
been demonstrated that specie is highly susceptible, with 80% of defoliation in

commercial plantation in Brazil (Ferreira et al. 1995; Alfenas et al. 2015).

Applying efforts to one genus, such Calonectria, due to its economic
importance, can provide patterns for studying another closely genus, like what
happens with the other six allied genera. This pattern can be observed in the
standardization of culture medium for morphological characterization -, sexual mating
test, and better markers. But it can create some challenges for major genera and their
allied. One of these challenges is related to the divergent number of sequences for
markers. In the databank, we can see the predominance of tub and tef sequences
(5.287 and 5.125 sequences, respectively) while the others all markers add up to 48%
of submitted sequences. Liu et al. (2020)mention that some Calonectria species were
recognized in different studies using different markers, making inconsistency a
complete phylogenetic analysis and consequently a lack of interpretation of what
define a phylogenetic specie. The standardization of markers to be used as genus and
species barcodes had been proposed and discussed since 2012 (Schoch et al. 2012),
and defined that it its and Isu are barcodes for genus, and for Calonectria species n
uses cmda, his3, tub, tef and, rpb2 (Marin-Felix et al. 2017) and to Cylindrocladiella,
his3, tefl and, tub are used (Marin-Felix et al. 2019). Nevertheless Aquanectria,

Gliocephalotrichum, Gliocladiopsis, Penicillifer and Xenocylindrocladium haven't been
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defined. By analyzing the frequency of each marker in this non-standard DNA barcode,
we suggest that future studies of Aquanectria, Gliocephalotrichum and
Gliocephalotrichum proceed using his3, tef and tub as barcodes. In recent year all
three genera had new species well supported using these markers (Lombard and
Crous 2012a; Gordillo and Decock 2019b; Zhai et al. 2019; Silva et al. 2020a).
Penicillifer and Xenocylindrocladium, both, have a small number of recognized
species, and both have more than 66% of their species with six markers (act, cmda,
his3, rpb2, tef and tub), excluding the ribossomal markers. For these two genera, we
recommend that future studies follow the same pattern as for Gliocephalotrichum and
Cylindrocladiella, and when the number of species increase, a deep analysis of

resolution and of the best phylogenetical signals can be performed.

Despite the DNA barcode proposal for Calonectria in 2017, many gaps were
made before and after this patterning. As a compromise to resolve and enforce the
barcode standard in 2020, a review was published that sequenced the missing genes
for 128 species to analyze which marker separately or in concatenate formation
provided the best resolution. This publication studied phylogenetic construction of 8
markers (act, cmda, his3, its, Isu, rpb2, tef and tub) and suggest that to describe and
identify all Calonectria species with high confidence is recommended to use of six
region (act, cmda, his3, rpb2, tef and tub) as best approach (Liu et al. 2020). Similar
studies have been published and recommend that for Colletotrichum species the use
of gapdh, tub and his3 provide high support to species in all species complex, and the
set of markers may be different according to the analyzed complex (Vieira et al. 2020).
Some studies, besides proposing a set of markers such as barcoding, review and
refine knowledge about phylogenetic concept of species, and therefore, the more

complete the databank, the more robust and unbiased is the conclusions. Liu et al.
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(2020) reviewing the species in the paper, demonstrate that some species are the
same phylogenetic species and, the morphological difference isn’t sufficient to support
the specie status. The author reduced 51 species of Calonectria to the synonym status
for another based in six-markers analysis approach. In Maryani et al. (2019) the use of
databank suggests the author segregate Fusarium oxysporum f. sp. cubensis and
raised some clades to specie level using only three markers (rpbl, rpb2 and tef). But
these new proposed species are questionable in Bedoya et al. (2021) meanly in the
databank formed by the first author, due de absence of some sequences to key
isolates, resulting in a phylogenetic analysis with divergent number of markers among

the proposal species, and lack of clade support in key clades.

The gap in genus with reduced number of species described is less than in
genera with substantial number of species, like Calonectria, Cylindrocladiella,
Gliocephalotrichum and Gliocladiopsis. But the number of isolates that are best locus
number sampled is minimal, staying restrict to one isolate by species, or even, species
are not raisin without barcode sequences, in the case using only its as DNA barcode
(Schoch et al. 2012). In total we found 20 species submitted to the database with a
single isolation, most of them in Gliocladiopsis. By convention, the taxonomic
community recommends that to propose new species, evidence needs be based on
multiple observations, to possible enable comparisons, encouraging a minimal of two
isolates (Aime et al. 2021a). The same community, referring to the introduction of new
species, isn’t recommended using a single locus, spatially its sequences, only in
exceptional cases. In phylogenetic analysis, the application of a minimal number of
isolates sequenced help to support the clade and accuracy, due to the recognition of
parsimony informative loci that are unable with a single sequence(Aime et al. 2021a;

Chethana et al. 2021).
144



The submission of new species without a strong support means that the
community needs revisions in a short time, this process leads in some cases to the
synonym of a valid species, like what happens in the revision of 2020 to Calonectria.
As a result, due to the responsibility for correcting and updating the actual name of the
submitted author, this update often doesn’t occur, causing less experienced researcher
misunderstanding. An important improvement in fungal nomenclature is the abolition
of dual nomenclature to distinguish the sexual morph, adopting only one name (Taylor
2011; Aime et al. 2021a). Despite this change proposed in 2011, currently Genbank
accessions named after old name for the anamorph state, Cylindrocladium. Even in
recent publications such as (Liu et al. 2020)where 51 specie were synonymized, they

remain unaltered in Genbank, waiting author revisions.

Database analysis faces another challenge regarding the number of
isolates/strains, with many divergences regarding this identification. The main
divergence occurs due to the transfer of isolates between collections. In general, many
laboratories start the studies using the number of personal or local isolates and submit
with this number all the data generated in public databank, and even in some cases,
these isolates are transferred to another collection receiving a new number of isolate,
and may, in turn, participate in another publication with a new number of isolate. These
multiple identifications are usually placed in the access table as different isolates. An
example is Calonectria angustata CMW 30990 (type isolate), it was first published
under isolate number P99-0454 (specimen voucher = STE-U 2347) and submitted for
tub sequence only (AF207543- Crous et al. 2000), then implemented under CPC 2347
in other collection, followed by deposit in CBS collection, the number CBS114544 and
submitted six new sequences to the Genbank (act, cmda, his3, its, Isu and tef - Crous

et al. 2000; Lombard et al. 2010). In 2020, the same isolate received a fourth isolate
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number, CMW 30990, and submitted four other sequences (act, his3, Its and rpb2 -
Liu et al. 2020) In the case of Ca. angustata old single isolate numbers are cited in tag
notes, an inefficient way to refer to historical numbers. There are other examples like
Ca. pacifica, Ca. leucothoes, Ca. gracilis, Ca. gordoniae and Ca. clavata that have five

different culture collection numbers (Liu et al. 2020).

Such an event commonly happens, taking a publication and looking at the
Genbank accessions that cited 240 isolates, only 13 of these had one isolate number.
We call this as “Matryoshka doll effect” because the specimen remains the same, only
the new isolate number is changed, and the data is sent. The proposal unifies the name
of the fungi was intended to avoid misunderstandings and all data to be under the same
name,, but the constant of isolate numbers can provoke some errors as what occurs
before the standardization of a name for different forms (sexual and asexual). The
constant change in the number of isolates can cause: i) Interpretation of different and
not equal isolates; ii) Absence of a sequence set due to a different number; iii)
Excessive interpretation of real number of isolates available in databanks; iv) Lengthy
to construct the table of accession numbers; v) Difficulties in tracking the specimen's
history due the multiples isolated numbers and data and publications linked to the
specimen. To reduce such problems and make the databank clearer, trackable, and
uniform for all levels of researcher expertise, we propose that a universal number be
adopted for submission in the Genbank databank. This can be the first isolated number
that specimen received when it was stored, independently of whether or not the
collections that are stored change during the current publication. The others isolated
numbers particularly from each collection, become internal works and cited in notes on

Genbank, but staying out of publications.
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There is a great paper summarizing good practices for publishing a new fungus
species, it contains recommendations on what are valuable information should be
uploaded with the sequences in a databank (Seifert and Rossman 2010; Aime et al.
2021a). In total, the author cites seven minimal data that are important to compose the
metadata sequence, which are: place of collected the isolate, habitat, substrate and
host, geographic coordinates, altitude, collection and/or isolation data, collector and its
number, access number or barcode in fungarium/herbarium (Aime et al. 2021a). As
we demonstrated in results, a lot of these minimal data, observing at location
information, are 21.6% missing from the database. The presence of location in the
metadata is an important source for future studies of global distribution, support for
barrier politics, prevention of entrance of genetic variant foreign pathogens, population
genetics and dynamics comprehensions, prevention of breeding programs,
understand of spatial dispersion and diversity drivers and possibles host jumping of

important pathogens.

Only a few studies have focused on large-scale fungal distribution, many are
centered on country scales and only a few host-species interactions, such Calonectria
in Eucalyptus and Pinus plantation soils in China (Alfenas et al. 2015; Liu et al. 2022;
Lang et al. 2023; Liu and Chen 2023). The large registers of places data accumulated
in public metadate repositories across numerous studies allowed us to analyze them
in combination. Some examples of meta-analysis to be comprehend to clarify which
factor is important for the distribution of fungi in the soil,, summarized 36 papers with
data from more than three thousand samples (Vétrovsky et al. 2019).Another explored
843 papers util 2019 margin sequence of its and geographical coordinates available to
create a public interface to research (available to consult in https://globalfungi.com -

Vétrovsky et al. 2020). In Nectriaceae, a notable example is Fusarium circinatum, the
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causal agent of Pine Pitch Canker, which had a global distribution of 6.297 samples

collected in public databanks (Drenkhan et al. 2020).

The unique review in Calonectria is about the global distribution of this genus
causing leaf blight in Eucalyptus, which observed that disease is reported in thirteen
countries (Bose et al. 2022). In this study, database meta-analysis showed that
Calonectria-like is spread across six continents and 66 countries, with Brazil and China
being the two countries with the highest numbers of isolates and species. The global
distribution of isolates and specie changes according to the genera we analyze, like
Calonectria, Cylindrocladiella, and Penicillifer follow a pattern present in six continents,
Gliocephalotrichum and Gliocladiopsis the first is more reported in Central and South
America, while the second in Asia, Aquanectria and Xenocylindrocladium are restricted
in South America and Asia. All use 5.982 reports with locations indicated in the

Genbank database.

A platform that gathers data from global repository to facilitate direct access to
all type of life on Earth, is the Global Biodiversity Information Facility (GBIF.org 2023).
There are 3.706 register more records than we analyzed here, otherwise, some
conflicts with some literature, such as the number of species for each genus, totaling
421 species, while the currently accepted species are around 217 species. All this is
stored in 94 datasets such as Fungarium/Herbarium and shows in GBIF platform
(GBIF.org 2023), so perhaps some reports are not passed by the review, which is a
gap to characterize the studies. Initiatives to gather data and release it in one local to
provide an important source for composite phylogeographic studies. Despite the
amount of data available in databases such as Genbank, this approach wasn’t
applicable in nether of these genera. Such an approach provides a better

understanding of the migrations process, population size, emergence patterns, spread
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of pathogens, and new more infectious genotypes or follows gene flow over time
(Rasmussen and Grunwald 2021). An example of a similar study is in relation to the
point of divergence when Ca. naviculata specie complex separates with the divergence
point of Buxus sempervirens dated in 40 — 50 million years ago, that can indicate a
coevolution process between these organisms (Krutzsch 1989; Carvalho et al. 2016;
Malapi-Wight et al. 2019). Another direction was presented to Ca. henricotiae and Ca.
pseudonaviculata both are restricted in Asia, Europe, North America, and Oceania
continent and all over the 20 years the last species continue to spread in the USA and
this population is clonally disseminated due to the absence of a compatible mating type

identified in the USA territory(Malapi-Wight et al. 2019).

Proportionally, we see some tendency for species diversity to be in the tropic
region near the Equator line, decreasing diversity the farther the locations are from the
Ecuador line. The high frequencies observed in the intervals from 30° to 40 ° north are
due to the presence of 49 species described in China without precise geographical
coordinates, considering the capital of the country as the location of the species for
these cases. Richness of fungal are cited as decreasing exponentially at the same time
as to increase the latitude, in response to environment and vegetation conditions,
suggesting that there are more endemic species endemic in the tropical than
extratropical region (Tedersoo et al. 2014). Species diversity may be linked to spatial
location, with higher diversity at low latitudes and characteristics of soil, climate,
vegetation, and fungal community composition (Vétrovsky et al. 2019), but the
endemism is more connected to the capacity of spread and adaption to a new condition

of infecting and colonizing a new host.

Within the Calonectria — like genus, soil fungi are those capable of infecting

parts of living plants, causing tissue necrosis due do their hemibiotrophic habit (Yang
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et al. 2022). Calonectria is cited as associated with closer 100 plant families and
approximately 335 species of hosts plants (Crous 2002; Lombard et al. 2010d) and
remains unchanged since 2010. Nevertheless, when we compiled all metadata
informed in Genbank, there is a reduction in number, 178 species distributed in 67
families and in 42 orders only for Calonectria. As the author compiled data from many
publications, a lot of data not referenced in Genbank, causing this gap. As the cited by
Lombard et al. (2010b), the five most important families for the genus are Myrtaceae,
Pinaceae, Fabaceae, Ericaceae and Buxaceae, here in a different order from that
observed by the author. For all seven genera, the number increases to 215 host plant
species within 79 families and 46 orders and repeats the patterns of the most important
number of associated plant species. In the concern number of isolating the rate
change, add Sapindales as fourth followed by Fabales. As most species of the sexual

genus are obtained from samples of soil or dead plant tissue they detain 146 isolates.

Brazil and China domain in the number of isolates reported in Myrtales
Myrtales, within the genus Eucalyptus, both countries where the genus is exotic, and
introduced for commercial purpose (Crous et al. 2019). Only in Eucalyptus are 46
species found in two genera of Calonectria-like in eighteen countries, a hypothesis
arises that this is associated with the rapid growth of plantations gathering about 20
million hectares worldwide, causing plantations involved to selection pressure (Crous
et al. 2019). As the impact of these pathogens is dangerous to success of Eucalyptus
plantation, efforts are being rapidly increased to identify and control them. Community
associated with Eucalyptus differs by country, as shown here and in Bose et al. (2022).
Eucalyptus is native to Australia and was part of 74% of forested land, in the analyzed
data we found only Ca. reteaudii and Ca. queenslandica infecting this genus or even

in Myrtales.
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In the total of the databank analyzed, there were presented around 81
restricted species associated with one plant genus, meanly in Calonectria (45 species)
and Cylindrocladiella (19 species), the number of exclusive associations increases
according to the increase in the taxonomic level of the plant, reaching up to 87 species
of fungi at the level of order. Despite Cylindrocladiella is commonly associated with
plants, there is no pathogenicity test probe for the host-parasite association. Meta-
analysis using plant reports in Genbank databank acting as survey to systematics of
register flora inner country boundaries, accompaniment of increase plant-fungal
association range, tracking plant species in dangerous and cophylogeny studies. Using
the Genbank databank, the Mexican authors summarized 14,615 species one
representation of 43% of all Mexican flora, and 27% of these are endemic species
(Maya-Lastra et al. 2022). The author cited that Genbank records are
underrepresented, these authors cite this due to few publications reducing the number

of taxonomic units in the analysis of phylogenetics tree (Maya-Lastra et al. 2022).

Another type of study that the databank can be used is in cophylogeny
approaches, in which hypothesis of coespeciations, extinctions, duplications, and host-
shift events contempt the parallel comparisons between host and parasite phylogenies
(Refrégier et al. 2008b)(Refrégier et al. 2008)(Refrégier et al. 2008b)(Refrégier et al.
2008). In Calonectria a similar hypothesis was proposed in the analysis of the mating
type population in Ca. henricotiae and Ca. pseudonaviculata, due they are reported
causing disease only in Buxaceae species and are geographically restricted in few
countries (Malapi-Wight et al. 2019). Another hypothesis to be investigated in the
feature is the Nectriaceae — Myrtaceae relationship, based on the number of plant
species affected by the fungus and the number of species restricting associated with

this plant. Recent studies place the Nectriaceae and Myrtaceae in same period of birth.
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Nectriaceae is estimated to have diverged by ~97.28 Mya, and Myrtales by ~116 Mya,
while Myrtaceae was by ~92.78 Mya in the late Cretaceous west of Godwana, super
land that gave origins to southern countries, such South America and Africa (Torsvik
and Cocks 2013; Berger et al. 2016; Balbinott et al. 2022; Yp et al. 2023). The unique
time convergence for Calonectria placed five species converging in ~40.22 Mya
(Malapi-Wight et al. 2019)leaving this genus within the time range of the Myrtaceae
diversification process. Following the same pattern, phylogeography in conjunction
with plant association data can show the migration process due to the commercial of

infected plant tissue.

The examples cited before suffer threat numbers to succeed in these
approaches: As the case shown, the divergence between Genbank database and the
presented by GBIF, happens due to some records being stored in
herbarium/fungarium, being public database under-estimated of diversity collected.
Failing to enter minimal data in the records, filing in wrong tags, or misidentifying place,
plant or fungal can lead to distorted interpretations. Even when surveying some
markers, global distribution can be a challenge. Kdljalg et al. (2013) increase in your
methodology steps to process taxonomic annotations of Genbank access collect
relevant metadata (voucher specimen/culture, country of origin and host/ substrate of
collection) consulting publications manually or getting in touch the original authors,
while this information can be part of submission process of sequence in Genbank

database.

This lack of annotation is also cited in studies about genomic and metagenomic
(Yilmaz et al. 2011). This absence of data integration makes even complex searches
in data bank impossible to get datasets segregated by the environment’s location of

host/substrate. Yilmaz et al. (2011)cite that only way to solve this is stablish a group of
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requirements to be fulfilled and deposited at the time of sequence submission.
Taxonomic precision in annotations metadata represents state-of-art