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Resumo

As arvores urbanas sao elementos estruturais nas cidades atuais, que contribuem
para a qualidade de vida dos cidaddos das mais variadas formas. Porém, encontram-se
sujeitas a variadas agressodes, bitticas e abidticas. Entre os principais patogénios que
afetam arvores urbanas, os fungos basidiomicetas lenhicolas destacam-se pelo impacto que
podem ter no seu vigor e na sua resisténcia e estabilidade mecéanica. Na maioria dos casos,
a detecdo destes fungos em arvores adultas ocorre quando 0s estragos ja sao irreversiveis,
comprometendo a longevidade e o valor ornamental dos exemplares. A identificagdo destes
fungos nem sempre € facil, quer pela dificuldade em os isolar a partir dos tecidos infetados,
quer porque nem sempre a observacdo das caracteristicas morfolégicas dos basidiomas
permite a identificacdo da espécie em causa.

Com o presente trabalho pretendeu-se contribuir para o esclarecimento da identidade
e variabilidade dos fungos agentes causais de podriddes do lenho em algumas espécies de
arvores urbanas na regido de Lisboa. Colheram-se 57 basidiomas, procedeu-se a
caraterizacado cultural e morfolégica dos isolados, e obtiveram-se as sequéncias
nucleotidicas das regides ITS e LSU (28S) do rDNA com o fim de estudar a variabilidade
genética dos mesmos.

Entre as espécies de Basidiomycota encontradas destacam-se Inonotus rickii,
Ganoderma australe e G. resinaceum. Em Lisboa estes fungos afetam maioritariamente
lodaos-bastardos, platanos e tilias. Sdo também comuns as espécies |. hispidus, em
platanos, freixos e séforas, e Phellinus torulosus cujos basidiomas carateristicos se
encontram com frequéncia no colo e raizes de folhosas e de coniferas. A andlise filogenética
das sequéncias nucleotidicas das regifes ITS e LSU do rDNA de isolados identificados
como P. pomaceus e P. punctatus revelou a presenca de fungos pertencentes ao complexo
Fomitiporia mediterranea/F. pseudopunctata, bem como variabilidade intraespecifica nas

populacdes de I. rickii e Ganoderma spp. oriundas da regido de Lisboa.

Palavras-chave: fungos lenhicolas, risco de rutura, Inonotus rickii, Ganoderma spp., Fomitiporia

mediterranea.



Abstract

“Basidiomycota fungi associated with wood rot of urban trees in Lisbon”

Urban trees are essential elements in modern cities, providing important benefits to
citizens. Nevertheless they are submitted to a serious of abiotic and biotic constraints,
among which the lignicolous Basidiomycota fungi are the most important. Wood decaying
fungi affect not only trees’ stability and mechanical resistance but also their longevity and
ornamental value. Timely detection and identification of wood rotting fungi are essential to
define the most appropriate management strategies. However, the identification can be time
consuming and inaccurate, since the culturing of these fungi is not always possible and
conventional identification methods mostly rely on visual analysis of fruit bodies.

In the present study, samples of wood-decay fungi were collected from several
species of urban trees in Lisbon. The cultural and morphological characteristics of 57
basidiomes were studied and nucleotidic sequences of the ITS and LSU regions of rDNA
were obtained in order to analyze their genetic variability.

Among the Basidiomycota species found Inonotus rickii, Ganoderma australe and
G. resinaceum stand out. In Lisbon, these fungi affect mainly hackberry-trees, plane and lime
trees. Also very common are |. hispidus, in plane trees, ash and Japanese pagoda trees, and
Phellinus torulosus whose characteristic basidiomes are often found at trunk butt and roots of
hardwoods and conifers. The phylogenetic analysis of the nucleotide sequences of the ITS
and LSU regions of rDNA allowed to identify isolates previously allocated to P. pomaceus
and to P. punctatus as belonging to the complex Fomitiporia
mediterranea/F. pseudopunctata. Moreover, the analysis revealed the existence of genetic
intraspecific variability among the populations of |. rickii e Ganoderma spp. from Lisbon,

stressing the need to deepen the present studies.

Keywords: wood decaying fungi, risk of failure, Inonotus rickii, Ganoderma spp., Fomitiporia
mediterranea.
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1. INTRODUCAO

Os fungos (Eucaryota:Fungi) sdo organismos que se caraterizam por ocuparem 0s
mais diversos nichos ecoldgicos. Estimativas recentes apontam para a existéncia de
1,5 milhdes de espécies de fungos, ainda que menos de metade tenha sido descrita
(Nicolotti et al., 2010). Estes organismos estdo associados a varias func¢bes ecolbgicas
importantes, como sejam a decomposicdo de madeira e a formagdo da manta morta,
estando envolvidos na ciclagem de diversos nutrientes. Estabelecem ainda importantes
relacdes com outros organismos, interessantes sob o ponto de vista bioldgico e ecoldgico,
como sao exemplo as associacdes micorrizicas e os liquenes (Nilsson et al., 2009). Muitas
espécies de fungos sao descritas como sendo ou saproéfitas ou simbiontes, mas existe ainda
uma vasta lista de espécies que interagem com plantas, herbaceas ou lenhosas, nelas
causando doenca.

Entre os fungos fitopatogénicos destacam-se 0s que sao capazes de degradar o
lenho de plantas lenhosas, pertencentes na sua maioria a ordem Polyporales
(Basidiomycota). Estes fungos, chamados de fungos lenhicolas, sdo economicamente
importantes na medida em que podem ser responsaveis por grandes perdas, tanto em
termos de producdo de madeira como em madeira jA em construcdo (Gonthier & Nicolotti,
2013). H& ainda problemas de podriddes radiculares e do colo que causam prejuizos
avultados em pomares de fruteiras e em vinha (Agrios, 2005). Curiosamente, a associacao
entre fungos e podridbes das madeiras foi estabelecida por Robert Hartig, cientista
considerado como o fundador da patologia florestal. Em 1874, Hartig provou que ao
contrario da crenca popular, eram os fungos os agentes causais das podriddes (Agrios,
2005). Mais tarde, ja no decurso do século XX, diversos estudos vieram a confirmar que as
podriddes do lenho em arvores vivas sao causadas por fungos pertencentes a dois grupos
taxondmicos distintos — os basidiomicetas (em maioria) e ainda alguns ascomicetas
(Ascomycota).

Os fungos que degradam e apodrecem o lenho possuem a capacidade de produzir
um conjunto mais ou menos vasto de enzimas que atacam e despolimerizam moléculas
existentes nas paredes das células da madeira (Lonsdale, 1999). Nem todos os fungos
segregam 0 mesmo tipo de enzimas, pelo que nem todos atacam a madeira da mesma
forma: dependendo do arsenal de enzimas produzidas e da espécie hospedeira em causa,
assim se poderao encontrar podriddes brancas, podriddes castanhas ou podriddes brandas.
Para além disso, em resultado desta atividade enzimética € frequente encontrar-se, quer em
floresta quer em ambiente urbano, arvores com cavidades mais ou menos extensas nos
troncos e pernadas, cujo crescimento, vigor, longevidade, valor ornamental e estabilidade

mecanica sdo afetados. Ainda que a degradagéo ou a podriddo do lenho ndo signifiquem



necessariamente a morte das arvores, uma vez que o processo de interagdo entre o agente
causal e o seu hospedeiro se pode prolongar por muitos anos, o risco de ocorrerem
acidentes com a quebra e queda de arvores tem de ser ponderado, especialmente em
zonas urbanas, pela possibilidade de advirem danos para pessoas e bens patrimoniais
(Lonsdale, 1999; Terho & Hallaksella, 2005). Como a biologia destes fungos é muito variada,
a detecdo precoce e a sua identificacdo sédo fundamentais para a correta aplicacdo de
métodos de gestdo apropriados, visando prevenir a sua presenga nas arvores ou para
controlar a evolugdo dos mesmos quando ja presentes (Nicolotti et al., 2010; Nagadesi &
Arya, 2014).

Apesar dos progressos registados nos UGltimos anos no que respeita ao
conhecimento sobre os fungos lenhicolas, a informacéo disponivel acerca da classificacao
taxonémica, distribuicdo geografica e estratégias de colonizacdo dos basidiomicetas que
afetam arvores em cidade, encontra-se ainda dispersa (Nicolotti et al., 2010). Para tal
poderdao contribuir varios factos: (i) frequentemente estes fungos estdo presentes nas
arvores durante a maior parte da sua vida sob a forma vegetativa, isto é sob a forma de
micélio da fase anamodrfica, (i) os corpos frutiferos da fase sexuada formam-se
esporadicamente, por vezes em locais da arvore de dificil acesso, e nem sempre sao
percetiveis, (iii) com frequéncia, quando esses basidiocarpos sdo detetados encontram-se ja
em avancado estado de deterioracdo, o que dificulta ou impossibilita mesmo a sua
identificacdo. Por outro lado, a observacdo tardia e ocasional de sintomas e de sinais de
podriddes do lenho leva a que a presenca destes fungos seja em muitos casos subestimada
ou incorretamente identificada.

Assiste-se atualmente a utilizacdo de técnicas de diagndstico com recurso a
ferramentas moleculares que permitem a detecdo e identificacdo dos fungos lenhicolas a
partir de madeira apodrecida colhida na arvore (Guglielmo et al., 2008; Nicolotti et al., 2010).
Estas técnicas representam uma mais-valia para a area da arboricultura por quanto a
detecdo precoce de determinadas espécies de fungos basidiomicetas associados as arvores
urbanas permite antecipar problemas futuros com a condugdo e manutengdo dos espacos

verdes nas cidades.

1.1. Tipos de podrid6es causados por fungos lenhicolas em arvores urbanas

Os estragos causados por fungos lenhicolas prendem-se com o facto de serem
organismos quimioorganotroficos com capacidade para degradar, total ou parcialmente, a
madeira, causando avultados prejuizos, tanto em termos econémicos como paisagisticos.
S&do ainda capazes de produzir um elevado nimero de esporos, que se propagam com

grande facilidade e rapidez, existindo inUmeras espécies que potencialmente podem atacar



arvores vivas, recém-abatidas, armazenadas ou em obra e até mesmo madeira morta
(Tavares, 2011).

As podridées podem afetar desde as raizes até aos ramos das arvores, o que nem
sempre determina a morte imediata do hospedeiro. Nas arvores vivas grande parte da
podridao encontra-se no cerne (Fig. 1), zona que ndo possui capacidade de respostas ativas
apesar de ter uma maior resisténcia que o borne, relacionada com a presenca de taninos,
resinas, fendis, entre outras substancias. O borne também pode ser colonizado, isto se
estivermos perante as condi¢des favoraveis de crescimento do fungo, embora este ja seja

capaz de responder ativamente perante a invasdo (Lonsdale, 1999).

Figura 1. Seccdes transversal (a esquerda) e longitudinal (a direita) de tronco de Schinus
terebinthifolius com degradacéo incipiente do cerne.

A zona de ataque vai variar consoante o fungo em questdo mas frequentemente o
modo de atuar dos fungos lenhicolas passa pela penetragdo na arvore a partir de lesées no
ritidoma e de cortes de podas mal efetuados. Os fungos que atacam a partir da copa da
arvore colonizam o cerne e ndo costumam estender-se ao tronco e sistema radicular, pelo
gue raramente existe transmissdo entre arvores adjacentes ou para a proxima geracgdo, a
partir da rebentacdo do cepo. Ja os fungos que colonizam as raizes ou o colo podem causar
problemas graves em povoamentos gerados por rebentacdo (Lonsdale, 1999). Nestas
situacdes ocorre a formagdo de grandes cavidades, lenho exposto e frutificacdes. A
presenca de frutificacdes no exterior da arvore torna evidente a existéncia de uma podridao,
ainda que nado haja uma relagéo direta entre a quantidade de frutificacdes e a extensdo da
podriddo, jA que para o mesmo fungo a velocidade de colonizacdo do lenho varia com a
espécie da arvore atacada e com as condi¢gdes de temperatura e humidade (Lonsdale, 1999;
Schwarze et al., 2000).

A madeira colonizada por fungos lenhicolas pode ficar ensopada, esponjosa, fibrosa,

em flocos ou em cubos. Pode adquirir varias cores, castanha, branca, amarela ou



avermelhada, varios metros acima ou abaixo de onde se encontra a frutificacdo. Em lesbes
grandes e abertas, especialmente em folhosas, a descoloracdo e degradagdo do lenho
podem continuar lentamente ocupando o borne e estendendo-se até ao cerne. O processo
de desenvolvimento da podriddo ocorre em coluna, podendo estender-se acima ou abaixo
da area onde os organismos pioneiros e os fungos entraram ou onde se formaram as
frutificacbes (Schwarze et al., 2000). A arvore, por sua vez, responde a infecdo, tentando
compartimentar e impedir a progressédo da colonizacdo pelo fungo, segundo o modelo de
compartimentacédo conhecido por CODIT ("compartmentalization of decay in trees") (Shigo,
1989). Se a resposta da arvore nao for suficientemente rapida ou eficiente, o fungo podera
colonizar os tecidos lenhosos radial e verticalmente, quer no cerne quer no borne. Alguns
dos fungos lenhicolas que atacam arvores urbanas sdo muito agressivos e podem ainda
levar a morte do cambio e do ritidoma, quer antes, quer durante o processo de degradacao

e apodrecimento do lenho (Fig. 2) (Gonthier & Nicolotti, 2013).

Figura 2. Pernada de Platanus sp. onde sdo visiveis lesdes extensas e lenho exposto apodrecido
causados pelo fungo Inonotus hispidus (na base da lesado inferior é possivel observar uma
frutificac&o do fungo).

O ataque deste tipo de fungos compromete ndo s6 a estabilidade e resisténcia
mecénica da arvore, como também a sua longevidade e o seu valor ornamental, fatores que
devem ser tidos em conta em meio urbano (Caetano & Ramos, 2009). Uma deteg&o
atempada de arvores em risco de entrar em rutura é alcancada através de uma inspecgéo
cuidadosa dos sintomas e sinais de podriddo e de defeitos estruturais na arvore. Atualmente
esta avaliacdo é feita segundo a metodologia definida por Mattheck & Breloer (1994),
podendo mesmo ser complementada com recurso a instrumentos como o resistografo e o

tomografo, que permitem, por extrapolagéo, calcular a percentagem de lenho degradado



num determinado ponto da &rvore (Schwarze et al.,, 2000). Contudo, esta abordagem
raramente permite o diagnéstico do agente causal da podriddo. Devido a biologia e ecologia
variada das diferentes podriddes, o conhecimento dos fungos lenhicolas envolvidos é
importante para prever a extensédo da infecdo e potenciais riscos de queda (Nicolotti et al.,
2010).

Considera-se que existe podriddo da madeira quando se observa a degradacédo ou
decomposicdo dos principais constituintes quimicos do lenho, devido a atividade enzimatica
gerada por diversos microrganismos. O desenvolvimento de uma podriddo gera alteracdes
guimicas e estruturais na madeira, nomeadamente nas paredes celulares, que resultam em
modificacBes nas propriedades mecanicas das células e, por consequéncia da arvore.

A degradacdo da madeira pode dar-se de diversas formas, consoante o tipo de
madeira (isto €, a espécie hospedeiro), o agente patogénico envolvido e as condicdes locais
em que se encontra a arvore (Lonsdale, 1999). A classificagdo mais comum dos tipos de
podriddes refere-se ao aspeto que a madeira adquire nas etapas finais do processo de
degradacdo enzimatica que ocorre nas células lenhosas: cor esbranquicada, acastanhada,
etc., dando origem a separacdo das podriddes em podridées brancas, podriddes castanhas
e podridées brandas ou moles (Schwarze et al., 2000). Quer a coloracdo quer as
carateristicas mecanicas da madeira degradada sao consequéncia do processo de
colonizacédo dos tecidos da arvore pelo fungo, e do tipo de enzimas envolvidas.

Os fungos capazes de degradar a madeira segregam enzimas extracelulares,
exoenzimas, capazes de digerir moléculas complexas e de penetrar diretamente nas
paredes celulares das plantas (Lucas, 1998). Estas enzimas de degradacdo da parede
celular (CWDE “cell wall degrading enzymes”) estdo associadas a patogenicidade da maior
parte dos agentes causais de doencas em plantas e, por sua vez, a grandes perdas de
rendimento em madeira (Wood & Jellis, 1984). E essencial conhecer a estrutura da parede
celular, que é extremamente complexa, para compreender melhor o comportamento das
CWDE. As paredes celulares das células vegetais sao maioritariamente constituidas por
celulose, hemicelulose e lenhina. De entre estes componentes, a celulose é a mais
consistente estruturalmente, variando muito pouco entre os varios tipos de madeira. E um
polimero de cadeia longa composto por um sé monémero, a glucose, e as suas microfibrilas
dado a parede forgca mecénica. Apresenta uma coloragdo clara e possui uma grande
afinidade com a 4gua. Ja as hemiceluloses e a lenhina variam em composicdo e quantidade,
tanto nas folhosas como nas coniferas. As primeiras séo polissacarideos, que se encontram
intercaladas com as microfibrilas de celulose, dando elasticidade a madeira. A lenhina é
bastante diferente quer da celulose quer das hemiceluloses pois é uma macromolécula
tridimensional amorfa que confere a madeira grande rigidez e resisténcia a biodegradacéo

(Pegg & Ayres, 1987; Nagadesi & Arya, 2014). As CWDE podem ter multiplas formas, o que



confere flexibilidade a um potencial agente patogénico. E frequente que varias formas
segregadas de CWDE, diferindo tanto no ponto isoelétrico como no peso molecular,
ataguem quer o mesmo substrato quer substratos distintos (Pegg & Ayres, 1987). Nas
etapas iniciais de podriddo a madeira perde peso e a capacidade de suportar esforcos de
tracdo, sem que sejam visiveis quaisquer sintomas de descoloracdo ou degradacao (Wilcox,
1978).

Segundo Lonsdale (1999) o processo de degradacao do lenho de uma arvore € um
fendbmeno que pode levar muitos anos a evoluir, sendo possivel identificar quatro fases
distintas, com repercussdes em termos de sintomas na arvore: (i) Degradacao incipiente do
lenho — nesta fase pode ou ndo haver coloracdo da madeira; ocorre espessamento das
paredes celulares, o que resulta em menor capacidade para suportar esforcos de tracao;
mesmo antes de a podriddo ser Obvia pode ocorrer alguma perda de estabilidade; (ii)
Degradacéo inicial do lenho — a degradacéo é detetavel embora ndo seja 6bvia; registam-se
alterac@es ligeiras na coloragéo, na textura e na capacidade de suportar esfor¢os de tracéo;
regista-se ja alguma perda de peso e de estabilidade; (iii) Degradacao intermédia do lenho —
degradacéo Obvia, embora o essencial da estrutura da madeira permaneca intacta (isto é, as
paredes celulares mantém a sua forma); (iv) Degradacdo avancada do lenho — a estrutura
da madeira é totalmente destruida, apresenta aparéncia fibrosa ou pulverulenta, consoante
0s compostos degradados enzimaticamente, e perda total para suportar esfor¢cos de tracao

e compressao.

1.1.1. Podridao branca

A podridao branca é particularmente abundante em ecossistemas florestais, sendo a
forma mais comum de podriddo do lenho encontrada em arvores vivas (Schwarze et al.,
2000). E causada sobretudo por fungos Basidiomycota, mas também por ascomicetas, que
produzem inicialmente lenhinases que atacam a lenhina e mais tarde, no decurso do
processo de colonizagéo, enzimas que vao degradar de forma diferenciada as celuloses e
hemiceluloses das paredes celulares.

A madeira de folhosas é a mais suscetivel ao ataque destes fungos, tanto pelo maior
conteudo em lenhina como pelas suas hemiceluloses (Schwarze et al., 2000). Existem
contudo algumas coniferas afetadas por podridées brancas (por exemplo Pinus spp. por
Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.). Em arvores em pé esta podriddo € associada a
presenca de feridas e de cancros. Em funcdo da espécie fungica envolvida e das respetivas
enzimas excretadas, as podriddes brancas podem ser de dois tipos: podridées brancas

seletivas e podridées brancas simultaneas (Worrall et al., 1997).



Na podriddo branca seletiva, também designada deslinhificacdo seletiva, que se
encontra quer em coniferas quer em folhosas, a degradacédo da parede celular centra-se na
lenhina e nas hemiceluloses, causando a dissolucdo da lamela média e, em fases mais
avancadas, também pode atingir a celulose (Worrall et al., 1997; Schwarze et al., 2000). A
capacidade da madeira para suportar esforcos de tracdo ndo é alterada e segundo
Schwarze et al. (2000) até pode, em certos casos, registar um ligeiro aumento. Como
resultado, a madeira torna-se mais suave, com consisténcia fibrosa, por vezes alveolar, e
coloracdo eshranquicada (Fig. 3). Os fungos que causam podriddo branca seletiva
diminuem a capacidade da arvore para suportar esforcos de compressao, e portanto o seu
préprio peso, ainda que a madeira se torne mais elastica, suportando deformacfes mais
acentuadas devido & permanéncia de celulose na parede celular. Arvores afetadas por este
tipo de fungos exibem lenho de reacdo nas zonas apodrecidas, rugas de compressao e
deformacfes que mais ndo sdo do que uma resposta mecénica ao stresse suplementar que
se faz sentir nos locais onde a dissipacao de esforcos é afetada (Mattheck & Breloer, 1994;
Schwarze et al.,, 2000; Passola, 2011). O fungo Porodaedalea pini (Brot.) Murrill (sin.
Phellinus pini (Brot.) A. Ames) é responsavel pela deslinhificacdo seletiva da madeira em
pinheiros com mais de 15 anos de idade, sendo conhecido como o0 agente causal do
cardimento ou ardido do pinheiro (van Halder, 2002). Também as podridées causadas por
Ganoderma spp. e Inonotus hispidus (Bull.) P. Karst, em folhosas, e por Heterobasidion
annosum (Fr.) Bref. s.l. em resinosas, sao do tipo podridao branca seletiva (Schwarze et al.,
2000).

Os fungos que causam podriddo branca simultdnea degradam a celulose e a
lenhina a uma taxa muito semelhante, causando erosdo desde a superficie do lUmen das
células (Worrall et al., 1997). Este tipo de podriddo afeta mais frequentemente folhosas e faz
com que a madeira fique com uma coloragéo esbranquicada, consisténcia fragil semelhante
a giz, aspeto cubico, fratura rigida e reducdo da capacidade de suportar flexdo (Schwarze et
al., 2000). Como tanto a componente elastica como a componente rigida sdo degradadas, a
arvore ndo tem capacidade para produzir lenho de reacdo e portanto ndo apresenta
deformacfes. Nestas arvores a presenca de defeitos externos como deformacdes e rugas
de compressdo é bastante reduzida, ou mesmo inexistente, tornando muito dificil a sua
detecdo a menos que se observem cavidades abertas (Mattheck & Breloer, 1994; Schwarze
et al., 2000). O fungo Fomes fomentarius (L.) Fr., muito frequente em ambiente urbano em
arvores da familia Salicaceae, causa podriddo branca simultdnea especialmente em
choupos (Intini, 1990; Schwarze et al., 2000; Passola, 2011).

Segundo Worrall et al. (1997) as duas formas de podriddo branca podem ser
causadas por um mesmo fungo em diferentes etapas de colonizacdo da madeira. E o caso

de Ganoderma cupreolaccatum (Kalchbr.) Z. Igméndy (sin. G. pfeifferi Bres.) em faias que,


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=431973
http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp?strGenus=Phellinus

nas fases iniciais de colonizacdo da madeira, causa podriddo seletiva e a medida que
progride passa a degradar todos os componentes das paredes celulares (Schwarze et al.,
2000).

Por fim, alguns ascomicetas causam uma podriddo branca de progressao bastante
lenta, com a presenca de linhas negras irregulares no interior e circundando a madeira
apodrecida, tanto em folhosas em pé como em segmentos cortados (Schwarze et al., 2000).
Por exemplo a espécie Rosellinia necatrix Berl. ex Prill. é agente causal de podriddo branca
seletiva em diversas espécies fruteiras (Agrios, 2005).

Figura 3. Podridao branca seletiva em Buxus sempervirens, causada por Fomitiporia sp.

1.1.2. Podridao castanha

Os fungos causadores de podriddo castanha sdo muito menos frequentes do que os
causadores de podriddes brancas, afetam especialmente coniferas e sdo basidiomicetas da
familia Polyporaceae (Schwarze et al.,, 2000). Curiosamente, os fungos causadores de
podridao castanha constituem menos de 10 % das centenas de espécies de basidiomicetas
descritas como associadas a madeira (Ryvarden & Gilbertson, 1993-1994).

Estes fungos produzem quase exclusivamente celulases que vao digerir quer a
celulose quer a hemicelulose (Singh & Singh, 2014). Estes dois componentes representam
70 % do peso seco da madeira e a sua degradacdo faz com que os tecidos afetados
adquiram uma coloracdo castanha devido a presenca de moléculas de lenhina alteradas. A
lenhina, que também pode ser degradada até certo ponto, é deixada como um residuo nas
paredes celulares degradadas, pelo que os tecidos apresentam maior rigidez, por perda da
componente elastica das células, e a sua capacidade de suportar esforgcos de tracdo é
drasticamente afetada (Passola, 2011; Singh & Singh, 2014). Esta madeira apresenta uma
dureza muito elevada, que se mantém por muito tempo, fazendo com que as células vivas

ndo reajam aos esforcos mecanicos; a sua textura € cubica, de consisténcia fragil,
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qguebradica e pulverulenta ao ser esmagada. Em geral arvores afetadas por este tipo de
podriddo n&o exibem sintomas externos que permitam diagnosticar a sua presenga
(Mattheck & Breloer, 1994; Schwarze et al., 2000; Passola, 2011).

Em ambiente urbano é frequente a presenca de Rigidoporus ulmarius (Sowerby)
Imazeki em freixos e tilias, causando podridao castanha no colo e raizes (Passola, 2011).

1.1.3. Podriddo branda ou mole

De acordo com Passola (2011) este tipo de podriddo é pouco usual na Peninsula
Ibérica, ocorrendo sobretudo em zonas de clima mais atlantico ou de montanha. Contudo
encontra-se bastante presente na natureza (Singh & Singh, 2014). De entre os tipos de
podridées conhecidos este € o menos estudado. Macroscopicamente é dificil de detetar
exceto em estados bastante avancados, apresentando uma capa branda a superficie
geralmente descorada e levemente erosionada, podendo abrir fissuras em madeira seca
(Tavares, 2011).

Os fungos que causam esta podriddo sdo ascomicetas mas também se conhecem
algumas espécies de basidiomicetas que de forma pontual podem induzir este tipo de
podriddo. Entre as espécies de ascomicetas destacam-se as pertencentes ao género
Kretzschmaria (sin. Ustulina) (Passola, 2011). Todos os componentes da parede celular
podem ser degradados durante a podriddo branda mas ha preferéncia pelas celuloses e
hemiceluloses especialmente nas folhosas (Worrall et al.,, 1997). S&o reconhecidos dois
tipos diferentes de podriddo de acordo com o tipo e quantidade relativa de enzimas
produzidas pelo fungo envolvido. A podriddo do Tipo 1 é a que tem sido mais estudada e
pode degradar celulose, hemicelulose e mesmo lenhina até certo ponto. E caraterizada
anatomicamente por cadeias de cavidades longitudinais com pontas coénicas, orientadas
com as microfibrilas da celulose, que se encontram na camada S2 da parede celular. Ja a
podriddo do Tipo 2 causa erosdao da superficie do limen, similar a podriddo branca
simultdnea, mas pouco se sabe sobre esta (Worrall et al., 1997; Singh & Singh, 2014).

No geral a madeira afetada por esta podrid&o fica com uma colorac¢éo entre o branco
e o castanho, aparéncia alveolar, relativamente dura e com consisténcia quebradica; esta
madeira tem pouca capacidade para suportar esforcos de tragdo e uma boa resisténcia a
compressao (Passola, 2011).

A podriddo causada por Kretzschmaria deusta (Hoffm.) P.M.D. Martin é uma das
podrid6es mais preocupantes em arvores urbanas, que afeta sobretudo o sistema radicular
e o0 colo de inUmeras espécies de folhosas (Passola, 2011). A podridao causada por este
fungo é de dificil detecdo com recurso a resistdégrafo ou a tomografia, e as frutificagbes

geralmente formam-se quando a degradacéo € ja muito extensa (Schwarze et al., 2000).



Entre os basidiomicetas responsaveis por podriddes brandas importa referir Inonotus
hispidus, Ganoderma adspersum (Schulzer) Donk e Meripilus giganteus (Pers.) P. Karst que
nas zonas de confronto com as barreiras de compartimentagédo causam podriddo alveolar do

tipo podridao branda (Schwarze et al., 2000; Passola, 2011).

1.2. Podriddes em arvores urbanas em Portugal

Em relacdo a fungos que atacam a vegetacéo arbérea em Portugal, a maior parte da
informacgédo existente remete-nos para espécies lenhicolas que atacam povoamentos, como
Heterobasidion annosum, que causa podriddo do cerne em Pinus sp., e também algumas
espécies de Armillaria (ICNF, 2013). Pouco tem sido estudado e discutido sobre espécies
que atacam arvores urbanas, mas 0 mesmo nao acontece noutros paises europeus como
Espanha e Italia, que estdo mais avancados neste campo.

O género Inonotus é referenciado nestes trés paises europeus como o responsavel
pela podriddo branca do cerne, encontrando-se descritas as espécies Inonotus hispidus e
Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid. (anam. Ptychogaster cubensis Pat.) (Fig. 4) (Intini, 1990;
Passola, 2011; Melo et al., 2002). Esta ultima espécie tem uma vasta distribuicdo pelos
tropicos e subtropicos, onde parece limitado a zonas urbanas, sendo mais raro de encontrar
em zonas temperadas. Foi detetada em Portugal pela primeira vez em Celtis australis L. no
ano 2000 (Ramos et al., 2008).

Figura 4. FrutificagBes de Inonotus rickii em Celtis australis nas duas fases reprodutivas: anamorfo
(a esquerda) e teleomorfo (a direita).
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Os basidiomicetas do género Ganoderma também tém algum relevo no que toca a
arvores em meio urbano (Fig. 5). Espécies como G. adspersum, G. applanatum (Pers.) Pat.,
G. australe (Pers.) Pat., G. resinaceum Boud., foram identificadas como causadoras de
podriddo branca em Espanha e Italia (Intini, 1990; Passola, 2011), ja em Portugal pouco se
sabe sobre a distribuicdo deste género mas é evidente a sua disseminagédo na regido de
Lisboa (Caetano, informacdo pessoal). S&o causadoras de podriddo branca seletiva ou
simultanea (consoante as espécies e 0s hospedeiros em que se encontram), podendo por
vezes causar também podriddo mole; estdo ainda associadas a cancros e deformacfes na
forma do tronco. As folhosas sdo as arvores mais atacadas e, em zonas temperadas, a
podriddo é limitada as raizes, colo e zonas mais baixas do tronco. A presenca destes fungos
é facilmente detetada pela existéncia de frutificacbes, isoladas ou em grupo, perenes ou
anuais (Passola, 2011; Schwarze & Ferner, 2012).

Figura 5. Basidioma de Ganoderma sp. em tronco de Schinus molle.

Temos também o género Phellinus que tem vindo a aparecer recorrentemente em
meio urbano, com as seguintes espécies a serem descritas: P. pomaceus (Pers.) Maire, P.
punctatus (P. Karst.) Pilat, P. resinaceus Kotl. & Pouzar e P. torulosus (Pers.) Bourdot &
Galzin. De acordo com a bibliografia mais recente (Decock et al., 2007) a maioria dos fungos
descritos como Phellinus sp. foram segregados no género Fomitiporia.

Segundo Ramos et al. (2011) entre os fungos lenhicolas mais frequentemente
assinalados em arvores monumentais estdo Agrocybe aegerita (V. Brig.) Singer em Celtis
australis, e Populus spp., Coniophora puteana (Schumach.) P. Karst. em Cupressus
lusitanica Miller e C. sempervirens L., G. australe em Fagus sylvatica L., Persea indica (L.)
Spreng., Quercus rubra L., e Tilia sp. L., G. resinaceum em C. australis, Inonotus hispidus
em Platanus spp., |. rickii em C. australis, Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill em Eucalyptus
spp., Lopharia cinerascens (Schwein.) G. Cunn. em Tipuana tipu (Benth.) Kuntze, Meripilus
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giganteus em Fagus sylvatica e Liriodendron tulipifera L., Perenniporia ochroleuca (Berk.)
Ryvarden em Metrosideros excelsa Gaertner, Phellinus pini em Pinus pinea, Phellinus
torulosus (Pers.) Bourdot & Galzin em Eucalyptus spp., Rigidoporus ulmarius (Sowerby)

Imazeki em Aesculus hippocastanum L..

1.3. Carateristicas gerais dos fungos causadores de podriddes do lenho em arvores

O Reino Fungi ou Mycota encontra-se integrado no Dominio Eukaryota e apresenta
qguatro divisdes: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota (Crous et al.,
2009). Este reino admite todos os fungos verdadeiros, ou superiores, enquanto que 0s
pseudofungos, ou fungos inferiores, se encontram agrupados no reino Chromista (Agrios,
2005).

Todas as plantas sdo afetadas ao longo do seu ciclo de vida por algum tipo de fungo
e cada espécie flngica pode parasitar um ou varios hospedeiros. Estes organismos,
guimioorganotroficos, sdo bem-sucedidos devido a sua capacidade de penetrar, colonizar e
reproduzir-se a custa dos tecidos da planta hospedeira. Alguns fungos, como os agentes
causais de ferrugens e oidios, sdo biotréficos, isto €, apenas conseguem crescer e
multiplicar-se em tecidos vivos e por isso, sdo também chamados de parasitas obrigatorios.
Por oposicao, outros fungos cumprem a maior parte do seu ciclo de vida associados a
tecidos mortos (necrotroficos), sendo designados de parasitas facultativos, uma vez que
podem em determinadas condicdes infetar plantas vivas. Da mesma forma, existem ainda
fungos que vivem a maior parte da sua vida parasitando tecidos vivos, mas que podem
crescer saprofiticamente em matéria organica em decomposi¢do, sendo assim designados
de saprofitas facultativos (Agrios, 2005; Batt & Tortorello, 2014).

A maioria dos fungos germina a partir de esporos, formando células filamentosas que
se estendem por crescimento apical, denominadas hifas. Estas podem ser septadas, em
células cheias de protoplasma, ou ndo septadas, e com longos tubos com protoplasma
(Lucas et al., 1985; Lucas, 1998). Tanto o seu diametro (entre 0,500 um a mais de 100 pum)
como o seu comprimento (alguns pm a varios metros) sdo muito variaveis. Ao se
agregarem, as hifas passam a constituir o micélio, que pode ser continuo e com filamentos
plurinucleados (micélio cenocitico), ou apresentar septos que vao delimitar células com uma
constituicdo uni-, bi- ou plurinucleada (micélio septado). A partir de uma Unica célula
podemos cultivar uma rede de hifas interligadas denominada de col6nia. As hifas podem
modificar-se para realizar atividades ligadas ao crescimento, sobrevivéncia e/ou reproducao.
No decurso do seu ciclo de vida a maioria dos fungos produz esporos de natureza

assexuada, havendo espécies que diferenciam ainda esporos sexuados. A identificacdo
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do(s) tipo(s) de esporos e a sua organizacdo em frutificacbes sdo fundamentais para a
identificacdo dos fungos com base em critérios morfologicos (Crous et al., 2009).

Os fungos basidiomicetas sdo de longe o mais numeroso e principal grupo de
organismos responsaveis pela degradacdo da madeira, e consequentemente por causarem
podridGes em arvores em pé. A classificacdo e a taxonomia destes fungos basidiomicetas é
extremamente complexa, e a maioria das “antigas” espécies de fungos associadas a
podrides tém vindo a ser redescritas ou renomeadas nas duas Ultimas décadas, no ambito
das mais recentes regras da taxonomia micolégica.

Taxonomicamente o0s basidiomicetas lenhicolas enquadram-se nas ordens
Agaricales, Hymenochaetales, Polyporales e Russulales (Nicolotti et al., 2010). Estes fungos
sdo conhecidos por diferenciarem frutificacbes do tipo basidiomas ou basidiocarpos que
vulgarmente sdo denominadas carpéforos (para Hymenochaetales e Polyporales) ou ainda
cogumelos (em Agaricales e Russulales). Nos fungos basidiomicetas o principal tipo de
esporos sdo os basidiésporos. Estes esporos sao de natureza sexuada (resultam de uma
divisdo meidtica) e formam-se em esporéforos denominados basidios, que por sua vez se
dispdem em tubos ou poros, laminas ou lamelas e ainda agulhas na estrutura denominada
himénio. O conjunto, ou basidiocarpo, pode ter forma, tamanho e aparéncia muito variaveis.
Os basidiomas tém como func¢éo produzir e disseminar os basidiésporos que ao germinarem
estabelecem um novo micélio, geneticamente diferente do responsavel pela sua producao.
A reproducdo assexuada também pode ocorrer ao longo do ciclo de vida destes fungos, por
fragmentacdo do micélio ou através da formacao de esporos assexuados. Estes esporos, ou
conidios, formam-se a partir de hifas especializadas dispostas em estruturas mais ou menos
complexas, e da sua germinac¢ao resulta um ou mais individuos geneticamente idénticos ao
gue os originou. O processo de formacdo dos basidiomas é ainda em grande parte
desconhecido, sendo a maioria da informagdo conhecida proveniente de estudos
laboratoriais que incidem sobre um numero relativamente reduzido de espécies (Intini,
1990).

Um segundo grupo de fungos, pertencentes a divisdo Ascomycota, € capaz de
degradar o lenho de espécies lenhosas e causar podriddes em arvores em cidade. Estes
fungos sdo mais conhecidos como agentes causais de doencas das folhas ou de cancros
em arvores urbanas. Contudo, algumas espécies sdo capazes de degradar o lenho de
arvores, causando diversos tipos de podriddes. E por exemplo o caso de Daldinia
concentrica (Bolton) Ces. & De Not. e de Kretzschmaria (sin. Ustulina) em diversas espécies
de folhosas, e ainda de Rhizina undulata Fr. em Pinus spp. e em Quercus spp., fungos que
causam podriddes radiculares e do colo, com forte impacto em termos de estabilidade
mecéanica (Passola, 2011). Os ascomicetas reproduzem-se sexuadamente através da

formacdo de ascésporos em ascos. Os ascos organizam-se em estruturas mais ou menos
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complexas, os ascocarpos, em geral menos complexas e mais discretas do que os
basidiomas dos basidiomicetas. Da mesma forma que os basidiomicetas, podem reproduzir-
se assexuadamente, originando esporos ou conidios que disseminados com a ajuda do
vento e da chuva séo fonte de novas infec¢des (Agrios, 2005). Dada a menor importancia
dos ascomicetas como agentes causais de podridées do lenho em arvores em cidade, no
presente trabalho optou-se por dar um maior relevo aos aspetos que respeitam os fungos
lenhicolas basidiomicetas, nomeadamente no que diz respeito as técnicas de identificacdo
(capitulos 1.3.1.,1.3.2.,1.3.3. € 1.3.4)).

Apesar de ser escasso 0 conhecimento acerca dos fatores que induzem a formacao
das estruturas reprodutoras, sobretudo dos fungos basidiomicetas, a luz parece ser um dos
parametros mais importantes no processo de frutificacdo. Tanto em condi¢cbes controladas
como em condi¢cBes de campo, a alternancia de periodos de luz e escuriddo surge como um
dos sinais necessarios a inducéo da diferenciagdo dos basidiomas (Lonsdale, 1999). Ainda
segundo Intini (1990), outros fatores relevantes neste processo sdo as alteracbes na
temperatura e na humidade ambientais. Na natureza os fatores anteriormente apontados
apresentam flutuacdes caracteristicas (em funcdo das esta¢cdes do ano, por exemplo), o que
pode contribuir para as diferentes épocas de frutificacdo destes macrofungos.

A maioria dos basidiomicetas (e ascomicetas) inicia o seu ciclo de vida quando os
esporos microscopicos sao libertados a partir dos poros ou das lamelas do basidioma ou de
outros tipos de estruturas de frutificacdo (por ex. peritecas no caso de alguns ascomicetas).
Os esporos séo produzidos em enormes quantidades e séo primariamente dispersos por
acdo do vento. A maioria dos fungos lenhicolas tem capacidade para sobreviver
saprofiticamente em arvores mortas, toicas e raizes deixadas no solo, o que lhes confere a
possibilidade de sobreviver por longos periodos mesmo apdés a morte do hospedeiro
(Lonsdale, 1999). As frutificagfes que se diferenciam em arvores mortas ou em toicas séo
uma importante fonte de indculo, que poderad dar inicio a novas infecbes em novos
individuos. A remocgédo de basidiomas e de ascocarpos que se tenham formado quer em
arvores vivas quer em material morto, contribui para diminuir a producéo de esporos ainda
gue nao permita reduzir significativamente a presenca da podriddo no seio da populacéo do
hospedeiro (Gonthier & Nicolotti, 2013).

A infecdo de novos hospedeiros acontece maioritariamente através de lenho recém-
lesionado, ainda que também possam ocorrer infe¢cbes a partir dos ramos e raminhos
recém-abrolhados ou ainda por contacto através das raizes. Apos o contacto com os tecidos
do hospedeiro o fungo dara inicio ao processo de colonizacdo, a custa da absor¢édo dos
produtos derivados do processo de degradacdo enzimatica seletiva dos componentes das

paredes celulares, tal como anteriormente explicado (cap. 1.1.).
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O aparecimento das estruturas frutiferas do agente causal da podridéo revela o fecho
do ciclo de vida, ainda que em muitas situa¢gbes a frequéncia com que os basidiomas se
formam seja muito baixa, ou até mesmo nula, levando a que tenha de se recorrer a
observacdo de outros indicadores para diagnosticar a presenca de podrid@es internas em
arvores. Cavidades, fissuras e protuberancias sao alguns dos defeitos indicadores da
existéncia de podridfes internas, e que podem ser utilizados na analise de risco de rutura

associado a estas arvores (Mattheck & Breloer, 1994).

1.3.1. Identificacdo com base nas carateristicas das frutificacfes e estruturas vegetativas

Convencionalmente a identificacdo de fungos lenhicolas depende em grande parte
da observacado das frutificagcbes. Estas, por norma, formam-se no exterior da arvore, em
locais onde é evidente a presenca de grandes acumulacfes de micélio. O seu crescimento
apresenta tanto um geotropismo negativo como um fototropismo negativo (Passola, 2011).
Os basidiomas podem exibir as mais diversas formas - prateleira, casco, chapéu, etc. — e
texturas — semelhante a da cortica, cabedal, madeira, carnudos, etc. — e aglomeragcfes
podem ocorrer tanto na base do tronco como junto a lesbes (Lonsdale, 1999). Podem ser
perenes ou anuais, sendo que o primeiro tipo possibilita o estudo da evolucdo da podridao
em funcdo das suas carateristicas. Estes carpoforos formam a camada himenial fértil do
segundo ano abaixo do himénio do ano precedente, sendo assim possivel avaliar os
distintos anos de crescimento. J4 os basidiocarpos anuais indicam com frequéncia as fases
de colonizacdo ou de expansdo importantes na madeira.

Em termos de identificacdo no campo, a estrutura, o tamanho, a textura e a cor dos
basidiomas (ou dos ascocarpos) sao carateres importantes, que podem apresentar grande
variabilidade quer inter quer intraespecifica (Grangeia, 2012). Espécies préximas podem
contudo apresentar carpéforos muito semelhantes sendo necessario recorrer a observacao
de outros parametros (Lonsdale, 1999). Quando dado carpo6foro ndo pode ser identificado
no campo, a estrutura ou uma parte da estrutura devera ser colhida para posterior
observacdo de carateres microscopicos. Por norma recorre-se a consulta de chaves
dicotdmicas disponiveis para varios grupos de fungos lenhicolas, e que sao sustentadas na
macromorfologia dos basidiomas bem como na micromorfologia do sistema hifal, 6rgaos
himenais e basidiosporos. A determinacdo da espécie através do uso das chaves requer um
largo conhecimento micolégico. Chaves mais simplificadas para fungos lenhicolas que
atacam &rvores em zonas urbanas sdo normalmente adequadas para discriminar até ao
nivel do género. Contudo, se o diagnostico da podriddo tiver como objetivo a gestdo da
arvore, sobretudo no que respeita a gestdo do risco de rutura, a identificagdo ao nivel da

espécie poderd ser indispensavel ja que a agressividade de cada fungo e a capacidade para
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ultrapassar as defesas do hospedeiro podem ser muito varidveis entre espécies do mesmo
género (Schwarze et al., 2000).

1.3.2. Identificagdo com base nas carateristicas culturais

A analise de culturas puras de fungos isolados a partir de micélio ou de madeira
apodrecida pode ser usada quando ndo existem carpoforos disponiveis. Chaves baseadas
na taxa de crescimento, nas carateristicas microscépicas e em carateristicas enzimaticas do
micélio tém sido publicadas para a identificacdo de varios basidiomicetas ao nivel da
espécie (Schwarze et al., 2000). Além disso testes de compatibilidade sexual, executados
com base no confronto e emparelhamento dos isolados a identificar com isolados-teste
haploides, podem também ser ferramentas eficazes de diagnéstico (Nicolotti et al., 2010).
Esses testes de compatibilidade sexual resultam na producdo de micélio heterocariético
estavel geneticamente, detetavel por alteracdo do aspeto das colénias bem como pela
formacdo de ansas de anastomose ou grampos de conexdo nas hifas adjacentes dos
isolados confrontados. Quando ocorre a formagcdo de ansas de anastomose passa-se de
uma colénia com uma rede de hifas radial para uma colénia com uma rede tridimensional,
podendo ser este o principal fator que permite a producdo de frutificacBes (Carlile et al.,
2001).

De referir que a identificacdo de fungos lenhicolas, especialmente de basidiomicetas,
a partir de culturas puras pode tornar-se um processo dispendioso e com resultados aquém
do esperado (Schwarze et al.,, 2000). A amostragem da madeira apodrecida deve ser
representativa e de preferéncia feita a partir de uma zona de transicdo que compreenda
tecido sdo, tecido com descoloracdo e tecido jA degradado. Em arvores em pé esta
amostragem podera implicar a obtencdo de uma ou mais verrumadas (amostra obtida com
verruma de Pressler), o que em espacos urbanos se pode tornar complicado pelas
implicacdes estéticas que podem advir. Acresce ainda que frequentemente, quer sobre o
material amostrado quer nas colénias em desenvolvimento em meios de cultura, ocorre o
desenvolvimento de outros fungos contaminantes, sendo necessario recorrer a meios

seletivos que encarecem o processo (Nicolotti et al., 2010).
1.3.3. Identificagdo com base em técnicas bioquimicas
Diversas técnicas bioquimicas tém vindo a ser desenvolvidas para detecdo e

identificacdo de fungos causadores de podriddo castanha em madeiras em utilizacdo
(Jellison & Jasalavich, 2000; Clausen & Kartal, 2003).
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Entre as técnicas bioquimicas utilizadas destacam-se a andlise qualitativa de
proteinas através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e a analise dos
perfis de isoenzimas dos fungos agentes causais de podriddes. A técnica SDS-PAGE tem
sido utilizada para a identificagdo de fungos agentes causais de podriddes em madeiras a
niveis taxondmicos especificos e infraespecificos (Schmidt & Moreth, 1985). J& a
caraterizacdo dos perfis de isoenzimas dos fungos permite diferenciar espécies
estreitamente aparentadas e tem sido uma técnica bastante usada para estudos de
variabilidade inter e intraespecifica de espécies pertencentes a Armillaria sp. e
Heterobasidion annosum (Wabhlstrom et al., 1991; Otrosina et al., 1992). Estas duas
abordagens apresentam no entanto inconvenientes, nomeadamente por ser necessario o
isolamento em cultura pura do fungo para além de grande quantidade de micélio.
Apresentam ainda a desvantagem de serem pouco sensiveis na detecdo de estados iniciais
de degradacdo da madeira (Nicolotti et al., 2009).

No que diz respeito a técnicas imunoldgicas, a técnica ELISA (“enzyme-linked
immunorbent assay”) foi empregue, por exemplo, por Priestley et al. (1994) para detecdo
rapida de Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. e de A. ostoyae (Romagn.) Herink a partir de
amostras de madeira e por Utomo & Niepold (2000) para detetar espécies patogénicas de
fungos de género Ganoderma em palmeira-de-6leo. Embora esta técnica permita fazer a
analise a um grande nimero de amostras, ha o risco de reacbes positivas com organismos
gue nada tém a ver com a podriddo da madeira (Schmidt, 2007) para além de a
sensibilidade do método ser afetada por alguns compostos presentes na madeira (Jellison &
Goodell, 1989).

1.3.4. Identificacdo com base em técnicas moleculares

Técnicas moleculares, particularmente a tecnologia da PCR (“polymerase chain
reaction”), tém revolucionado o diagnéstico etiol6gico dos fungos e possibilitado estudos de
variabilidade genética das populagfes de fungos lenhicolas.

A semelhanca da técnica ELISA, também as técnicas que se baseiam na PCR
permitem a identificacdo dos agentes causais das podridfes do lenho a partir de amostras
de madeira, sem que seja indispenséavel cultivar os fungos em causa. No entanto, a extragao
do DNA destes fungos a partir da madeira apresenta algumas dificuldades pois para além
das moléculas de DNA poderem estar parcialmente degradadas (Jasalavich et al., 2000), a
presenca de determinados compostos na madeira (como polifendis, taninos, etc.) pode inibir
a reacdo PCR (Bahweg et al., 1998).

Recentemente, Guglielmo (2005) desenvolveu um protocolo de extracdo de DNA de

fungos lenhicolas a partir da madeira apodrecida ou em fases iniciais de degradacdo. Com
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base neste protocolo, Guglielmo et al. (2007, 2008) validaram diversas técnicas moleculares
para diagnostico de podriddes causadas por fungos dos géneros Ganoderma, Inonotus s.l. e
Phellinus s.l., utilizando amostras de madeira.

As técnicas moleculares utilizadas para a identificagéo de fungos dividem-se em dois
grandes grupos: (i) diversidade caraterizada por meio de marcadores desconhecidos,
dirigidos aleatoriamente a generalidade do genoma e (ii) diversidade caraterizada através de
regides especificas do genoma.

No primeiro grupo encontram-se por exemplo as técnicas RAPD, RFLP e ISSR. A
técnica RAPD-PCR foi empregue por Goller & Rudolph (2003) para distinguir estirpes de
Coniophora puteana (Shumach) P. Karst. Contudo, segundo Nicolotti et al. (2010), esta ndo
deve ser utilizada com DNA extraido a partir de amostras ambientais, nomeadamente
madeira. J& Gonthier et al. (2001) recorreram ao estudo dos perfis RFLP para diferenciarem
espécies de Heterobasidion spp.

O segundo grupo de técnicas moleculares implica o conhecimento da sequéncia
nucleotidica de regides com interesse para estudos de taxonomia e diversidade e a
utilizacao de iniciadores desenhados especificamente para identificar determinados grupos
taxonoémicos. Assim, por exemplo, iniciadores especificos desenhados e sintetizados a partir
da regido ITS do rDNA, permitiram a detecao e identificacdo de isolados de Armillaria mellea
(Sicoli et al., 2003), de Ganoderma spp. (Guglielmo et al., 2007; Nicolotti et al., 2009), de
Heterobasidion spp. (Garbelotto et al., 1996), de Inonotus spp. (Guglielmo et al, 2008) e de
Phellinus weirii s.s. (Murrill) Gilb. (Lim et al., 2005), entre outros. Ha também referéncia a
utilizacdo de iniciadores especificos para a regido LSU do rDNA para diferenciacdo de
espécies de Fomitiporia pseudopunctata (A. Davied et al.) Fiasson (Decock et al, 2005), de
Daldinia spp. (Miller et al., 2007; Stadler et al., 2014), de Ganoderma spp. (Guglielmo et al.,
2007 ; Song et al., 2015) e de Inonotus spp. (Guglielmo et al., 2007; Wagner & Fischer,
2002).

Como referido antes, o conhecimento prévio da sequéncia de nucleétidos da regido
de DNA alvo é primordial para o desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico eficientes,
tais como a utilizacdo de iniciadores especificos para os varios taxa e marcadores RFLP.
Além disso, a prépria sequéncia de DNA também pode ser utilizada como um meio simples
e eficiente de identificagdo, explorando potenciais polimorfismos ndo apenas em um local
restrito, mas em toda a regido considerada. Neste caso o produto de amplificacdo por PCR
obtido a partir da amostra desconhecida é submetido a uma reacdo de sequenciacdo que
originara a sequéncia de nucledtidos completa para o fragmento em causa. A sequéncia
desconhecida € entdo comparada, por meio da ferramenta BLAST (“basic local alignment

search tool”), com outras sequéncias depositadas em bases de dados.
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1.4. Objetivos do trabalho

A arboricultura urbana tem as suas origens na América do Norte e na Europa
(Konijnendijk et al. 2000). E uma ciéncia que agrega o conhecimento comum a diversas
areas, desde arboricultura, biologia, silvicultura, horticultura, arquitetura paisagista, ciéncias
socias e ecologia, e em relagdo a qual é evidente um interesse crescente (Cox, 2011). A
existéncia de arvores em espacos verdes urbanos ocorre quer associada a florestas peri-
urbanas quer a arvores isoladas. Em espaco urbano, normalmente classificam-se as arvores
em trés categorias, segundo as condicdes em que sao instaladas e vegetam: arvores
crescendo em matas urbanas (“trees growing in urban woodlands”), arvores em parques ou
jardins (“park trees”) e arvores de arruamento, também chamadas de arvores de
alinhamento ou de caldeira (“street trees”) (Cox, 2011). O presente trabalho teve como
objeto de estudo as arvores em parques ou jardins e as arvores de arruamento.

As arvores desempenham um papel fulcral na construcdo dos aglomerados urbanos,
contribuindo para a qualidade de vida dos cidadaos a varios niveis (Kuchelmeister, 2000).
Porém, as arvores sao organismos que podem atingir dimensfes apreciaveis, sendo
frequente tornarem-se uma fonte de conflitos, especialmente em zonas residenciais com
grande pressado de utilizacdo. Nas cidades modernas o espaco disponivel para o elemento
verde é limitado, pelo que as arvores estdo sujeitas a inumeros fatores de stresse, sejam
danos ao nivel das raizes e do tronco devido ao transito automovel, como a trabalhos de
construcdo, podas severas e compactacdo elevada do solo, para citar apenas alguns.
Muitas destas intervencfes dao origem a lesdes que expdem o interior das arvores a acao
de uma panoplia de organismos, nomeadamente fungos que, ao colonizar os tecidos da
arvore produzem enzimas que degradam as paredes celulares dos tecidos lenhosos. Esta
degradacéo leva ao aparecimento de podridfes, por vezes com formagéo de cavidades, que
afetam a estabilidade mecanica das arvores e podem mesmo fazer com que estas quebrem
ou caiam. A capacidade de detetar precocemente estas situacdes é pois fundamental em

termos de gestéo de arvores em espacgos urbanos.

Com o presente trabalho pretendeu-se obter e analisar dados que permitissem
contribuir para o conhecimento da identidade e variabilidade dos fungos agentes causais de
podridées do lenho em algumas espécies de arvores utilizadas em espacos verdes na
regido de Lisboa. Para tal procedeu-se a caraterizagdo cultural e morfolégica dos isolados
obtidos. Os estudos moleculares realizados visaram a obtengdo das sequéncias
nucleotidicas das regifes ITS e LSU (28S) do rDNA, e permitiram ndo sO confirmar a

identidade dos isolados como também estudar a variabilidade genética dos mesmos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Prospecao de basidiomicetas em arvores na cidade de Lisboa

Para a constituicdo da colecédo de isolados de fungos basidiomicetas responsaveis
por podriddes do lenho em arvores urbanas, realizaram-se, em conjunto com os técnicos do
LPVVA, diversas saidas de campo na zona da Grande Lisboa (Fig. 6) entre janeiro de 2015
e dezembro de 2015.

Figura 6. Localizacdo dos pontos de colheita de amostras na regido da Grande Lisboa.

A maioria das amostras proveio de arvores vivas ou recém-abatidas e consistiam em
frutificacBes (ou porcdes de frutificagcdes), secgdes transversais de troncos ou ramos e ainda

pequenos ramos exibindo podridado do lenho.

2.2. Identificacdo dos fungos com base em carateristicas macro e microscopicas das

frutificacdes

Sempre que foram colhidas frutificacdes de fungos basidiomicetas procedeu-se a
identificacdo das espécies com base na observacdo das carateristicas macro e
microscopicas das estruturas, utilizando para o efeito os trabalhos de Breitenbach & Kranzlin
(1986) e de Gonthier & Nicolotti (2007).

Os parametros considerados foram: presenca de pé na base de insercdo do
basidioma no substrato (lateral ou central), a forma geral do pileo ou chapéu (resupinado,
aplanado, ungulado), tipo de himénio (tubos, laminas ou estrutura lisa), cor do himénio e
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reacdo quando friccionado, forma dos poros, cor e consisténcia da superficie estéril,
incluindo a presenca de apéndices, cor e odor do contexto (parte central) do himénio,
presenca de linhas ou camadas com diferentes colora¢des no contexto do himénio e cor da
esporada (acumulacdo de esporos libertados pela estrutura quando colocada sobre uma
folha branca).

2.3. Obtencéo de isolados

Apo6s a recolha das amostras foi necessario proceder ao isolamento dos fungos,
sendo que o método utilizado variou de acordo com o tipo de substrato.

Procedimento a partir de lenho apodrecido (seccdes transversais de troncos ou

ramos e ramos):

No laboratério cortaram-se as amostras de tecido infetado em pequenas secc¢oes,
com dimensdes médias de 2-3 cm de comprimento, na zona de transicdo entre o lenho
atacado e o lenho séo, por ser o local onde o fungo se encontra mais ativo. Posteriormente,
e ja em camara de fluxo laminar, as por¢cbes de tecido infetado foram desinfetadas
superficialmente por imersdo numa solucdo aquosa de NaClO a 1 %, seguida de uma
passagem por agua destilada esterilizada e deposicdo sobre folha de papel de filtro
esterilizada, para retirar o excesso de liquido. Cada amostra foi seccionada em cinco
porcdes que se dispuseram na superficie de placa de Petri, contendo 15 mL de meio de
gelose de batata dextrosada (PDA, 30 g/L de Potato Dextrose Agar, Difco Laboratories,
Detroit, MI, EUA) suplementado, apés autoclavagem e arrefecimento a 45 °C, com 250 mg/L
de sulfato de estreptomicina.

As placas foram colocadas em estufa de incubacéo, a temperatura de 25 °C+1 °C na
auséncia de luz, por um periodo de cinco a sete dias. Contabilizaram-se as colonias obtidas
e repicaram-se para placas de Petri contendo PDA os fungos que, ou pela frequéncia com
gue foram obtidos ou pelas carateristicas culturais e morfolégicas que apresentavam, eram
compativeis com as descrigbes de colonias de fungos basidiomicetas lenhicolas. As
repicagens visaram a obtencdo de culturas de hifa Unica para posterior identificacdo
sistematica. As placas originais foram mantidas a temperatura ambiente e sob luz difusa por
um periodo de 30 dias, tendo sido observadas semanalmente.

Procedimento a partir de frutificacoes:

Sempre que possivel procedeu-se a colheita de frutificacdes com aparéncia recente
e que de preferéncia ndo estivessem em contacto com o solo, para evitar contaminagées.
As frutificacdes foram acondicionadas em tubos Falcon (50 mL) ou em sacos de plastico

limpos, e transportadas o mais rapidamente possivel para o laboratério, onde se procedeu
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ao seu seccionamento com vista quer a identificacdo morfolégica (cap. 2.7) quer para
isolamento e obtencéo de culturas puras. O isolamento e cultura em meio de PDA foram
executados tal como anteriormente descrito, partindo de pequenas porcoes de tecido
micelial retiradas da parte central do himénio dos basidiomas.

A identificacdo dos isolados obtidos, quer a partir de basidiomas quer a partir de
lenho apodrecido, teve por base a observacao das carateristicas culturais e microscépicas
das culturas puras de acordo com Nobles (1948) e Stalpers (1978).

2.4. Conservacao e constituicao da colecéo de isolados

Os isolados obtidos foram mantidos em tubos de micoteca contendo PDA inclinado,
em condicdes de refrigeracdo. Todos os isolados receberam um nimero de cddigo e foram
depositados na base de dados da micoteca do LPVVA.

No total foram recolhidas 57 amostras, das quais resultou a obtencéo de 76 isolados,
cujo passaporte se encontra discriminado no Quadro 1.

Na colecdo de fungos a estudar foram ainda incluidos sete isolados provenientes da
micoteca do LPVVA (isolados B012A, BO24A a BO26A e BO51A a BO53A).

Para efeitos de comparacédo utilizaram-se quatro isolados pertencentes a micoteca
do INIAV, previamente identificados como Ganoderma resinaceum (isolados GR475,
GR571, GR572 e GR573).
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Quadro 1. Dados de passaporte dos isolados de fungos incluidos no presente estudo, com mencgéo dos isolados mantidos em cultura pura e dos isolados
para os quais se obtiveram as sequéncias nucleotidicas para as regides ITS e LSU do rDNA

Data d Sequéncias
Cédigo isolado Género/Espécie @ Hospedeiro Local de colheita cglr?eitea Substrato Cultura pura T Lsu
BOO1A Inonotus rickii Celtis australis R. Artilharia 1, Lisboa jan-15 basidiocarpo X X X
B0O01B I. rickii C. australis R. Artilharia 1, Lisboa jan-15 basidiocarpo X
B001C I. rickii C. australis R. Artilharia 1, Lisboa jan-15 basidiocarpo X X
B0O01D I. rickii C. australis R. Artilharia 1, Lisboa jan-15 basidiocarpo X
BO02A n.i. Schinus terebinthifolius Palacio de Queluz, Queluz jan-15 ramo com podriddo branca X
BOO3A Phellinus punctatus Buxus sempervirens Palacio de Queluz, Queluz jan-15 basidiocarpo X
B0O03B P. punctatus B. sempervirens Palacio de Queluz, Queluz jan-15 basidiocarpo X X X
B003C P. punctatus B. sempervirens Palacio de Queluz, Queluz jan-15 basidiocarpo X X
BO03D P. punctatus B. sempervirens Palacio de Queluz, Queluz jan-15 basidiocarpo X X
BOO04A Ganoderma australe  C. australis R. Jau, Lisboa jan-15 basidiocarpo X X
B004B I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa jan-15 basidiocarpo X
BOO5A I. rickii C. australis R. Jau, Lishoa jan-15 anamorfo X X X
BOO6A I. rickii C. australis R. Luis de Camoes, Lisboa jan-15 anamorfo X X
B006B I. rickii C. australis R. Luis de Camoes, Lisboa jan-15 anamorfo X X
BOO7A I. rickii C. australis R. Luis de Camoes, Lisboa jan-15 anamorfo X X
BO0O8A Daldinia concentrica  C. australis R. Luis de Camdes, Lisboa jan-15 frutificacé@o X X X
BO09A Fistulina hepatica Quercus suber Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X
BO10A Phellinus torulosus Cupressus lusitanica  Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo
B010B P. torulosus C. lusitanica Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X
BO11A Inonotus hispidus Platanus sp. Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X
B011B . hispidus Platanus sp. Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo
BO12A* Pleurotus sp. C. lusitanica Qta. Conchas e do Lumiar, Lisboa set-02 secgdo do tronco X X
BO13A n.i. C. australis Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X
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Quadro 1. (continuacédo da pagina anterior)

- Sequéncias
ii%?ég?) Género/Espécie @ Hospedeiro Local de colheita (I:D(?Itr?e?tz Substrato Cultura pura s Lsu
BO14A Trametes sp. Fraxinus sp. Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X X
BO15A I. rickii C. australis Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo
BO16A G. australe Schinus molle Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X X
BO17A Lenzites sp. Fraxinus sp. Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X
BO18A P. torulosus Robinia pseudoacacia  Tapada da Ajuda, Lisbhoa fev-15 basidiocarpo X
BO19A P. punctatus Pittosporum sp. Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X X
B0O20A P. torulosus Fraxinus sp. Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X
BO21A n.i. Phillyrea latifolia Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X
B021B n.i. P. latifolia Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X X
B021C n.i. P. latifolia Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo
B022A P. punctatus Cercis siliquastrum Tapada da Ajuda, Lisboa fev-15 basidiocarpo X
B023A P. torulosus Eucalyptus sp. Palécio Vala Real, Azambuja fev-15 basidiocarpo X X
B024A* Agrocybe sp. Populus sp. Praca Afranio Peixoto, Lishoa out-02 basidiocarpo X
BO25A* Armillaria sp. Pinus pinea Portel, Portel jun-07 raminhos X
BO26A* Armillaria sp. Photinia sp. Birre, Cascais dez-12 colo e raizes X
B027A I. rickii C. australis R. Artilharia 1, Lisboa fev-15 anamorfo X
B027B I. rickii C. australis R. Artilharia 1, Lisboa fev-15 anamorfo X X
B028A Phellinus pomaceus Prunus sp. Oeiras, Oeiras fev-15 basidiocarpo X
B029A ng;oupnhgllum C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 basidiocarpo
B029B S. commune C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 basidiocarpo
B0O30A I. rickii C. australis R. Pedro Calmon, Lishoa fev-15 anamorfo
B0O31A I. rickii C. australis Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 anamorfo X X X
B032A I. rickii C. australis Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 anamorfo
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Quadro 1. (continuacédo da pagina anterior)

- Sequéncias
iC;(())(Ijall?jg Género/Espécie @ Hospedeiro Local de colheita E(?Itr?e?tea Substrato Cultura pura s Lsu
B032B I. rickii C. australis Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 anamorfo X
BO33A I. rickii C. australis Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 basidiocarpo X
B034A I. rickii C. australis Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 anamorfo X
BO35A Ganoderma Platanus sp. Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15  basidiocarpo X

resinaceum
BO36A D. concentrica Fraxinus sp. Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 frutificacéo X
BO37A P. punctatus Platanus sp. Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 basidiocarpo X
B037B P. punctatus Platanus sp. Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 basidiocarpo
B037C P. punctatus Platanus sp. Alameda dos Pinheiros, Lisboa mar-15 basidiocarpo X
B0O38A I. rickii C. australis R. Pedro Calmon, Lisboa mar-15 anamorfo X X
B038B I. rickii C. australis R. Pedro Calmon, Lisboa mar-15 anamorfo X X
B0O39A I. rickii C. australis R. Pedro Calmon, Lisboa mar-15 anamorfo X X
B040A P. pomaceus Styphnolobium japonicum  R. Jo&o de Barros, Lisboa mar-15 basidiocarpo X
B0O41A I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa mar-15 anamorfo
B042A I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 basidiocarpo
B043A I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 anamorfo
B044A I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 anamorfo
B045A n.i. C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 L&:?nocgom podriddo
B046A I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 anamorfo
B0O47A I. rickii C. australis R. Jau, Lisboa fev-15 anamorfo X X X
B048A I. rickii C. australis R. Artilharia 1, Lisboa fev-15 basidiocarpo
B049A n.i. C. australis R. Artilharia 1, Lisboa mar-15 La:?nocgom podriddo
BO50A P. torulosus Acacia sp. Museu da Cidade, Lisboa mar-15 basidiocarpo X X
BO51A* P. pomaceus Prunus sp. Palécio do Machadinho jan-13 basidiocarpo X
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Quadro 1. (continuacédo da pagina anterior)

codi Data d Sequéncias
~0d1g0 Género/Espécie @ Hospedeiro Local de colheita alade  gyupstrato Cultura pura

isolado colheita ITS LSU
BO52A* S. commune Tilia sp. Seixal, Seixal jul-05 basidiocarpo X

BO53A* Ganoderma sp. Tilia sp. R. Dom Jo&o de Castro, Sintra jul-05 basidiocarpo X X X
BO54A D. concentrica Citrus sp. Rua Séo Gregorio, Sintra abr-15 frutificacéo X X X
B054B D. concentrica Citrus sp. Rua Séao Gregorio, Sintra abr-15 frutificacé@o X

BO55A G. australe C. australis Fabrica da Pdlvora, Oeiras abr-15 basidiocarpo X X
BO56A P. pomaceus Prunus sp. Fabrica da Pélvora, Oeiras abr-15 basidiocarpo

BO57A G. australe Apollonias barbujana J. Botanico de Lisboa, Lishoa mai-15 basidiocarpo X

BO58A Ganoderma sp. Ceratonia siliqua Paco de Arcos, Oeiras jul-15 basidiocarpo

BO59A I. rickii C. australis R. do Embaixador, Lishoa jul-15 anamorfo X X X
BO60A G. resinaceum Ulmus sp. Jardins da Gulbenkian, Lisboa jul-15 basidiocarpo X X X
BO61A G. australe Platanus sp. Queijas, Oeiras jul-15 basidiocarpo X X X
B062A Ganoderma sp. Acer sp. Algés, Oeiras ago-15 basidiocarpo

B063A I. rickii C. australis Jardim da Estrela, Lishoa dez-15 basidiocarpo

B064A Laetiporus sulphureus Eucaliptus sp. Tapada da Ajuda, Lisboa dez-15 basidiocarpo

GR475** G. resinaceum Q. suber S. Marcos da Serra, Silves out-66 basidiocarpo X X X
GR571** G. resinaceum Acacia melanoxylon XII?TEZ dl\;amonal da Machada, out-73 basidiocarpo X X X
GR572** G. resinaceum A. melanoxylon Xll?;gdl\;amonal da Machada, out-74 basidiocarpo X X X
GR573** G. resinaceum Q. suber Castelo Branco dez-06 basidiocarpo X X X

@ |dentificacdo com base em Breitenbach & Kranzlin (1986) e Gonthier & Nicolotti (2007); n.i. ndo identificado; * isolados provenientes da micoteca do LPVVA;
** jsolados-referéncia provenientes da micoteca do INIAV.
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2.5. Influéncia do meio de cultura no crescimento micelial

Para estudar o efeito do meio de cultura no crescimento micelial selecionaram-se
sete isolados de Inonotus rickii (BOO1A, BO04B, BOO5A, BOO7A, B027B, B032B e B044A) e
guatro isolados do género Ganoderma (BO16A, BO35A, BO53A e B0O57A). A selecao foi feita
tendo em conta a origem dos isolados, os hospedeiros e o aspeto morfologico das colbnias.

O crescimento micelial foi avaliado a temperatura de 25 °C na obscuridade, em
placas com 90 mm de diametro e em dois meios de cultura: PDA, com a mesma dosagem
referida anteriormente, e MEA a 2 % (w/v) (2 % de malte — Malt Oxoid e 0,2 % de agar -
Bacto™ Agar). O ensaio teve a duracdo de 10 dias, com medicdes ao 4°, 7°, 9° e 10° dia, do
didametro das col6nias segundo dois eixos ortogonais. Partiu-se de discos de micélio de
4 mm de diametro que foram assepticamente cortados, com o auxilio de um anel cortante,
da frente de crescimento das col6nias com cinco dias de idade, e transferidos para o centro
das placas de PDA e MEA. Efetuaram-se trés repeticdes por isolado por meio de cultura
ensaiado. Os critérios de selecdo, quer dos meios de cultura, quer da temperatura e do
periodo de incubacédo, a usar nestes estudos, foram baseados nos resultados de Simone et
al. (2011).

Os dados registados foram objeto de analise estatistica, recorrendo-se ao programa
Statistica 6.0 (StatSoft Inc.), realizando-se uma ANOVA a um fator para a taxa de
crescimento (isolado) e uma ANOVA a dois fatores (isolado; efeitos fixos) para conhecer a
interacdo entre os isolados e o meio de cultura, ambas seguidas de teste de comparacao de

médias (teste Tukey, a 95 % de confianca).

2.6. Caraterizacdao cultural

As colbnias obtidas no ensaio acima descrito foram ainda usadas para a respetiva
descri¢do cultural, ao fim de 10 dias de crescimento. Considerou-se o seguinte conjunto de
carateristicas: textura, densidade, coloracdo, natureza da frente de crescimento, aspeto a
transparéncia, zonagem, presenca de frutificagbes e aspeto da face inferior. A coloracédo das
colénias foi registada de acordo com o cédigo de cores de Saccardo (1891) e todas as

outras caracteristicas foram revistas segundo Stalpers (1978).

2.7. Caraterizagdo morfolégica

Para a caraterizagdo morfolégica dos 11 isolados acima estudados consideraram-se

o aspeto das hifas (forma e septacdo), a presenca de clamidésporos e a ocorréncia de
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cristais. Para observagdo das carateristicas em questdo, realizaram-se preparagfes entre
lamina e lamela com &cido lactico ou com lactofenol de azul de algodao, a partir de micélio
retirado da superficie de colénias em PDA e em MEA com 10 dias de idade. As preparacdes
foram observadas ao microscopio (Leica DM 2500) com uma ampliacdo de 400 x, e
fotografadas por forma a obter varios campos 6ticos e encontrar estruturas carateristicas

dos fungos em questéo.

2.8. Extracao e Quantificagédo do DNA

Para obtencdo de micélio dos fungos, inocularam-se placas de Petri contendo
aproximadamente 15 mL de PDA, a superficie do qual se havia depositado uma folha de
celofane previamente esterilizada, com um disco de micélio retirado da periferia de culturas
com 8 a 10 dias de idade. As placas foram incubadas a temperatura ambiente e luz difusa,
por periodo variavel consoante o niimero de dias necessario para se observar o crescimento
das coldnias sem que estas atingissem o rebordo das placas.

O micélio foi raspado da superficie da folha de celofane e colocado em tubos de
Eppendorf (1,5 mL), que foram acondicionadas por algumas horas a -20 °C e posteriormente
liofilizadas (Liofilizador EDWARDS Micromodulyo, Edwards High Vacuum International, UK).
Para cada isolado pesaram-se cerca de 20 mg de micélio liofilizado que foi macerado com a
ajuda de um almofariz, pildo e areia acidificada (Sand sulphuric acid washed - VWR
International bvba/sprl), de modo a que ficasse preparado para a execucao do Protocolo de
extracdo “DNeasy Plant Mini kit” (QIAGEN, Hilden, Alemanha) (Anexo 1).

A gquantificacdo do DNA extraido foi realizada por espectrofotometria em NanoDrop™
2000 (Thermo Fisher Scientific, UK) ou por comparagdo de bandas observadas por
eletroforese em gel de agarose a 0,8 % (p/v) com bandas produzidas por uma série de
guantidades conhecidas de marcador A-DNA (Lambda Deoxyribonucleic Acid, Amersham
Pharmacia Biotech). Preparou-se um gel de agarose (UltraPure Agarose, Gibco, Paisley,
UK) a 0,8 % (p/v) em solugdo tampédo TBE 0,5 x (45 mM de Tris-base; 45 mM de acido
bérico; 1 mM de EDTA, pH 8,0) de acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989), ao
gual se juntou GreenSafe Premium (Nzytech, Lda., PT), em alternativa ao uso do brometo
de etidio. O gel foi colocado numa tina de eletroforese horizontal (Horizon 20.25, Gibco). A
eletroforese decorreu a uma voltagem de 120 V durante um periodo que variou entre 90 e
120 minutos. A visualizacdo das bandas foi efetuada em transiluminador UV (BTX 20.M) de
comprimento de onda de 321 nm, imprimindo-se a fotografia com os resultados obtidos
numa impressora térmica (Mitsubishi, modelo P91). Por comparacdo das bandas obtidas

com o marcador molecular, determinou-se a concentragéo de DNA dos isolados em estudo.

28



2.9. Andlise da regido ITS do DNA ribossomal

De modo a comparar as sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA entre
isolados, procedeu-se a amplificacdo da regido ITS de um conjunto de isolados
selecionados (Quadro 1) usando 0s iniciadores universais ITS1
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White
et al., 1990). As reacdes de amplificagdo foram executadas numa mistura de reagéo (25 pL)
contendo 25 ng de DNA, 12,5 pL de ReadyMix Red Taq (Sigma, St. Louis, EUA) e 1,25 L
de cada iniciador (STAB VIDA - Inv. e Serv. Ciéncias Biol6gicas, Lda), nas condicbes
descritas por Ramos (2009) e Nilsson et al. (2009). A amplificacdo decorreu num
termociclador programado para: 1 ciclo de 2 min. a 95 °C, 30 ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min.
a58°C e 1 min. a72°C, terminando com um ciclo de 5 min. a 72 °C.

O fragmento amplificado (cerca de 540 pb) foi purificado usando “QlAquick PCR
Purification Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemanha) (Anexo 2). O DNA obtido foi eluido em 30-50
pl de Tris 1 mm pH 8,5 e quantificado por espectrofotometria. Os fragmentos amplificados e
guantificados, juntamente com o iniciador ITS1, foram enviados para sequenciacdo na
empresa STAB VIDA - Inv. e Serv. Ciéncias Biologicas, Lda.

As sequéncias obtidas para cada isolado foram compiladas num anico ficheiro e
alinhadas usando os programas FinchTV e BioEdit. Foram produzidos dendrogramas
recorrendo ao programa MEGA 5. Geraram-se 2000 conjuntos de dados por “bootstrapping”
sendo estes analisados por andlise de agrupamento (algoritmo Neighbor-Joining; Hall, 2013)
realizada sob matrizes de distancia calculadas segundo o modelo evolutivo Kimura-2P.
Compararam-se as sequéncias obtidas com sequéncias nucleotidicas disponiveis na base
de dados do NCBI (“national center for biotechnology information”) (Quadro 2) e produziram-
se dendrogramas de consenso que se editaram com o programa MEGA 5 e matrizes de

correlacao.

2.10. Analise da regido LSU do DNA ribossomal

De modo a comparar as sequéncias nucleotidicas da regido LSU do rDNA entre
isolados, procedeu-se a amplificacdo da regido LSU dos isolados selecionados (Quadro 1)
usando os iniciadores NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) e NL4 (5'-GGT
CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) (Sonnenberg et al., 2007). Todo o processo de

amplificacdo, com a diferenca dos iniciadores a utilizar na mistura, foi baseado na mesma
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metodologia acima descrita para a regido ITS. O mesmo aconteceu para a purificacdo e o
envio para sequenciacdo dos isolados.

As sequéncias obtidas passaram igualmente pelo processo de edi¢do, alinhamento e
comparagdo com as sequéncias nucleotidicas disponiveis na base de dados do NCBI
(Quadro 2), com recurso aos programas nhomeados anteriormente.
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Quadro 2. Numero de acesso, origem e referéncias de todas as sequéncias retiradas do NCBI (isolados de comparacao e outgroups) usadas na construcéo
das arvores filogenéticas, para a regido ITS e LSU

N° acesso GenBank

Espécie Nome isolado ITS LSU Hospedeiro Origem Referéncia
Daldinia childiae J.D. Rogers & Y.M. Ju 2.00219-2  KT192354 P'atyc'ad‘;fa‘r’]iima”s (L) China Bu & Yu (2015)
Daldinia childiae HP025 KT323236 Pinus sylvestris L. Espanha Martinez-Alvarez et al. (2016)
Daldinia childiae ILLS 58258 EF562505 n.a. EUA Miller et al. (2007)
Daldinia concentrica (Bolton) Ces. & De Not. Aa. Pedersen (C) AF176954 Fraxinus sp. Dinamarca Johannesson et. al (2000)
Daldinia concentrica Coppi(rlwzs) 3321 AF176955 Fraxinus sp. Inglaterra Johannesson et. al (2000)
Daldinia concentrica 23850 AF176957 Fraxinus sp. Dinamarca Johannesson et. al (2000)
Daldinia concentrica CBS 113277 KT281895 Fraxinus excelsior L. Alemanha Stadler et al. (2014)
Fomitiporia mediterranea M. Fisch. MUCL 46730 EF442330 n.a. Franca Decock et al. (2007)
Fomitiporia mediterranea LM2 AY340022 Vitis vinifera (DC.) Beg. Itélia Fischer & Binder (2004)
Fomitiporia mediterranea MUCL 38514  GU461953 n.a. Itélia Decok et al. (2007)
Fomitiporia mediterranea 45/23 AF515585 Vitis vinifera Alemanha Fischer (2002)
Fomitiporia pse”dogggggaga (A. Davied et al.) MUCL 44799 AY618203 n.a. Italia Decock et al. (2005)
Fomitiporia pseudopunctata MUCL 44806 AY618202 n.a. Itélia Decock et al. (2005)
Fomitiporia pseudopunctata MUCL 51325 GU461981 n.a. R%F;]uelllgza Amalfi et al. (2010)
Ganoderma adspersum (Schulzer) Donk DP87 AM269826 Aesculus hippocastanum L. Itélia Guglielmo et al. (2007)
Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. ATCC 44053 AY515339 n.a. n.a. Kim et al. (2005)
Ganoderma applanatum Dai 8924 KU220014 n.a. China Song et al. (2015)
Ganoderma applanatum olrim925 (SUAS) AY787672 Fraxinus excelsior Lituania n.a.
Ganoderma applanatum K(M)120830 AY884178 n.a. Inglaterra n.a.
Ganoderma australe (Fr.) Pat. Moncalvo 0705 AF026672 n.a. n.a Hibbett et al. (1997)
Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & Y.C. Dai Dai 15799 KU219991 KU220019 n.a. China Song et al. (2015)
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Quadro 2. (continuacdo da pagina anterior)

N° acesso GenBank

Espécie Nome isolado ITS LSU Hospedeiro Origem Referéncia
Ganoderma lucidum (Curtis) P.Karst G1TO99 AM269773 AM269830  Aesculus hippocastanum Itélia Guglielmo et al. (2007)
Ganoderma resinaceum Boud. DP2 AM906060 Celtis austalis Itélia Guglielmo et al. (2008)
Ganoderma resinaceum DP23 AM906061 Platanus %t:/(ia"rgolia(Aiton) Itélia Guglielmo et al. (2008)
Ganoderma resinaceum CH 160999.3 EF060007 Quercus rubra Alemanha Terho et al. (2007)
Ganoderma resinaceum G4/13 AM269837 n.a. Itélia Guglielmo et al. (2007)
Inonotus andersonii (Ellis & Everh.) Cerny T1545 AM269844 n.a. EUA Guglielmo et al. (2007)
Inonotus andersonii SP23 AM269843  Quercus wislizeni A. DC. EUA Guglielmo et al. (2007)
Inonotus cuticularis (Bull.) P. Karst. MF 97-97 AF311010 Fagus sylvatica Alemanha Wagner & Fischer (2002)
Inonotus hispidus (Bull.) P. Karst. PF212 GU068592 Styphnolobium japonicum L. Itélia Simone et al. (2011)
Inonotus hispidus MF 92-829 AF311014 Fraxinus excelsior Alemanha Wagner & Fischer (2002)
Inonotus quercustris M. Blackw. & Gilb. Gilb. 11882 AY059050 Quercus sp. EUA Wagner & Fischer (2002)
Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid 0302%?14 KR905931 Schinus molle Chile Sepulved?égrg)vera etal.
Inonotus rickii URM 80460 KF147913 Acacia richii Brasil Cui et al. (2014)
Inonotus rickii PF232(*) HM362909 Acer negundo L. Itélia Simone et al. (2011)
Inonotus rickii CBS 304.78 HM362907 Myrica cerifera L. EUA Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF241(*) HM362908 Acer negundo L. Espanha Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF243 HM362906 Robinia pseudoacacia L. Grécia Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF244 HM362905 Acer negundo Espanha Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF242 HM362904 Acer negundo Espanha Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF241 HM362903 Acer negundo Espanha Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF240 HM362902 Acer negundo Espanha Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF41 HM362901 Sambucus nigra L. Itélia Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF44 HM362900 Acer negundo Itélia Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF232 GU111925 Acer negundo Itélia Simone et al. (2011)
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Quadro 2. (continuacéo da pagina anterior)

N° acesso GenBank

Espécie Nome isolado ITS LSU Hospedeiro Origem Referéncia
Inonotus rickii PF239 GU111924 Myrica cerifera EUA Simone et al. (2011)
Inonotus rickii CBS 305.78 GU111923 Myrica cerifera USA Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF216 GU111922 Acer negundo Itélia Simone et al. (2011)
Inonotus rickii PF231 GU111921 Acer negundo Itélia Simone et al. (2011)
Inonotus rickii IFP 10359 FJ667753 Hevea brasiliensis L. China Dai et al. (2010)
Inonotus rickii MQNO022 AB811865 n.a. Nepal Bang et al. (2014)
Inonotus rickii BAFC 31046  AY072025 Casuarina C‘t””ingha”ia”a Argentina Gottlieb et al. (2002)
Inonotus rickii BAFC 34115  AY072027 Acacia melanoxylon Argentina Gottlieb et al. (2002)
Inonotus rickii BAEC 3319 GU016326 Platanus ?/Sﬁlr (;f.CJIia(Aiton) Argentina Robles et al. (2012)
Inonotus rickii CAW-32 HQ589221 n.a. India Singh et al. (2010)
Inonotus rickii CAW-28 HQ589217 n.a. India Singh et al. (2010)
Inonotus rickii CAW-27 HQ589216 n.a. India Singh et al. (2010)
Inonotus rickii n.a. FJ860053 Gleditsia triacanthos L. China Dai et al. (2010)
Inonotus rickii HAI 1240 GQ253461 n.a. India Singh et al. (2010)
Inonotus ulmicola Corfixen PC 4072 AY059042 Ulmus sp. Dinamarca Wagner & Fischer (2002)
Entoleuca mammatYa.,\(Jl/.VjEIgnb.) J.D. Rogers & Osterby 1 AF176983 Populus tremula L. Suécia Johannesson et. al (2000)
Fomes fasciatus (Sw.) Cooke b FP-1061048-T AM269825 Carya sp. Nutt. EUA Guglielmo et al. (2007)
Fuscoporia ferruginosa (Schrad.) Murrill b MUCL 45983 DQ122397 n.a. n.a. Decock et al. (2007)
Hypoxylon fragiforme (Pers.) J. Kickx f. b MUCL51264 KM186295 Fagus sylvatica Alemanha Daranagama et al. (2014)
Inocutis tamaricis (Pat.) Fiasson & Niemela CBS 384.72 AY558604 n.a. Turquemenistéo Jeong et al. (2005)
Phellinus igniarius (L.) Quél. ? 85-625 AF515573 Salix caprea L. Alemanha Fischer (2002)
Stereum hirsutum (Willd.) Pers. a TW 235 AF385165 Fagus sylvatica Alemanha Wagner & Fischer (2002)
Trametes versicolor (L.) Lioyd DSH 93-197 u27080 n.a. EUA Hibbett & Donoghue (1995)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificac&o de fungos lenhicolas com base nas carateristicas das frutificacGes

Com base nas carateristicas morfolégicas das frutificagbes colhidas ao longo do

presente trabalho, num total de 54 basidiomas em 57 amostras, e utilizando as chaves de
Breitenbach & Krénzlin (1986) e de Gonthier & Nicolotti (2007), identificaram-se dez
espécies de basidiomicetas e uma espécie de ascomiceta (Quadro 3). Devido a idade e ao

mau estado de conservacdo do material colhido, no caso das amostras B014A, BO17A

BO58A e B062A apenas foi possivel chegar a identificacdo do género (BO14A-Trametes sp.,

B0O17A-Lenzites sp., BO58A e B062A-Ganoderma sp.); ja para a frutificacdo da amostra

B021 nao foi possivel chegar a determinacao do género.

Quadro 3. Lista de géneros ou espécies identificadas com base nos carateres morfolégicos dos
basidiomas (Breitenbach & Kranzlin, 1986; Gonthier & Nicolotti, 2007), respetivos
hospedeiros e frequéncia com que foram encontradas (n° de amostras e de locais)

Espécie N° de Hospedeiros N d.e
amostras locais
Basidiomycota

Fistulina hepatica 1 Quercus suber 1

Ganoderma australe 5 Apollonias barbujana, Celtis australis, Platanus 5
sp., Schinus molle

Ganoderma resinaceum 2 Platanus sp., Uimus sp. 2

Ganoderma sp. 2 Acer campestre, Ceratonia siliqua 2

Inonotus hispidus 1 Platanus sp. 1

Inonotus rickii 23 Celtis australis 9

Laetiporus sulphureus 1 Eucalyptus sp. 1

Lenzites sp. 1 Fraxinus sp. 1

Phellinus pomaceus 3 Prunus sp., Styphnolobium japonicum 3

Phellinus punctatus 4 Buxus sempervirens, Cercis siliquastrum, 3
Pittosporum undulatum, Platanus sp.

Phellinus torulosus 5 Acacia sp., Cupressus lusitanica, Eucalyptus sp., 3
Fraxinus sp., Robinia pseudoacacia

Schizophyllum commune 2 Celtis australis 1

Trametes sp. 1 Fraxinus sp. 1

Ascomycota
Daldinia concentrica 3 Citrus sp., Celtis australis, Fraxinus sp. 3
TOTAL 54 19 20

Da andlise do quadro sobressai a presenca do fungo Inonotus rickii, assinalado em

Portugal por Melo et al. (2002). Este basidiomiceta € agente causal de podriddo branca do
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cerne em folhosas, doenca que na cidade de Lisboa afeta especialmente I16daos-bastardos,
tendo nos ultimos anos levado a quebra de pernadas ou a morte de exemplares de porte
consideravel (Ramos et al., 2008; 2016). No decurso do presente trabalho foi possivel
observar e colher quer frutificacbes da forma sexuada de |I. rickii, quer massas de
clamidésporos da forma assexuada Ptychogaster cubensis (Fig. 7). A facilidade com que
este basidiomiceta diferencia a forma assexuada, facilita a identificacdo do fungo em causa,
sobretudo se for tida em conta a sintomatologia que causa nos hospedeiros (Ramos et al.,
2008). Este basidiomiceta da familia Hymenochaetaceae encontra-se assinalado em
diversas espécies de angiospérmicas lenhosas, em paises tropicais e sub-tropicais,
parecendo prevalecer nas zonas urbanas nos paises de climas temperados (Intini, 2002).
Na Europa, para além de ter sido descrito em Portugal, foi também assinalado em Espanha,
Franca, Grécia e Italia (Intini & Tello, 2003).

Figura 7. Colheita de massa de clamiddsporos de Ptychogaster cubensis na base de Celtis
australis (a esquerda) e pormenor de basidioma de Inonotus rickii no tronco da mesma
arvore.

Os carpoéforos observados no decurso do presente trabalho que vieram a ser
identificados como pertencentes ao género Ganoderma (total de nove amostras)
apresentavam basidiomas sésseis, resupinados a pileados com himénio poréide (poros
redondos ou quase redondos) de cor branco a creme, oriundos de espécies folhosas. Os
basidiomas das amostras B004, BO16, B055, B0O57 e BO61 por serem mais aplanados, com
zonagem na face superior do himénio e sem separacdo dos poros em relacdo ao contexto
do basidioma, foram identificados como G. australe (sin. G. adspersum) (Fig. 8). Quando a
parte superior do basidiocarpo se apresentava coberta por uma fina pelicula brilhante,
avermelhada e semelhante a verniz, o fungo foi identificado como G. resinaceum (amostras
B035 e BO060) (Fig. 8). As amostras B053 e B062 foram identificadas apenas como
Ganoderma sp. porque, apesar dos esporos observados serem carateristicos do género
(esporos corados de castanho com superficie ligeiramente equinulada), os corpos frutiferos

encontravam-se ja muito degradados, ndo tendo mesmo sido possivel o seu isolamento.
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Figura 8. Basidiomas de Ganoderma australe na base de Apollonias barbujana (a esquerda) e de
Ganoderma resinaceum no tronco de um ulmeiro.

Os fungos do género Ganoderma sdo frequentemente relacionados com a rutura de
arvores, especialmente pela zona do colo e do sistema radicular (Lonsdale 1999; Schwarze
et al.,, 2000; Passola, 2011). Afetam espécies de folhosas, ainda que algumas coniferas
possam ser atacadas, em ambientes muito variados. Estes fungos causam podridédo branca
do lenho mas podem encontrar-se diferencas na forma como as paredes celulares do
hospedeiro sdo atacadas, com algumas espécies de Ganoderma a serem responsaveis por
deslinhificacdo seletiva e outras por podriddo branca simultanea (Schwarze & Ferner 2003).
Diversos micologistas tém dedicado a sua atencdo a este género da familia
Ganodermataceae que apresenta grande variabilidade intraespecifica morfologica e
genética (Seo & Kirk, 2000). A espécie tipo da familia é G. lucidum e as espécies G. australe
(sin. adspersum), G. lipsiense (sin. G. applanatum), G. cupreolaccatum (sin. G. pfeifferi) e
G. resinaceum, presentes sobretudo em ambientes urbanos e peri-urbanos (Schwarze et al.,
2000), sdo atualmente descritas como espécies polifiléticas (Seo & Kirk, 2000; Moncalvo et
al.,, 2000). Para Smith & Sivasithamparam (2000) é mesmo urgente que se proceda a
neotipificacdo das espécies G. australe e G. lipsiense. Com efeito, com base na analise
filogenética da regido ITS do rDNA e na proveniéncia geografica de mais de 300 isolados,
Moncalvo et al. (2000) descrevem a existéncia de trés grandes grupos de espécies dentro
do género Ganoderma. No Grupo 1 Moncalvo et al. (2000) descrevem os complexos G.
lucidum s.s. (sensu stricto) e G. resinaceum s.l. (sensu lato). O primeiro destes complexos
parece estar presente sobretudo na Europa e na América do Norte, afetando quer folhosas
guer coniferas, ao passo que G. resinaceum s.l. é predominante no continente asiatico e na
Australia, ainda que alguns isolados sejam provenientes da Europa e da Africa do Sul.
Segundo aquele autor, G. resinaceum s.|. afeta unicamente espécies de dicotileddéneas
lenhosas. No Grupo 2 ficam agregados isolados que afetam plantas da familia Arecaceae,

identificados como Ganoderma zonatum Murrill ou Ganoderma boninense Pat., bem como
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isolados ndo identificados a espécie, obtidos a partir de espécies de folhosas com origem
geografica muito variada. Por fim, no Grupo 3 Moncalvo et al. (2000) agregam os isolados
gue constituem o complexo G. australe-applanatum s.l., onde se inserem o0s isolados
normalmente identificados como G. applanatum ou como G. australe. De referir ainda que
segundo este autor, dentro de G. australe podem distinguir-se trés complexos,
correspondendo a grupos filogeneticamente distintos ainda que muito préximos. No
complexo A de G. australe encontram-se isolados oriundos de paises asiaticos bem como
da Florida (EUA), que afetam quer espécies folhosas quer palmeiras; ja os isolados dos
complexos B e C de G. australe parecem so afetar folhosas e enquanto o complexo B esta
presente apenas no hemisfério Sul (Africa do Sul, América do Sul, Austrdlia e Nova
Zelandia), os isolados pertencentes ao complexo C encontram-se também no continente
asiatico.

O género Phellinus s.l. representa o maior grupo dentro da ordem Hymenochaetales
e estudos recentes mostram que € polifilético, compreendendo diversos géneros, entre os
guais Fuscoporia e Fomitiporia (Wagner & Fischer, 2002). Para Fischer & Binder (2004),
Phellinus s.s. esta por enquanto limitado ao grupo P. igniarius. Outros grupos estéo divididos
do seguinte modo: Fomitiporia no grupo Phellinus robustus (P. Karst.) Bourdot & Galzin,
Porodaedalea no grupo P. pini e Fuscoporia no grupo Phellinus ferruginosus (Schrad.) Pat..
S&o portanto reconhecidas de um modo geral 150 espécies de Phellinus (Fischer & Binder,
2004). Os fungos deste género causam podriddo branca do lenho e foram recolhidas 12
amostras que viriam a ser identificadas como P. pomaceus (trés amostras), P. punctactus
(quatro amostras) e P. torulosus (cinco amostras) (Fig. 9). A espécie P. pomaceus (sin. P.
tuberculosus (Baumg.) Niemeld) (Hymenochaetaceae) afeta folhosas e habitualmente os
seus basidiomas sao visiveis no topo dos ramos ou associados a feridas. A presenca de
linhas pretas no lenho em deterioracdo avancada é muito carateristica na podridao branca
causada por este fungo e corresponde a formagédo por parte do hospedeiro da barreira 4 de
compartimentagdo (Schwarze et al., 2000). As amostras B040, B0O51 e BO056 foram
identificadas como pertencentes a esta espécie devido aos agregados de basidiomas duros,
lenhosos, ungulados, com superficie sulcada castanha e interior com aspeto ferrugento
(Horst, 2001; Passola, 2011). Ja os basidiomas de P. punctactus (amostras B003, B019,
B022 e B037) tém um aspeto de crosta, sdo aplanados, lenhosos, com a face superior
zonada e sulcada com coloracéo acastanhada. Sao frutificagdes anuais, crescendo camada
sobre camada sendo que, alguns exemplares com varios anos podem ser confundidos com
P. pomaceus. Este fungo é frequentemente encontrado em ramos e troncos mortos ou
debilitados (Passola, 2011). As amostras B010, B018, B020, B023 e BO050 foram
identificadas como P. torulosus, que € muito frequente quer em folhosas quer em coniferas,

crescendo em toicas e na zona do colo e de raizes deterioradas. O carpéforo apresenta uma
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forma de prateleira achatada, semicircular, levemente cbncava, com uma superficie
tomentosa e normalmente forma agregados resupinados. A sua coloracao € inicialmente de
ferrugem, tornando-se mais tarde castanho-escura, com uma margem arredondada

castanho-clara (Intini, 1990; Passola, 2011).

Figura 9. Basidiomas de Phellinus pomaceus no tronco de Prunus sp. (a esquerda), Phellinus
punctatus em ramo de Buxus sempervirens (no centro) e Phellinus torulosus no colo de
Acacia sp. (a direita).

O fungo Inonotus hispidus esta presente em diversas espécies de folhosas (acéacia-
bastarda, castanheiro-da-india, freixo, soéfora, platano, entre outras) na zona de Lisboa
(Caetano, 1995; Ramos et al., 2011) (Fig. 10). E agente causal de podriddo branca e de
cancro nas zonas em que frutifica (Schwarze, 2000). Os basidiomas de I. hispidus sdo
anuais e formam-se de julho a setembro, acima dos 2 m de altura, no tronco ou nas
pernadas, com frequéncia associados a lesGes; apresentam uma forma caracteristica em
prateleira, com 10 a 30 cm de didmetro, com a bordadura ligeiramente ondulada; a face
superior apresenta uma coloracdo vermelho-amarelado e é fortemente tomentosa, com
pélos curtos e densos; mais tarde adquire coloracdo vermelho-acastanhado, passa a
vermelho escuro a castanho e por fim fica negra (Passola, 2011). A esporada é castanha.
Inicialmente os corpos frutiferos sédo tdo suculentos que podem ser espremidos e € habitual
verem-se gotas alaranjadas de liquido, que escorrem a partir da face inferior do himénio. No
decurso do presente trabalho, apesar de se ter observado grande nimero de carpéforos de
I. hispidus, ndo foi possivel obter culturas puras do mesmo, quer porque os basidiomas
observados j& se encontravam em avancado estado de degradacdo quer por se
encontrarem associados a ramos altos a que nao foi possivel aceder para fazer a colheita.

Importa ainda referir a ocorréncia de Laetiporus sulphureus (sin. Polyporus
sulphureus), fungo da familia Fomitopsidaceae, raramente visto mas que afeta tanto
folnosas como coniferas (Fig. 10). E causador de podriddo castanha e as suas frutificacdes
anuais aveludadas tém coloracdo laranja-amarelado quando jovens e mais tarde

esbranquicadas, libertando uma esporada alaranjada a laranja-acastanhada fruto de grande
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acumulacéo de clamiddsporos (Stalpers, 1978; Schwarze et al., 2000). Em laboratério ndo
se conseguiu 0 seu isolamento em cultura pura.

Para além dos fungos Basidiomycota referidos anteriormente notou-se também a
presenca de um Ascomycota em algumas folhosas, pertencente a espécie Daldinia
concentrica (Xylariaceae) (amostras B008, B036 e BO054). Este fungo é causador de
podriddo e frutificando sobretudo em troncos mortos e tecidos ja debilitados, sendo que os
seus ascocarpos sO se formam em algumas espécies. Estas frutificacdes libertam uma
esporada negra, apresentam uma textura dura e fibrosa, um aspeto liso e brilhante e uma
coloracdo castanha-arroxeada mas que rapidamente passa a negra (Intini, 1990; Passola,

2011).

Figura 10. Basidiomas de Inonotus hispidus em tronco de Platanus sp. (a esquerda) e de
Laetiporus sulphureus na base de um eucalipto (ao centro). A direita € possivel
observar os corpos frutiferos de Daldinia concentrica em tronco de Celtis australis.

3.2. Influéncia do meio de cultura no crescimento micelial

A analise do crescimento das colénias dos 11 isolados estudados (c.f. cap. 2.5.) a
temperatura de 25°C nos meios de PDA e MEA, permitiu obter informacdes sobre a
interacdo verificada entre o isolado em causa, o tempo de incubacédo e o meio de cultura.

A variagdo do diametro da colonia em funcdo do tempo de incubacdo é constante
nos dois meios testados até ao 7° dia (Fig. 11), verificando-se que ao final deste periodo os
isolados BOO7A e BO35A ja haviam atingido o rebordo da placa.

Desta forma, e porque se pretendia encontrar um tempo de incubacdo que permitisse
um maximo de desenvolvimento das colénias mantendo o poder discriminante entre meios
de cultura, procedeu-se a andlise estatistica para o diametro das col6nias ao fim de sete
dias de incubacéo, verificando-se que existem diferencas significativas entre isolados para
ambos os meios, em resultado ANOVA (Quadros 4, 5 e 6), seguida de teste de comparacao

de médias (teste de Tukey, a 95 % de confianca).
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Figura 11. Graficos ilustrativos do crescimento das coldnias dos 11 isolados em estudo (sete
isolados de Inonotus rickii — BOO1A, B004B, BOO5A, BOO7A, B027B, B032B, B044A,;
guatro isolados de Ganoderma spp. — BO16A, BO35A, B053A, B057A), em funcéo do
meio de cultura (PDA e MEA, respetivamente) e do tempo de incubacdo (4, 7, 9 e 10
dias), a temperatura de 25 °C.

Quadro 4. Resultados da analise de variancia ANOVA a dois fatores (isolado e meio), efeitos fixos,
a=0,05, para a variavel “didmetro da colénia” (mm) em PDA e MEA, apds sete dias de
incubacao a temperatura de 25 °C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 3186,30 1167,00 0,00
Meio 1 327,80 120,00 0,00
Interacdo 10 250,10 91,60 0,00
Erro 110 2,70

Apesar das diferencas encontradas entre isolados para cada meio de cultura, néo foi
possivel discriminar entre isolados de Inonotus rickii e de Ganoderma spp. com base no
crescimento micelial ao final de sete dias de incubagéo (Fig. 12). Ainda assim, observa-se
gue de uma forma geral os isolados apresentam maior crescimento micelial em meio MEA
(significativamente diferentes a 95 % de confianga), a excecdo do isolado BOO1A que
cresceu significativamente melhor em PDA. Esta preferéncia pelo meio de MEA é mais
acentuada no caso dos isolados do género Ganoderma do que nos de I. rickii.

Segundo Simone et al. (2011) I. rickii exibe maiores crescimentos miceliais em PDA

a temperatura de 35°C. No entanto, estes autores referem a existéncia de grande
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variabilidade entre isolados de diferentes origens geogréficas, nomeadamente no que diz
respeito a taxa de crescimento a temperatura de 25 °C. Ainda de acordo com estes autores,
isolados de |. rickii/P. cubensis oriundos do sul de Espanha, Grécia e Italia, exibem maiores
taxas de crescimento e capacidade de crescer a temperaturas superiores a 35 °C, quando
comparados com isolados provenientes de locais de climas mais frios. De forma geral, os
isolados testados no presente trabalho apresentam, a temperatura de 25 °C, uma taxa de
crescimento superior a indicada por Simone et al. (2011).

Quanto aos isolados do género Ganoderma testados os valores de crescimento
micelial registados em MEA sé&o coerentes com os indicados por Ell-Fallal et al. (2015) para
Ganoderma resinaceum e por Kapoor & Sharma (2014) para Ganoderma spp..

Quadro 5. Resultados da analise de variancia ANOVA a um fator (isolado), efeitos fixos, a=0,05, para
a variavel “didmetro da colénia” (mm) em PDA e MEA, apos sete dias de incubacédo a
temperatura de 25 °C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Meio PDA
Isolado 10 1658,50 684,13 0,00
Erro 55 2,40
Meio MEA
Isolado 10 1777,90 585,53 0,00
Erro 55 3,00

Quadro 6. Distribuicdo dos isolados de Inonotus rickii e Ganoderma spp. por grupos homogéneos de
acordo com teste de comparacédo de médias (Tukey, 95 % de confianga) realizado para o
didmetro das colonias (mm) em PDA e MEA, respetivamente, ap0s incubacdo durante
sete dias na obscuridade a 25 °C

Meio PDA Meio MEA

Espécie Isolado Média chumpoogi* Espécie Isolado Média hG(:umpOogs.*
Ganoderma sp. B0O53A 25,50 a Inonotus rickii BOO1A 17,50 4
Inonotus rickii  BO04B 31,33 b 1. rickii BO44A 35,50 p
1. rickii BOO1A 31,83 b 1. rickii B032B 35,50 p
1. rickii B032B 3533 ¢ 1. rickii BOO5A 39,17 ¢
1. rickii BOO5A 36,33 c 1. rickii B0O04B 40,50 ¢
I. rickii B044A 37,00 c Ganoderma sp. B0O53A 48,00 ¢
G. australe BO16A 41,17 d G. australe BO16A 49,83 ¢
G. australe BO57A 60,33 e G. australe BO57A 59,67 ¢
1. rickii B027B 62,17 e 1. rickii BOO7A 70,00 f
1. rickii BOO7A 70,00 f 1. rickii B027B 70,00 f
G. resinaceum B0O35A 70,00 f G. resinaceum B0O35A 70,00 ¢

* Em cada coluna, isolados com uma ou mais letras em comum n&o diferem significativamente para esta carateristica.
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Figura 12. Diametro das colénias dos 11 isolados em estudo em fungdo do meio de cultura (PDA e
MEA) ao fim de sete dias de incubacao, a temperatura de 25 °C (colunas com uma ou
mais letras em comum nao diferem significativamente para esta carateristica).

3.3. Caraterizagao cultural e morfoldgica

Apdés o0 ensaio de crescimento as culturas foram observadas macro e
microscopicamente para se proceder a descricdo das carateristicas das colénias em PDA e
em MEA, bem como para observar carateres morfolégicos especificos de cada grupo de
isolados (Anexo 4, Quadro 4.1. e Quadro 4.2.).

Olhando para o conjunto de isolados nos dois meios testados € evidente que a
densidade micelial das colénias é superior em PDA quando comparada com a de MEA
(Figs. 13 a 16). No caso dos isolados de |. rickii € de notar uma maior variabilidade no
aspeto cultural, entre os isolados, quando comparados com o0s quatro isolados de
Ganoderma spp.

Em meio de cultura PDA os isolados de I. rickii apresentam colénias de densidade
média, com aspeto feltroso a cotonoso, com o0 centro cotonoso, a exce¢do dos isolados
BOO7A e B027B que apresentam micélio feltroso forte e cotonoso fraco, respetivamente. Em
meio PDA, a coloracdo apresentada pelas culturas de I. rickii € variada mas os tons
predominantes vao do castanho aos amarelos ou dos amarelos aos cremes ha margem da
colénia. Entre os isolados testados o isolado BO04B é o que mais se destaca em termos de
coloracgdo das colonias (em PDA mas também em MEA) pela presenga no centro da coldnia
de pigmento amarelo-alaranjado a purpura na face inferior. As carateristicas observadas sao
concordantes com as de Chang & Fu (1998) e Ramos et al. (2008).

Em relagdo as estruturas microscopicas, na maior parte dos isolados foi evidente a
presenca abundante de clamidosporos, por vezes formados em cadeia, e também de

algumas sedas (Fig. 17).
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Figura 13. Colo6nias de Inonotus rickii ap6és 10 dias de crescimento em meio de PDA a 25°C na
obscuridade (da esquerda para a direita e de cima para baixo: isolados BO01A, B0O04B,
BOO5A, BOO7A, B027B e B044A).

Figura 14. Colbnias de Inonotus rickii apos 10 dias de crescimento em meio de MEA a 25 °C na
obscuridade (da esquerda para a direita e de cima para baixo: isolados BOO1A, B004B,
BO05A, BO07A, B027B e B032B).
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Figura 15. Col6nias de Ganoderma spp. apos 10 dias de crescimento em meio de PDA a 25 °C na
obscuridade (da esquerda para a direita e de cima para baixo: isolados BO16A, BO35A,
BO53A e BO57A).

Figura 16. Colonias de Ganoderma spp. apés 10 dias de crescimento em meio de MEA a 25 °C na
obscuridade (da esquerda para a direita e de cima para baixo: isolados BO16A, BO35A,
BO53A e BO57A).



Figura 17. Clamidésporos e sedas (em baixo, a direita) formados em coldnias de Inonotus rickii em
meio PDA ap06s 10 dias de incubacéo a 25 °C (da esquerda para a direita e de cima para
baixo, isolados B032B, B027B, BOO7A e B004B).

Ja em meio de MEA as colbnias de |. rickii apresentam densidade fraca, aspeto
feltroso a feltroso fraco, coloragbes castanho-amareladas, amarelas ou cremes. Exibem
assim um aspeto geral que é consentaneo com as descricdes de Stalpers (1978) e de
Ramos et al. (2008). A presenca de clamiddsporos e sedas neste meio é menos frequente e
menos abundante do que em PDA. Acresce ainda que as sedas formadas em MEA sédo
ligeiramente diferentes das observadas em PDA, em geral dilatadas na base e menos
coradas. Observaram-se ainda grampos de conexao tanto adjacentes como em extensao.
Curiosamente Stalpers (1978) na sua chave dicotémica refere expressamente a auséncia de

grampos de conexao em |. rickii.

Figura 18. Aspeto de sedas (a esquerda) e de grampos de conexdo (a direita) em coldnias de
Inonotus rickii (isolados BOO1A e BOO7A, respetivamente), com 10 dias de crescimento
em meio MEA, a temperatura de 25 °C.
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Em meio PDA as col6nias dos isolados do género Ganoderma apresentam aspeto
feltroso fraco a feltroso forte, densidade média a forte, e coloracdo entre o branco e o
amarelo, carateristicas em tudo semelhantes as descritas por Seo & Kirk (2000) para
G. australe e G. resinaceum. A observacado de clamidésporos foi rara e nunca se detetou a
formacdo de grampos de conexdo (Fig. 19). Segundo Seo & Kirk (2000) a formacéo de
clamidosporos ocorre sobretudo em isolados de G. lucidum com crescimento rapido em
PDA.

do isolado BO16A (G. australe) em meio MEA (ao centro) e cristais formados em colénias
do isolado BO53A (Ganoderma sp.) em meio MEA (a direita); colénias com 10 dias de
crescimento, a temperatura de 25 °C.

Em meio MEA, os isolados de Ganoderma spp. apresentam colonia com baixa
densidade, aspeto feltroso ou pulverulento e coloracdo branca ou creme, dados que séo
sustentados por Stalpers (1978). O micélio é muito fino e a presenca de cristais foi
frequente. O isolado BO35A, G. resinaceum, é o que apresenta maiores diferencas para este
meio em relacdo ao meio de PDA, tanto no aspeto cultural, passando a ser pulverulento, em

vez de feltroso como na zonagem que deixa de existir.

3.4. Caraterizagdo molecular

Do total de 76 isolados obtidos no decurso do presente trabalho procedeu-se a
extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciacdo da regido ITS do DNA ribossomal de 35
isolados. Obtiveram-se igualmente as sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA de
dois isolados oriundos da micoteca do LPVVA (isolados B0O12A e B053A) e dos isolados
referéncia oriundos da colecdo INIAV (isolados GR475, GR571, GR572 e GR573)
(Quadro 7). As sequéncias obtidas foram editadas e submetidas através da ferramenta
BLAST a confronto com a base de dados publica do NCBI, para identificacdo a espécie dos

isolados em causa (Quadro 7).
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Quadro 7. Lista de isolados para os quais se obtiveram sequéncias das regides ITS e LSU do DNA
ribossomal, com a respetiva identificacdo com base nas carateristicas dos basidiomas e
por confronto com a base de dados publica NCBI, com recurso a ferramenta BLAST

cédigo . @ Identificagdo molecular (BLAST)

; Género/Espécie

isolado ITs® Homologia © Lsu® Homologia ©
BOO1A Inonotus rickii Inonotus rickii 93% Inonotus rodwayi 90%
B001C I. rickii Fusarium oxysporum 100%

BOO3B  Phellinus punctatus omibona 96% psggggﬂﬂgf‘ata 99%
B003C P. punctatus Umbelopsis isabellina 99%

B0O3D P. punctatus Slgpn"g'lﬁg'c':f;“ 98%

BO04A  Ganoderma australe Fusarium sp. 99%

BOO5A . rickil . rickil 98% nanows. 97%
BOO6A I. rickii Fusarium sp. 99%

B006B I. rickii Fusarium sp. 99%

BOO7A I. rickii Fusarium sp. 99%

BOO8A  Daldinia concentrica  Daldinia concentrica 99% Daldinia childiae 99%
BO09A Fistulina hepatica U. isabellina 99%

BO12A* Pleurotus sp. Clitopilus pinsitus 98%

BO13A n.i. Glomerella acutata 99%

BO14A Trametes sp. Coriolopsis trogii 99% Cogr:lllic::p;ss 99%
BO16A G. australe iggggglm 99% Ssagggm‘nf 99%
BO17A Lenzites sp. Fusarium sp. 99%

BO19A P. punctatus F. mediterranea 78% F. pseudopunctata 99%
B021B n.i. U. isabellina 99%

B023A P. torulosus Epicoccum nigrum 100%

B027B I. rickii Fusarium sp. 99%

B0O31A I. rickii I. rickii 99% I. andersonii 98%
B034A I. rickii Fusarium sp. 99%

B0O36A D. concentrica D. concentrica 99% D. childiae 99%
B0O38A I. rickii Phoma pedeiae 99%

B038B I. rickii Fusarium sp. 99%

B0O39A I. rickii Fusarium equiseti 99%

B047A I. rickii I. rickii 77% I. quercustris 79%
BO50A P. torulosus Phomz;)v(aisll?; avar. 99%

BO53A* Ganoderma sp. Ganoderma australe 98% G. applanatum 99%
BO54A D. concentrica D. concentrica 99% Daldinia childiae 99%
BO55A G. australe Arthrinium marii 100%

BO59A I. rickii I. rickii 98% I. andersonii 97%
BO60A G. resinaceum G. resinaceum 99% G. lingzhi 99%
BO61A G. australe G. resinaceum 99% G. lingzhi 94%
GR475** G. resinaceum G. resinaceum 99% G. applanatum 99%
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Quadro 7. (continuacao da pagina anterior)

_Cédigo Género/Espécie @ i Identificacdo molecular (BLA;ST)

isolado TS ® Homologia © Lsu ® Homologia ©
GR571** G. resinaceum G. resinaceum 99% G?unggﬁrrnma 99%
GR572** G. resinaceum G. resinaceum 99% G. resinaceum 93%
GR573** G. resinaceum G. resinaceum 99% G. applanatum 99%

@ Identificagdo com base em Breitenbach & Krénzlin (1986) e Gonthier & Nicolotti (2007); ® identificagdo molecular por
confronto com a base de dados NCBI, com recurso a ferramenta BLAST; n.i. ndo identificado; * isolados provenientes da
micoteca do LPVVA; ** isolados-referéncia provenientes da micoteca do INIAV. © Homologia (em %) segundo a
identificagao fornecida pela base de dados NCBI.

Apo6s a edicdo e alinhamento das sequéncias obtidas, foi executada uma andlise
filogenética para os géneros de maior interesse para este trabalho: Inonotus, Ganoderma,
Phellinus e Daldinia, cujos resultados se apresentam de seguida. Nessa analise filogenética
incluiram-se diversas sequéncias referéncia depositadas na base de dados do NCBI (cap. 2,

Quadro 2) para a elaboracao das respetivas arvores filogenéticas.

3.4.1. Sequenciacdo das regibes ITS e LSU do DNA ribossomal dos isolados de

Inonotus rickii

O confronto das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA obtidas para os
isolados previamente identificados como |I. ricki com a base de dados publica NCBI
confirmou a identidade dos mesmos. Desta forma procedeu-se a analise filogenética
incluindo diversas sequéncias referéncias de I. rickii depositadas em bases de dados
publicas. Inclui-se ainda na andlise uma sequéncia de |. hispidus e uma sequéncia de
Inocutis tamaricis (esta ultima utilizada como “outgroup”). No Anexo 5 apresenta-se 0
alinhamento das 34 sequéncias nucleotidicas (total de 505 pb apds eliminagao de “gaps”).

Os resultados da andlise filogenética (dendrograma da Fig. 20) mostram uma
separacao significativa entre dois grupos, um composto pelos isolados dos EUA e o outro
grupo (98 %) composto pelos restantes isolados, incluindo os cinco isolados obtidos no
ambito do presente trabalho, oriundos de C. australis. Os isolados BOO5A, BO31A e BO59A
constituem um sub-grupo suportado por 61 % de “bootstrap” ao passo que os isolados
BOO1A e B047A constituem um sub-grupo a parte (79 %). A semelhanca dos resultados
alcancados por Simone et al. (2011) também os isolados portugueses agruparam com 0S
isolados da Europa, Argentina e China, constituindo os isolados oriundos da Florida (EUA)
um grupo claramente a parte. Por outro lado, I. hispidus constitui um sub-grupo em relagdo
aos isolados europeus, argentinos e chineses.

Para a regido LSU (dendrograma da Fig. 21) os resultados obtidos para o BLAST
foram muito variados. Dos cinco isolados sequenciados, trés foram reconhecidos como
I. andersonii (BOO5A, B031A e BO059A), um como I|. rodway (BOO1A) e outro como
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I. quercustris (BO47A). Nao existindo sequéncias de |I. rickii para esta regido na base de

dados publica utilizaram-se outras espécies proximas para comparagao;

assim

selecionaram-se sequéncias publicas das espécies referidas acima, um isolado de

I. cuticularis, um de I. ulmicola e um de I. hispidus; Phellinus igniarius foi utilizado como

‘outgroup”. A andlise filogenética indica uma clara separacdo em dois grupos: um com

(74 %) compreendendo todos os isolados de espécies referéncia e os isolados BOO5A e

B0O31A e outro suportado por 54 % de “bootstrap” que contém os isolados BO0O1A, BO47A e

BOS9A.
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Figura 20. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido ITS

do DNA ribossomal para isolados de Inonotus rickii, obtido através do agrupamento por
“Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e matrizes de distancia
de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada no os valores apresentados representam o
respetivo valor de “bootstrap” (valores superiores a 50 %); sequéncias obtidas de base de
dados sédo identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Inocutis tamaricis foi
utilizada como “outgroup”.

Comparando a andlise para a regido LSU com a andlise para a regido do ITS do

rDNA verifica-se que o isolado BO59A passa a agrupar com os isolados BOO1A e BO47A.
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Segundo os resultados de Wagner & Fischer (2002) todas as espécies incluidas na analise
pertencem ao grupo Inonotus s.s. Com efeito, também nesta andlise estas espécies

agrupam separadamente dos isolados de I. rickii.

g1 1 AY 059050 Inonotus quercustris

63 |L AF311010 Inonotus cuticularis
AY059042 Inonotus ulmicola

AM269844 Inonotus andersanii

8 AM2B69843 Inonotus andersonii

L35}

L AF311014 Inonotus hispidus
59A

5 01A
Bal— 4TA
054

A

AF515573 Phellinus igniarius

—A
010

Figura 21. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido
LSU do DNA ribossomal para isolados de Inonotus rickii, obtido através do agrupamento
por “Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e matrizes de
distancia de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada n6é os valores apresentados
representam o respetivo valor de “bootstrap” (valores superiores a 50 %); sequéncias
obtidas de base de dados sdo identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de
Phellinus igniarius foi utilizada como “outgroup”.

3.4.2. Sequenciacdo das regifes ITS e LSU do DNA ribossomal dos isolados de

Ganoderma spp.

O confronto das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA obtidas para os
isolados previamente identificados dentro do género Ganoderma permitiu resultados
proximos do esperado, face a identificacdo morfologica realizada anteriormente. A escolha
dos isolados de referéncia foi baseada nos grupos descriminados por Moncalvo et al.
(2000).

Para o género Ganoderma (dendrograma da Fig. 22) os resultados para a regido ITS
apontam para uma separa¢ao em dois grupos, um que contém apenas G. australe, e um
segundo grupo suportado por 98 % de “bootstrap” englobando os restantes isolados. Neste
segundo grupo o isolado de referéncia de G. adspersum encontra-se separado dos demais
isolados. Formam-se depois varios sub-grupos sendo que os isolados identificados como
G. resinaceum estdo agregados (99 %) conjuntamente com os isolados referéncia da
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espécie. De sublinhar ainda que os isolados GR475 e GR573 obtidos a partir de Quercus
suber constituem um grupo com o isolado de G. resinaceum de Quercus rubra oriundo da
Alemanha (88 % “bootstraps” e com uma distancia maxima de 0,00). Os isolados BO16A e
BO53A constituem ainda um subgrupo (96 % de “bootstraps) que dista dos isolados de
G. applanatum cerca de 0,04, do isolado de G. australe cerca de 3,12 e de G. adspersum
3,94. Com efeito, para Seo & Kirk (2000) G. australe sera sinébnimo de G. adspersum, e,
segundo Moncalvo et al. (2000), G. applanatum e G. australe constituem um grupo

polifilético que necessita de ser melhor estudado.

AM306060 Ganoderma resinaceum

AM3I06061 Ganoderma resinaceum

61A

60A

35A
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100 — KU219991 Ganoderma lingzhi
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AM269826 Ganoderma adspersum
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TVU27080 Trametes versicolor
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Figura 22. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido ITS
do DNA ribossomal para isolados de Ganoderma spp., obtido através do agrupamento por
“Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e matrizes de distancia
de acordo com o0 modelo Kimura-2P; em cada né os valores apresentados representam o
respetivo valor de “bootstrap” (valores superiores a 50 %); sequéncias obtidas de base de
dados séo identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Trametes versicolor foi
utilizada como “outgroup”.

Ja para a regido LSU os resultados obtidos na analise filogenética (dendrograma da
Fig. 23) sdo consentaneos com os trabalhos de Seo & Kirk (2000) e Moncalvo et al. (2000).
A excecio do isolado de G. lucidum todos os isolados constituem um grupo com 50 % de
“bootstrap”. Alguns isolados foram identificados como G. lingzhi (BO35A, BO60A e BO61A),
denominacdo dada na China ao complexo G. lucidum (Seo & Kirk, 2000), complexo ja
proposto por Moncalvo et al. (2000). Apesar de estar no mesmo grupo, 0 complexo

G. applanatum referido por este ultimo autor também se encontra evidenciado, e contém os
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isolados BO16A, BO53A, GR475 e GR573. O isolado BO53A que se aproximou de G. autrale
e de G. applanatum na andlise da regido ITS agora revela também uma proximidade maior
com G. applanatum (58 % “bootstraps” e com uma distancia maxima de 0,00), o que mais

uma vez esta de acordo com Moncalvo et al. (2000).
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AY515339 Ganoderma applanatum

50

83A
GR573
GR4TS
L— AMZ269530 Ganoderma lucidum

AM269825 Fomes fasciatus
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0.005

Figura 23. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da
regido LSU do DNA ribossomal para isolados de Ganoderma spp., obtido através do
agrupamento por “Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps”
e matrizes de distdncia de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada né os valores
apresentados representam o respetivo valor de “bootstrap”; sequéncias obtidas de
base de dados séo identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Fomes
fasciatus foi utilizada como “outgroup”.

3.4.3. Sequenciacdo das regifes ITS e LSU do DNA ribossomal dos isolados de

Phellinus spp.

Apds o confronto das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA obtidas para
os isolados previamente identificados dentro do género Phellinus, chegou-se a conclusao
gue os dois isolados B0O03B e BO019A sdo Fomitiporia mediterranea. Foi feita uma
comparagdo com alguns isolados desta mesma espécie, juntamente com um isolado de
P. igniarius e um isolado de Stereum hirsutum (usado como "outgroup”) (Fig. 24).

Atualmente, e depois de muito debate, passou a considerar-se a existéncia de
sinonimia entre o género Phellinus e o género Fomitiporia (Decock et al., 2005). Desta
forma, segundo Fischer (2002; 2006), o complexo F. mediterranea/F. pseudopunctata (A.

David, Dequatre & Fiasson) Fiasson é muito semelhante a F. punctata (sin. P. punctatus)
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mas devem ser tratadas como espécies distintas, isto é, aquele autor separa o complexo
F. mediterranea/F. pseudopunctata de F. punctata s.s..

No dendrograma resultante o isolado de P. igniarus estd distante dos restantes
isolados incluidos na analise e que constituem um grupo. Neste grupo suportado por 97 %
de “bootstraps” os isolados BO0O3B (de buxo) e BO19A (de pitésporo) distam entre si 0,10 e
de F. mediterranea entre 0,03 e 0,09, respetivamente. Os isolados referéncia de
F. mediterranea incluidos na andlise foram todos oriundos de videira. Alias, em Portugal até
a data F. mediterranea encontra-se referido apenas em videira, associado ao complexo de

doencas da esca (Fischer, 2006).
EF442330 Fomitiporia mediterranea
GU461953 Fomitiporia mediterranea

97 |AY340022 Fomitiporia mediterranea

-1

L AF515585 Fomitiporia mediterranea

3B
EEL 194

AF515573 Phellinus igniarius

AF385165 Stereum hirsutum

—
010

Figura 24. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido
ITS do DNA ribossomal para isolados de Phellinus spp., obtido através do agrupamento
por “Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e matrizes de
distancia de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada né os valores apresentados
representam o respetivo valor de “bootstrap”; sequéncias obtidas de base de dados séo
identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Stereum hirsutum foi utilizada
como “outgroup”.

Para a andlise da regido LSU os isolados de referéncia utilizados encontram-se
depositados na base de dados publica como F. pseudopunctata (sin. Phellinus
pseudopuntatus A. David, Dequatre & Fiasson). A partir da analise filogenética
(dendrograma da Fig. 25) podemos observar um agrupamento a 97% de “bootstrap” e
distancia maxima de 0,00 dos isolados descritos no ambito deste trabalho com um outro,
neste caso oriundo da Republica Checa.

Os trabalhos de Decock et al. (2007) corroboram a separacdo das espécies
F. mediterranea/F. pseudopunctata e F. punctata s.s. j& apontada por Fischer (2002) e

indicam mesmo que o fator geogréafico pode ser relevante na separagéo destes dois taxa:
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enquanto F. punctata s.s. é dominante no centro e norte da Europa, o complexo
F. mediterranea/F. pseudopunctata esta presente sobretudo mais a sul, em paises de clima

mais temperado nomeadamente na orla mediterranica.

19A
7 L
GU461981 Fomitiporia pseudopunctata

03B

AYB18202 Fomitiporia pseudopunctata

33
AYB18203 Fomitiporia pseudopunctata

DQ122397 Fuscopona ferruginosa

nomaan

Figura 25. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido
LSU do DNA ribossomal para isolados de Phellinus spp., obtido através do agrupamento
por “Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e matrizes de
distancia de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada né os valores apresentados
representam o respetivo valor de “bootstrap”; sequéncias obtidas de base de dados sao
identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Fuscoporia ferruginosa foi
utilizada como “outgroup”.

3.4.4. Sequenciacdo das regifes ITS e LSU do DNA ribossomal dos isolados de

Daldinia spp.

O confronto das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA obtidas para os
isolados previamente identificados como Daldinia concentrica com a base de dados publica
NCBI confirmou a identidade dos mesmos.

Segundo Stadler et al. (2014) existe uma diferen¢ca na denominagdo dos espécimes
identificados como D. concentrica s.l., sendo que o0s europeus sdo considerados
D. concentrica e 0s ndo europeus sao reportados como D. childiae. Desta forma houve
necessidade de comparar os resultados obtidos com um isolado com origem na China.
Segundo Stadler et al. (2014) D. concentrica e D. childiae devem ser considerados grupos
distintos e os resultados obtidos com a analise filogenética (dendrograma da Fig. 26)

confirmam isso mesmo. Existe um grupo claro de D. concentrica com 99 % de “bootstrap”.
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De referir que, Martinez-Alvarez et al. (2016) com base na andlise filogenética de
sequéncias nucleotidicas da regido LSU e do ITS do rDNA reportaram a presenca de
D. childiae em Espanha em pinheiro.

A identificagcdo com base nas sequéncias da regido LSU do rDNA dos isolados
angariados para este trabalho resultou na espécie D. childiae, e os resultados obtidos na
andlise filogenética (dendrograma da Fig. 27) mostram que estes ficam agrupados com um
isolado de D. concentrica europeu (Alemanha), com 62 % de “bootstrap” (distancia maxima
de 0,00).

AF176955 Daldinia concentrica
AF176957 Daldinia concentrica
% AF176954 Daldinia concentrica

S4A

36A

L 8A

KT192354 Daldinia childiae

AF176933 Entoleuca mammata

0.050

Figura 26. Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido
ITS do DNA ribossomal para isolados de Daldinia concentrica, obtido através do
agrupamento por “Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e
matrizes de distancia de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada n6 os valores
apresentados representam o respetivo valor de “bootstrap”; sequéncias obtidas de base
de dados sédo identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Entoleuca
mammata foi utilizada como “outgroup”.
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KT281895 Daldinia concentrica

EF562505 Daldinia childiae
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KT323236 Daldinia childiae

KM186295 Hypoxylon fragiforme

——
0.0020

Figura 27. Dendrograma consenso resultante da andlise das sequéncias nucleotidicas da regido
LSU do DNA ribossomal para isolados de Daldinia concentrica, obtido através do
agrupamento por “Maximum Likelihood method”; foram utilizadas 1000 “bootstraps” e
matrizes de distancia de acordo com o modelo Kimura-2P; em cada n6 os valores
apresentados representam o respetivo valor de “bootstrap”; sequéncias obtidas de base
de dados sé&o identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Hypoxylon
fragiforme foi utilizada como “outgroup”.
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

As arvores desempenham um papel fulcral na construcao dos aglomerados urbanos,
contribuindo para a qualidade de vida dos cidadados nos mais variados aspetos da sua vida
guotidiana. Vivem porém num ambiente que lhes é hostil e frequentemente séo afetadas por
fungos basidiomicetas lenhicolas que causam podriddes do lenho, afetando
irreversivelmente a sua estabilidade mecéanica.

Apesar dos progressos registados nos UGltimos anos no que respeita ao
conhecimento sobre os fungos basidiomicetas lenhicolas, a informacéo disponivel acerca da
sua identificacdo, posicionamento taxondémico, distribuicdo geografica e estratégias de
colonizacdo, encontra-se ainda dispersa. A utilizacao de técnicas de caracterizacédo
molecular como complemento as classicas técnicas de caracterizacdo morfoldgica, tem
permitido esclarecer a identidade de diversos fungos habitualmente descritos como agentes
causais de podriddo em arvores na cidade, criando oportunidades para o desenvolvimento
de métodos de diagnostico que contribuam para uma melhor gestdao dos problemas das
arvores. Em Portugal o conhecimento acerca destes fungos € ainda escassa e com o
presente trabalho pretendeu-se contribuir para um melhor conhecimento da taxonomia e
variabilidade dos agentes causais de podriddes do lenho, em algumas espécies de arvores
utilizadas em espacos verdes na regido de Lisboa.

Analisando todos os resultados adquiridos ao longo do trabalho sdo de ressalvar os
seguintes aspetos:

a) Segundo a amostragem realizada, a espécie Inonotus rickii € frequente em Lisboa,
afetando uma das espécies lenhosas mais utilizadas nos espacos verdes da cidade, o
loddo-bastardo. Os fungos do género Ganoderma sdo também frequentemente
encontrados, ndo s6 em lodao-bastardo mas também em platano e em tilia.

b) A identificacdo dos fungos basidiomicetas com base na morfologia dos basidiomas é
possivel para algumas das espécies mais frequentes em arvores urbanas. Contudo,
dado o carater polifilético de algumas dessas espécies, o recurso a identificagdo
molecular pode ser necessario, sobretudo se for indispensavel conhecer o agente
causal da podriddo do lenho para a tomada de decisdo na gestao do arvoredo.

c) A obtencg&o de culturas puras destes fungos nem sempre se revelou facil, quer pelo
avancado estado de degradacdo dos basidiomas colhidos quer pela dificuldade em
purificar as culturas contaminadas por outros fungos e bactérias.

d) Para além de fungos basidomicetas, no presente trabalho obtiveram-se ainda diversas
culturas de fungos pertencentes a Ascomycota e a Zygomycota. A sequenciacdo da

regido ITS do rDNA de alguns desses fungos revelou a presenca de Fusarium spp.,
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Phoma spp. e Epicoccum spp., associados sobretudo a basidiomas ja envelhecidos e
muito degradados. Dentro dos fungos Ascomycota estudaram-se ainda isolados de
Daldinia concentrica, espécie também associada a podriddo do lenho.

e) As colegdes de isolados de |I. rickii e Ganoderma spp. estudadas no ambito deste
trabalho mostram que existe variabilidade intraespecifica, nomeadamente em termos
de caracteristicas culturais, morfolégicos e moleculares, revelando interesse em que o
seu estudo em Portugal seja aprofundado.

f) A andlise filogenética das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA confirmou
a identificagcdo morfolégica dos isolados de I. rickii. Apesar do carater polifilético da
maioria das espécies de Ganoderma, foi possivel confirmar a existéncia na colecao de
isolados de G. australe e de G. resinaceum. Entre os isolados previamente
identificados como Phellinus spp., confirmou-se a presenca de isolados pertencentes
ao complexo F. mediterranea/F. pseudopunctata.

g) Apesar da escassa disponibilidade das bases de dados publicas em sequéncias
nucleotidicas para a regidao LSU do rDNA, a andlise filogenética realizada permitiu de

uma forma geral, confirmar os resultados obtidos para a analise da regido ITS do rDN.

Sendo os fungos lenhicolas organismos importantes a ter em conta aquando da gestao de
zonas urbanas, ha todo o interesse em prosseguir o seu estudo. Assim perspetiva-se:
1) Dar continuidade a recolha e identificacdo destes fungos, mas agora com o intuito de
formar uma colecéo referente a todo o territério portugués.
2) Recorrer a outro tipo de marcadores moleculares de forma a estudar melhor a
variabilidade genética de |. rickii e Ganoderma spp.
3) Continuar o estudo da espécie |I. ricki, nomeadamente efetuar testes de
compatibilidade somatica, de modo a entender o papel da reproducdo sexuada e

assexuada na disseminacao da doenca.
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ANEXOS

Anexo 1

Protocolo de extracdo de DNA
QIAGEN® Protocol - Isolation of Total DNA from Plant Tissue Using the DNeasy Plant Mini Kit
(adaptado de QIAGEN 2004. DNeasy Plant Mini and DNeasy Plant Maxi Handbook 01/2004.
QIAGEN, Hilden, Germany)

Reagents and materials provided with the Kit
e Buffer AP1
e Buffer AP2
e Buffer AP3
e Buffer AW
e Buffer AE
¢ RNase A (100 mg.ml-1)
e DNeasy Spin Columns
e QIAshredder™ Mini Spin Columns
e Collection Tubes (2 ml)
Equipment required but not provided
¢ Microcentrifuge tubes (1.5 ml)

¢ Microcentrifuge with rotor for 2 ml tubes

1. Add 400 ul of Buffer AP1 and 4 ul of RNase A stock solution (100 mg/ml) to a maximum
of 20 mg (dried) fungal tissue and vortex vigorously.

No tissue clumps should be visible. Vortex or pipet further to remove any clumps. Clumped
tissue will not lyse properly and will therefore result in a lower yield of DNA. In the rare case
where clumps cannot be removed by pipetting and vortexing, a disposable micropestle may be
used.

2. Incubate the mixture for 10 min at 65°C. Mix 2—3 times during incubation by inverting
tube. This step lyses the cells.

3. Add 130 pl of Buffer AP2 to the lysate, mix, and incubate for 5 min on ice. This step
precipitates detergent, proteins, and polysaccharides. Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000 x

g (14,000 rpm).
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4. Apply the lysate to the QIAshredder Mini Spin Column (lilac) placed in a 2 ml collection
tube and centrifuge for 2 min at 20,000 x g (14,000 rpm). It may be necessary to cut the end of
the pipet tip to apply the lysate to the QIAshredder Mini Column. The QIAshredder Mini Column
removes most precipitates and cell debris, but a small amount will pass through and form a
pellet in the collection tube. Be careful not to disturb this pellet in step 5.

5. Transfer flow-through fraction from step 4 to a new tube (not supplied) without disturbing
the cell-debris pellet. Typically 450 pl of lysate is recovered. For some plant species less lysate
is recovered. In this case determine volume for the next step.

6. Add 1.5 volumes of Buffer AP3/E to the cleared lysate and mix by pipetting. It is
important to pipet Buffer AP3/E directly onto the cleared lysate and to mix immediately.

7. Apply 650 ul of the mixture from step 6, including any precipitate which may have
formed, to the DNeasy Mini Spin Column sitting in a 2 ml collection tube (supplied). Centrifuge
for 1 min at 26000 x g (corresponds to 28000 rpm for most microcentrifuges) and discard flow-
through. Reuse the collection tube in step 8.

8. Repeat step 7 with remaining sample. Discard flow-through* and collection tube.

9. Place DNeasy Mini Spin Column in a new 2 ml collection tube (supplied), add 500 pl
Buffer AW to the DNeasy Mini Spin Column and centrifuge for 1 min at 26000 x g (=8000 rpm).
Discard flow-through and reuse the collection tube in step 10.

10. Add 500 pl Buffer AW to the DNeasy Mini Spin Column and centrifuge for 2 min at
20,000 x g (14,000 rpm) to dry the membrane. It is important to dry the membrane of the
DNeasy Mini Spin Column since residual ethanol may interfere with subsequent reactions. This
spin ensures that no residual ethanol will be carried over during elution. Discard flow-through
and collection tube.

11. Transfer the DNeasy Mini Spin Column to a 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube (not
supplied) and pipet 100 ul of Buffer AE directly onto the DNeasy membrane. Incubate for 5 min
at room temperature (15-25°C) and then centrifuge for 1 min at 26000 x g (=8000 rpm) to elute.
Elution with 50 pl (instead of 100 pl) increases the final DNA concentration in the eluate
significantly, but also reduces overall DNA yield. If larger amounts of DNA (>20 ug) are loaded,
eluting with 200 ul (instead of 100 ul) increases vyield.

12. Repeat step 11 once. A new microcentrifuge tube can be used for the second elution
step to prevent dilution of the first eluate. Alternatively, the microcentrifuge tube can be reused
for the second elution step to combine the eluates.

Note: All centrifugation steps were carried out at room temperature (15-25°C).
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Anexo 2
Protocolo de purificagdo de DNA
QIAquick PCR Purification Kit Protocol (adaptado de QIAGEN 2002. QIAquick® Spin Handbook,
July/2004. QIAGEN, Hilden, Germany)

This protocol is designed to purify single- or double-stranded DNA fragments from PCR
and other enzymatic reactions (see page 8). For cleanup of other enzymatic reactions, follow the
protocol as described for PCR samples or use the new MinElute Reaction Cleanup Kit.
Fragments ranging from 100 bp to 10 kb are purified from primers, nucleotides, polymerases,

and salts using QIAquick spin columns in a microcentrifuge.

Reagents and materials provided with the Kit

e Buffer PB
e Buffer PE
e Buffer EB

¢ QIAquick Spin Columns

e Collection Tubes (2 ml)

Equipment required but not provided
e Microcentrifuge tubes (1.5 ml)

¢ Microcentrifuge with rotor for 2 ml tubes

1. Transfer each PCR sample into a microcentrifuge tube (1.5 ml) and add buffer 0.1mM Tris
pH 8.0 up to a final volume of 50 pl.

2. Add 5 volumes of Buffer PB to 1 volume of the PCR sample and mix.

For example, add 500 pl of Buffer PB to 100 ul PCR sample .

3. Place a QIAquick spin column in a provided 2 ml collection tube.

4. To bind DNA, apply the sample to the QIAquick column and centrifuge for 30-60 s, at
8,000-10,000 rpm.

5. Discard flow-through. Place the QIAquick column back into the same tube. Collection tubes

are re-used to reduce plastic waste.
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6. To wash, add 0.75 ml Buffer PE to the QIAquick column and centrifuge for 30—60 s, at
10,000 rpm.

7. Discard flow-through and place the QIlAquick column back in a new tube (take the lid out).
Centrifuge the column for an additional 1 min, at maximum speed. Let the column stand for 1
min.

8. Place QIAquick column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.

9. To elute DNA, add 50 ul Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or H,O to the center of the
QIAquick membrane, let the column stand for 1-2 min, and then centrifuge for 1 min at 10,000

rpm.
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Anexo 3

Medi¢cdes do ensaio de crescimento. Tratamento estatistico.

Quadro 3.1. Valores de crescimento em diametro (mm) medidos ao 4° dia de ensaio de crescimento para

cada um dos 11 isolados escolhidos

CODIGO ISOLADO PDA MEA
1 2 3 1 2 3

BOO1A 117 11 12 11 11 12| 2 4 6 9 4 8

B0O04B 23 21 24 21 24 25|24 23 26 24 23 24
BOO5A 15 16 14 13 14 14|11 12 14 14 13 14
BOO7A 49 48 47 47 46 46 | 42 42 42 42 43 43
BO16A 17 18 17 19 19 17|22 24 22 24 22 22
B027B 32 34 32 32 33 33|36 37 35 37 34 34
B032B 11 12 14 13 14 15|11 11 12 13 12 12
BO35A 43 41 43 42 42 42|41 40 40 41 41 43
BO44A 117 11 11 11 12 12|12 12 10 10 10 10
BO53A 12 12 15 13 15 15|18 20 19 21 19 20
BO57A 26 28 22 22 25 24|20 20 27 27 29 27

Quadro 3.2. Valores de crescimento em didametro (mm) medidos ao 7° dia de ensaio de crescimento para

cada um dos 11 isolados escolhidos

CODIGO ISOLADO PDA MEA
1 2 3 1 2 3
BOO1A 31 32 34 32 31 31|20 18 18 17 16 16
B004B 31 29 32 31 31 34|41 40 41 40 40 41
BOO5A 35 36 36 35 38 38|35 37 37 38 44 44
BOO7A 70 70 70 70 70 70|70 70 70 70 70 70
BO16A 41 41 43 42 39 41|49 47 52 51 47 53
B027B 61 67 61 61 62 61|70 70 70 70 70 70
B032B 34 36 36 36 36 343 35 36 35 36 36
BO35A 70 70 70 70 70 70|70 70 70 70 70 70
BO44A 38 40 37 36 36 35|37 37 36 35 34 34
BO53A 25 24 29 25 26 24| 47 49 48 50 48 46
BO57A 63 62 57 58 61 61|57 57 60 60 62 62
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Quadro 3.3. Valores de crescimento em didametro (mm) medidos ao 9° dia de ensaio de crescimento para

cada um dos 11 isolados escolhidos

CODIGO ISOLADO PDA MEA
1 2 3 1 2 3
BOO1A 49 49 51 48 48 47 | 26 27 30 28 27 26
B0O04B 38 37 38 39 40 42|52 51 53 50 53 53
BOO5A 58 54 52 52 59 57|48 48 52 52 47 48
BOO7A 70 70 70 Y0 70 YO |70 70 70 70 70 70
BO16A 58 56 57 57 57 53|66 65 66 67 66 66
B027B 70 70 70 Y0 70 YO |70 70 70 70 70 70
B032B 52 54 51 55 52 53|52 51 54 54 46 54
BO35A 70 70 70 Y0 70 YO |70 70O 70O 70 70O 70
BO44A 60 57 58 58 56 56 |51 50 55 53 48 46
BO53A 32 34 39 34 32 33|63 65 66 65 63 62
BO57A 70 70 70 Y0 70O YO |70 70O 70O 70 70O 70

Quadro 3.4. Valores de crescimento em didmetro (mm) medidos ao 10° dia de ensaio de crescimento

para cada um dos 11 isolados escolhidos

CODIGO ISOLADO PDA MEA
1 2 3 1 2 3
BOO1A 55 55 53 56 55 52|29 30 32 31 31 30
B004B 42 41 43 43 46 42|60 57 59 58 58 59
BOO5A 62 64 60 59 66 62|48 50 59 62 51 51
BOO7A 0 70 70 70 70 7070 70 70 70 70 70
BO16A 62 63 62 63 59 60|70 70 70 70 70 70
B027B 0 70 70 70 70 7070 70 70 70 70 70
B032B 50 61 58 62 60 61 |55 55 61 62 49 48
BO35A 0 0 0 70 70 70|70 70O 70 70 70 70
BO44A 66 66 65 66 68 68 |53 52 57 57 50 49
BO53A 36 37 43 37 36 36|70 70 70 70O 70 7O
BO57A 0 0 0 70 70 70|70 70O 70 70 70 70
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Quadro 3.5. Resultados da analise de variancia ANOVA a dois fatores (isolado e meio), efeitos fixos,

0=0,05, para a variavel “didametro da colonia” (mm) em PDA e MEA, apds 4 dias de crescimento a

temperatura de 25°C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 1856,39 807,66 0,00
Meio 1 0,01 0,00 0,95
Interacao 10 38,82 16,89 0,00
Erro 110 2,30

Quadro 3.6. Resultados da analise de variancia ANOVA a dois fatores (isolado e meio), efeitos fixos,

0=0,05, para a variavel “didametro da colénia” (mm) em PDA e MEA, apdés 7 dias de crescimento a

temperatura de 25°C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 3186,30 1167,00 0,00
Meio 1 327,80 120,00 0,00
Interacao 10 250,10 91,60 0,00
Erro 110 2,70

Quadro 3.7. Resultados da andlise de varidncia ANOVA a dois fatores (isolado e meio), efeitos fixos,

a=0,05, para a variavel “didmetro da colénia” (mm) em PDA e MEA, apdés 9 dias de crescimento a

temperatura de 25°C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 1561,70 563,60 0,00
Meio 1 80,40 29,00 0,00
Interacéo 10 503,60 181,70 0,00
Erro 110 2,80

Quadro 3.8. Resultados da andlise de varidancia ANOVA a dois fatores (isolado e meio), efeitos fixos,
0=0,05, para a variavel “didmetro da colonia” (mm) em PDA e MEA, ap6s 10 dias de crescimento a

temperatura de 25°C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 1048,30 219,70 0,00
Meio 1 8,20 1,70 0,19
Interacéo 10 667,00 139,80 0,00
Erro 110 4,80
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Quadro 3.9. Resultados da andlise de variancia ANOVA a um fatores (isolado), efeitos fixos, a=0,05,

para a variavel “diametro da colénia” (mm) PDA, ap0s 7 dias de crescimento a temperatura de 25°C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 1658,50 684,13 0,00
Erro 55 2,42

Quadro 3.10. Resultados da analise de variancia ANOVA a um fatores (isolado), efeitos fixos, a=0,05,

para a variavel “diametro da colénia” (mm) MEA, apds 7 dias de crescimento a temperatura de 25°C

Graus de Liberdade Quadrado Médio F p-value
Isolado 10 1777,89 585,53 0,00
Erro 55 3,04

Quadro 3.11. Distribuicdo dos isolados de Inonotus rickii e Ganoderma spp. por grupos homogéneos de
acordo com teste de comparacédo de médias (Tukey, 95% de confianca) realizado para o diametro das

coldnias (mm) em placas de Petri com PDA, ap6s 7 dias de crescimento a temperatura de 25°C
@

Isolado Meio Média Grupos Homogéneos

BOO1IA MEA 17,50 a

BO5S3A PDA 25,50 b

BO0O4B PDA 31,33 c
BOO1A PDA 31,83 c d
BO32B PDA 35,33 d
B0O32B MEA 35,50

BO44A MEA 35,50

BOO5A PDA 36,33

BO44A PDA 37,00

BOO5SA MEA 39,17 f g h

BO0O4B MEA 40,50 g h

BO16A PDA 41,17 h

BO53A MEA 48,00 i
BO16A MEA 49,83 i
BO57A MEA 59,67 j
BO57A PDA 60,33 j
B027B PDA 62,17 j
BOO7A MEA 70,00

BOO7A PDA 70,00

B027B MEA 70,00

BO35A PDA 70,00

BO35A MEA 70,00

a, . ~ . . e . ]
Bl |solados com uma ou mais letras em comum ndo diferem significativamente para esta caracteristica.

™ ® ® M O

~ X X X X®
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Anexo 4

Caraterizagao cultural e morfoldgica

Quadro 4.1. Caraterizacao cultural e morfolégica dos 11 isolados escolhidos para o ensaio de crescimento, em meio PDA
(RD, regular e difusa. IN, irregular e nitida. —, ausente. +, presente)

odi A Densi = Fren A 5 e = . . Estrutur
.COd g0 speto ens d,ad_e Coloracéo € _te de spetg a Zonagem Frutificacdo Face inferior . st utg as
isolado cultural da colénia crescimento transparéncia microscépicas
Inonotus rickii
feltroso a - . .
BOO1A cotonoso no média Citrinus - Sulphureus RD Heterogéneo - - Margem Citrinus Clamidésporos;
Centro Latericius Sedas
centro
Margem Purpureus Idem face superior exceto Clamidésporos:
B004B feltroso forte Centro Flavus - IN Homogéneo - - colorogdo Purpureus Sedaps ’
Sulphureus
feltroso a

BOO5A cotonoso no média Citrinus - Sulphureus RD Heterogéneo - - Margem Citrinus Clamiddsporos
Centro Falvus

centro
BOO7A feltroso forte média Cremeus - Flavus RD Homogéneo - - Idem face superior Clamlc(i:c;fj[;ci);os em
Clamidésporos em
B027B cotonoso fraco média Olivaceus - Cremeus RD Homogéneo - - Idem face superior grande quantidade e em
cadeia
feltroso a Margem Citrinus Clamidésporos;
B032B cotonoso no média Citrinus - Sulphureus RD Heterogéneo - - Centro Falvus Sedas
centro
feltroso a Citrinus com
B0O44A cotonoso no média Citrinus - Sulphureus RD Heterogéneo - - Afloramentos Latericius Micélio
centro
Ganoderma spp.
BO16A feltroso forte ~ média a forte Ochroleucus - RD Homogéneo + - Idem face superior Micélio
Ochraceus
BO35A feltroso média Albus RD Homogéneo + - Idem face superior Clarrgﬂgts;sros;
Sulohureus - Regular com Idem face superior
BO53A feltroso fraco média P afloragdes Heterogéneo + - exceto coloragéo Micélio
Cremeus &
dendriticas Testaceus
BO57A feltroso forte média a forte Ochroleucus - RD Homogéneo + - Idem face superior Micélio

Ochraceus

74



Quadro 4.2. Caracterizagao cultural e morfoldgica dos 11 isolados escolhidos para o ensaio de crescimento, em meio MEA

(RD, regular e difusa. IN, irregular e nitida. —, ausente. +, presente)

odi A Densi x Fren A 2 - = . . . L
.COd g0 speto ens d,ad_e Coloracéo € _te de spetq a Zonagem Frutificagdo Face inferior Estruturas microscopicas
isolado cultural da colénia crescimento transparéncia

Inonotus rickii
Sulohure Idem face
ulphureus . B _ ;
BOO1A feltroso fraca Centro Latericius RD Heterogéneo superior Sedas
Idem face
B004B cotonoso fraca Luteus RD Homogéneo - - superior Micélio
Suloh - Idem face Clamids
ulphureus Centro . _ _ : amiddésporos;
BOO5A feltroso fraca Flavus RD Heterogéneo superior Sedas
Idem face G d =
BOO7A feltroso fraco fraca Stramineus RD Homogéneo - - superior rampos de conexao
adjacentes
Idem face
superior Clamidésporos;
B027B feltroso fraco fraca Stramineus RD Homogéneo - - Sedas; Grampos de conexao
em extensdo
Sulph Idem face Clamids . Sed
B032B feltroso fraca uphureus RD Heterogéneo - - superior amidospores, sedas em
Centro Flavus menor quantidade
Sulph Idem face
B044A feltroso fraca uphureus RD Heterogéneo - - superior Micélio
Centro Flavus
Ganoderma spp.
Idem face Micéli ito fino:
BO16A feltroso fraco  fraca a média Albus RD Heterogéneo + - superior ice I((:)rir;]tualiso Ino;
Idem face Micali ito fi
. : icélio muito fino;
BO35A pulverulento fraca Albus RD Homogéneo - - superior Clamidésporas; Cristais
Idem face Cristai | 500 Vi
B0O53A feltroso fraco fraca Stramineus RD Homogéneo + - superior ristais com co oragao; varios
grampos de conexdo
Idem face
BO57A feltroso fraco  fraca a média Albus RD Heterogéneo + - superior Micélio
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Anexo 5

Alinhamento multiplo das sequéncias daregido ITS do rDNA dos isolados em estudo,

incluindo as sequéncias dos isolados retirados do NCBI e respetivas matrizes de

similaridade obtidas apds alinhamento das sequéncias nucleotidicas.

Daldinia concentrica

8A

36A

54A
KT192354
AF176954
AF176955
AF176957
AF176983

8A

36A

54A
KT192354
AF176954
AF176955
AF176957
AF176983

8a

36A

54A
KT192354
AF176954
AF176955
AF176957
AF176983

8a

36A

54A
KT192354
AF176954
AF176955
AF176957
AF176983

8a

36A

54A
KT192354
AF176954
AF176955
AF176957
AF176983

8a

36A

54A
KT192354
AF176954
AF176955
AF176957
AF176983

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e e T e
ACTCCA-CCCTTTGTGAA-CTTACCGT-CGTTGCCTCGGCGGGCTGCGCTTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGCGCTCCAAGCCCGC
aCTCCA-CCCTTTGTGAA-CTTACCGT-CGTTGCCTCGGCGGGCTGCGCTTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGCGCTCCAAGCCCGC
aCTCCA-CCCTTTGTGAA-CTTACCGT-CGTTGCCTCGGCGGGCTGCGCTTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGCGCTCCAAGCCCGC
ACTCCAACCCTATGTGAACCTTACCGTACGTTGCCTCGGCGGGCTGCGTCTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGTGCTACAAGCCCGC
ACTCCAACCCTTTGTGAAACTTACCGT-CGTTGCCTCGGCGGGCTGCGCTTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGCGCTCCAAGCCCGL
ACTCCAACCCTTTGTGAAACTTACCGT-CGTTGCCTCGGCGGGCTGCGCTTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGCGCTCCAAGCCCGL
ACTCCAACCCTTTGTGAAACTTACCGT-CGTTGCCTCGGCGGGCTGCGCTTACCCTGTAGCTACCCTGTA-GCTACCCGGTAGGCGCGCTCCAAGCCCGL
AGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTAGAGAGTTGACCTAAC---TCCCCCAACCCCTGTGAACATACCATACGTTGCCTCGGCGGGGGGCGCCA--CCCGC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B B T T e B E T L T T N I
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTTTAA-TACCGAATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTTTAA-TACCGAATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTTTAA-TACCGAATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTGGCATCGAT
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTATAAATACTGTATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTTTAA-TACCGAATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTTTAA-TACCGAATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
CGGTGGACCACTAAACTCTGTTTTAA-TACCGAATCTCTGAATGCTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
CGGCGGCCCACGAAACTCTGTTTTGC--CCTGAATCTCTGAAGCGATGAACTAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGAT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
e e I |
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTAGTATTCTAGCGGGCA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B T e T e T T O T
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTTAGTTGCTTAGCGTTGGGAGTCTGCGCTGTACTTGTTACGGCGCAGTTCCTCAAAGTGATTGGCG
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTTAGTTGCTTAGCGTTGGGAGTCTGCGCTGTACTTGTTACGGCGCAGTTCCTCAAAGTGATTGGCG
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTTAGTTGCTTAGCGTTGGGAGTCTGCGCTGTACTTGTTACGGCGCAGTTCCTCAAAGTGATTGGCG
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTAAGTTGCTTAGCGTTGGGAATCTGCCCTGTA----TTACGGGGCAGTTCCCTAAAGTTATCGGCG
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTTAGTTGCTTAGCGTTGGGAGTCTGCGCTGTACTTGTTACGGCGCAGTTCCTCAAAGTGATTGGCG
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTTAGTTGCTTAGCGTTGGGAGTCTGCGCTGTACTTGTTACGGCGCAGTTCCTCAAAGTGATTGGCG
TGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCC-TTAAGCCTTAGTTGCTTAGCGTTGGGAGTCTGCGCTGTACTTGTTACGGCGCAGTTCCTCAAAGTGATTGGCG

TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTTAAGCCCCTGTTGCTTAGTGTTGGGAGCCGACGGCGTCCT——-——— GCCGTCGCTCCTCAAATCCAGTGGCG
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
T T O O T
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTAATATTTCTTC-TCGCTTCTGTAGTTGTCCTGGCGG-CTTGCCGTTA--——-—— AACCCCTATATTTTCTAGTG
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTAATATTTCTTC-TCGCTTCTGTAGTTGTCCTGGCGG-CTTGCCGTTA--————— AACCCCTATATTTTCTAGTG
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTAATATTTCTTC-TCGCTTCTGTAGTTGTCCTGGCGG-CTTGCCGTTA--——-—— AACCCCTATATTTTCTAGTG
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTACTATTA-TTC-TCGCTTCTGCAGTTGTCCCGACGG-CTTGCCGCTA--—-———— AACCCCTATATTTTCTAGTG
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTAATATTTCTTC-TCGCTTCTGTAGTTGTCCTGGCGG-CTTGCCGTTA--————— AACCCCTATATTTTCTAGTG
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTAATATTTCTTC-TCGCTTCTGTAGTTGTCCTGGCGG-CTTGCCGTTA--————— AACCCCTATATTTTCTAGTG
GAGTTAGGGCATACTCTAAGCGTAGTAATATTTCTTC-TCGCTTCTGTAGTTGTCCTGGCGG-CTTGCCGTTA--————— AACCCCTATATTTTCTAGTG

GAGCCGGTTCGCGCTCTAGGCGTAGTAGATTTTCTCCATCTCGCCTACGGCCGGGCCGGCCCTCCTGCCGTGACAAAAACAAAAAACAAAACTACAGAAG

510 520 530 540 550
D P e o I
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGG
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GTTGACCTCGGATTAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
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Quadro 5.1. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Daldinia concentrica para

aregido ITS do rDNA

8A

36A

54A

KT192354 D. childiae
AF176954 D. concentrica
AF176955 D. concentrica
AF176957 D. concentrica
AF176983 Entoleuca mammata

8A 36A 54A KT192354 AF176954 AF176955 AF176957 AF176983
0,00

0,00 0,00

0,05 0,04 0,04

0,00 0,00 0,00 0,04

0,00 0,00 0,00 0,04 0,00

0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00

0,33 0,32 0,32 0,35 0,32 0,32 0,32
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Ganoderma spp.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B O T O s T e e T T I e

T6A e CTGGCCTTACGAGGCATGTGCACGCCCTG
35A e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
53R e CTGGCCTTACGAGGCATGTGCACGCCCTG
B0A e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
BLA e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
GRATS  mmm e e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTG
GR571  mmmm e e e e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
GR572  mmmmmm e m e e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
GR573  mmmmmm e e e CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTG
EF060007 === == == m = m e o e o CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTG
AMO0 6060 == === = m CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
AMO0B06] == == == m CTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACACCCTG
AF02 6672  m === == m e ATGA
AM269826 == === = mm ARGAAACTAACAAGGATTC
AM269773 TAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGTTCTGACTGGGTTGTAGCTGGCCT TCCGAGGCACGTGCACGCCCTG
AY787672  mmmmmmmm e TGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTG
AY884178 —===mm—mmmmmmm—mmm o TCCGGGNNCGAACCTGCGGAAGGATCATTATCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTG
KU219991  —====m=mmmmmmmmm e CTAAGTACTGCGGAGACATTATCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTG
TVU27080 === === m = m o o GCAAGAGTGA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

T S [

16A CTCATCCGCTCC-TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTTACGA-GTCGCGAAACAGGCCCGTTCATTCGGGCT TGTGGAGCG-~~CACTTGTTGCCTGC
35A CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA- ~CGGAGCT TGTAAAGCGGCGTGCCTGT~GCCTGC
53A CTCATCCGCTCC-TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTTACGA-GTCGCGARACAGGCCCGTTCATTCGGGCTTGTGGAGCG- -~ CACTTGTTGCCTGC
60A CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA-~CGGAGCT TGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
61A CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA- ~CGGAGCT TGTAAAGCGGCGTGCCTGT~GCCTGC
GR475 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA- ~CGGGGCTTGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
GR571 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA- ~CGGAGCT TGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
GR572 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA- ~CGGAGCT TGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
GR573 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA- ~CGGGGCTTGTARAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC

EF060007 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA--CGGGGCTTGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
AM906060 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA--CGGAGCTTGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
AM906061 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTCCAGACGTTGTGAAGCGGGCTCTTTA--CGGAGCTTGTAAAGCGGCGTGCCTGT-GCCTGC
AF026672 A-TAGCTAACT--GAAATCA--TAGAATTTTTTTAAATTCATGATGTCGTAAGGGAAAATAATGA-TAATACCTTACTATGAGTGTCGTCCAARACTGGT
AM269826 CCCTAGTAACTG-CGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAARATCTGGCGGTCTCTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGA
AM269773 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTTTCAGA-TCTGTGAAGCGTGCCCCTT-GCGGGGCTTCGTGAAGCG---CGTCTGT-GCCTGC
AY787672 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTATCAGGGATCGTGAAGCGTGCTTTTTTACCGGAGCTTGTGAAGCG---TGTCTGT-GCCTGC
AY884178 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGTATCAG--ATCGTGAAGCGTGCTCTTTTACCGGAGCTTGTGAAGCG---TGTCTGT-GCCTGC
KU219991 CTCATCCACTC--TACACCTG-TGCACTTACTGTGGGCTTCAG--ATTGCGAGGCACGCTCTTT-ACCGG-GCTTGCGGAGCA---TATCTGT-GCCTGC
TVU27080 ACTAGCTAACT--GAAATCA--TAGAGTTTCTNCAAACTCATGATGTCGTAAGGGAAAATAATGA-TAATACCTTACTAATAGTGTCGYCCARATCTGGT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B T T T T L T B e B N I

16A GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
35A GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
53A GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
60A GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
61A GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
GR475 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
GR571 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
GR572 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
GR573 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-—--—-—-— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
EF060007 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC----—--— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
AM906060 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-------— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
AM906061 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-------— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
AF026672 GCCA---GAAGACTCGGTAAGACCAGAGA-CGCAAACGTTAATCATCAT-------— AAACAGGCGTAAAGGGTTTGTAGGCAGCTTTTATAAGGTTATGA
AM269826 CCGTGTATAAGICTCT-TGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAG
AM269773 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC-------— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
AY787672 GTTTATCACAAACACTATAAAGTATCAGAATGTGTATTACGAT-GTAAC-------— GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
AY884178 GTTTATCACAAACACTATAAAGTATCAGAATGTGTATTACGAT-GTAAC--—---—-- GCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
KU219991 GTTTATCACAAACTCTATAAAGTAACAGAATGTGTATTGCGAT-GTAAC----—---— ACATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
TVU27080 GCCA---GAAGACTCGGTAAGACCAGAGA-CGCAAACGTTAATCATCAT-—-----— AAACAGGCGTAAAGGGTTTGTAGGCGGTTTCCATAAGACTATGA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

B T T e B B L e I I N I

16A TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
35A TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
53A TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
60A TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
61A TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCT TGGTATTCCGAG
GR475 TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
GR571 TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
GR572 TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
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GR573

EF060007
AM906060
AM906061
AF026672
AM269826
AM269773
AYT787672
AY884178
KU219991
TVU27080

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
EF060007
AM906060
AM906061
AF026672
AM269826
AM269773
AY787672
AY884178
KU219991
TVU27080

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
EF060007
AM906060
AM906061
AF026672
AM269826
AM269773
AY787672
AY884178
KU219991
TVU27080

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
EF060007
AM906060
AM906061
AF026672
AM269826
AM269773
AY787672
AY884178
KU219991
TVU27080

TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TTGCACAAAAAGAAAGGGTAATCTACATTGAAAGCTAGAATCAAAAAGAGGTTATAGTGTATAACGCCTAGAGGAGGGCTGATATCCATAG-ATCCTAGG
TTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTG-AGGGAAAGATGAA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAG
-—---ATAAACAAATAAAGTAGTCTA-ATTGGAAGCTAGAATCAAAAAGAGGTTATAGTGTATAACGCTTAGAGGAGGGCTGATATCTTTAG-ATCCTAAG

410 420 440 450
O e L L T S O O S S IR O P I O I e |
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACGAGCTTC--TTGCGAGGTTTGTAGGGTTGGACTT-GGAGG-CTTGTCGGTCTT-TAAAG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTTG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACGAGCTTC--TTGCGAGGTTTGTAGGGTTGGACTT-GGAGG-CTTGTCGGTCTT-TAAAG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTTG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTTG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTCG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTTG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTTG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTCG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTCG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCATGTTTTG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACTTACAGACCT---TTGCG-GGTTTGTAGGCTTGGACTTTGGAGG-CTTGTCGGCCGTGTTTTG
CAGAATACTCA---GGGCGA-AGGC--CACTCTCCACTAATGA--TTG--ACGCTGAGAAACGAAGGTTAGGGTAGGAAAT-AGGATTAGATACCCCCGG
AAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTTGCTTGG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACCTACAAGCCT---TTGCG--GTTTGTAGGCTTGGACTT-GGAGG-CTTGTCGGCCCTTTGTCG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACCTATAAGCTT---TTGTG--GTTTGTAGGCTTGGACTT-GGAGG-CTTGTCGGCC-TTGATCG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACCTATAAGCTT---TTGTG--GTTTGTAGGCTTGGACTT-GGAGG-CTTGTCGGCC-TTGATCG
GAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA--AATCTTCAACCTACAAGCTT---TTGTG--GTTTGTAGGCTTGGACTT-GGAGG-CTTGTCGGCC-GTTATCG
CAGAATACTAA---GGGCGA-AGGC--CACTTTCCATTAATGA--TTG--ACGCTGAGAAACGAAGGTTAGGGTAAGAAAT-AGGATTAGATACCCC-GG

430 460 470 480 490 500

510 520 530 540 550 560 570
e e e I
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGGTTG--TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTT-GGCAAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGGTTG--TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTT-GGCAAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGTGACCCGTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGTGACCCGTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGTGACCCGTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTTTGGCGAGC
TACTCCTTTCTGTAAACG-ATGAATGGTAGTCATT--AGTTTAATTTAAATAACTAGAGGCGAAGTTA-ACACAATAACC-ATTCCGCCTTGTGA-GTAC
TGCACTTTCCGGATGACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAG---GGCT-GGAGTAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCA
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATGTCT-ANGCCGCGACC-GTGAAGCGTTT-GGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATATCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTT-GGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAATATCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTT-GGCGAGC
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTC---TCGGT-GTGATAACGTCT-ACGCCGCGACC-GTGAAGCGTTT-GGCGAGC
TACTCCTTTCTGTAAACG-ATGAATGGTAGTCATT--AGTTTAAGTTA---AACTAGAGGCGAAGTTA-ACACGATAACC-ATTCCGCCTTGTGA-GTAC

580 590 600

610 620 630 640 650 660 670 680 690
e e e O T I I I I
TTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA -—
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACTGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-———————
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTAC-———————————————m—mmm e~
TTCTAACCGTCTCGTTTGTGAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA-—————————————————————————
TACTG-CAAAGTAGAAAACAAAAAA-ATTAGTCGGTCTCGAAGCTTACG= —— == == == — o
TACGG---CGGTTGGGATCGAGGAA-CGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGG-—————————————————————————
TTCTAACCGTCTTCGCTTGAAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA-————————————————————
TTCTAACCGTCTCACTTGAGAGACA-ACTTTAT ——— == == — e e e e e e e e e
TTCTAACCGTCTCACTTGAGAGACA-ACTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
TTCTAACCGTCTTAT----AAGACA-GCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATACAA-———————————
TACTG-CAAAGTAGAAAACCAAAAA-ATTAGTCGGTCTCGAAGCAANCGGAGTGAAGCAT ———— == —— —m m e e e e e
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Quadro 5.2. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Ganoderma sp. para a regiao ITS do rDNA

GR475

GR573

GR571

GR572

35A

60A

61A

16A

53A

EF060007 G. resinaceum
AM906060 G. resinaceum
AM906061 G. resinaceum
AF026672 G. australe
AM269826 G. adspersum
AM269773 G. lucidum
AY787672 G. applanatum
AY884178 G. applanatum

KU219991 G. lingzhi

TVU27080 Trametes
versicolor

GR475 GR573  GR571  GR572  35A 60A  61A 16A 53A EF060007 AM906060 AM906061  AF026672 AM269826  AM269773  AY787672 AY884178 KU219991 TVU27080
0,00
0,00 0,00
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03 0,00 0,00
3,18 3,18 3,18 3,18 3,18 3,18 3,18 3,12 3,12 3,18 3,18 3,18
4,08 4,08 4,08 4,08 4,08 4,08 4,08 394 394 4,08 4,08 4,08 3,34
0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 3,21 4,01
0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 0,04 0,02 0,02 0,02 3,30 4,16 0,02
0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 0,04 0,02 0,02 0,02 3,30 4,15 0,02 0,00
0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 3,23 4,09 0,03 0,02 0,02
3,24 3,24 3,24 324 324 324 324 313 313 3,24 3,24 3,24 0,03 3,36 3,28 3,36 3,36 3,29
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Phellinus spp.

3B

19A
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

3B

19A
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

3B

19A
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

3B

19a
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

3B

19A
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

3B

19A
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

3B

19A
AY340022
EF442330
GU461953
AF515585
AF385165
AF515573

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B T T T O I T I e T I e T T e
ACGTGGAGG-TTGATGCTGGTGCATATATAGTGTACATGTG--CTCGCCTTCACACTCTTCATCCACTCAA- —-—CCCCTGTGCACTTTATCAGAGT

ACGTGGAGG--TGATGCTGGTGCATATATATGGTACATGTG--CTCGCCTCC-CACTCTCCATCCACCCAC---—---~— CCCCGGGGCACTTTACCAAAGT
ACGTGGAGG-TTGATGCTGGTGCATATATAGTGTACATGTG--CTCGCCTTCACACTCTTCATCCACTCAA-—--—-——~— CCCCTGTGCACTTTATCAGAGT
ACGTGGAGG-TTGATGCTGGTGCATATATAGTGTACATGTG--CTCGCCTTCACACTCTTCATCCACTCAA-—--—-——~— CCCCTGTGCACTTTATCAGAGT
ACGTGGAGG-TTGATGCTGGTGCATATATAGTGTACATGTG--CTCGCCTTCACACTCTTCATCCACTCAA---—-——~— CCCCTGTGCACTTTATCAGAGT
ACGTGGAGG-TTGATGCTGGTGCATATATAGTGTACATGTGTGCTCGCCTTCACACTCTTCATCCACTCAA---———— CCCCTGTGCACTTTATCAGAGT
AGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTT--CTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGCGTTTTCCGCGTTGGACCGTGTACAAGT
AGGCGAGGGCTTGATGCTGGCGCGGAGAC---GCGGATGTG--CACGGCCCT-TGTCCTCAATCCATTCAA---———~— CCCCTGTGCACCCTATGGGAGT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

D S S L S O P P P T I I I
TAGTAATAGTATTGTGGTGGCAGCCGTTTGTTATTCATTGTTAGAAGCGGGGTAACT-CTTTCTAGCAGTAGTAATAATAACAATCTTGGTTCTACTACT
TAGTAATAGAATTGGGGGGGCAGCCGTTGGTTATCCATGGTTAGAACCGGGGTAACT-CTTTCTAGCAGTAGTATTAATAACAATCTTGGTTCTACTACA
TAGTAATAGTATTGTGGTGGCAGCCGTTTGTTATTCATTGTTAGAAGCGGGGTAACT-CTTTCTAGCAGTAGTAATAATAACAACCTTGGTTCTACTACT
TAGTAATAGTATTGTGGTGGCAGCCGTTTGTTATTCATTGTTAGAAGCGGGGTAACTACTTTCTAGCAGTAGTAATAATAACAATCTTGGTTCTACTACT
TAGTAATAGTATTGTGGTGGCAGCCGTTTGTTATTCATTGTTAGAAGCGGGGTAACT-CTTTCTAGCAGTAGTAATAATAACAATCTTGGTTCTACTACT
TAGTAATAGTATTGTGGTGGCAGCCGTTTGTTATTCATTGTTAGAAGCGGGGTAACTACTTTCTAGCAGTAGTAATAATAACAATCTTGGTTCTACTACT
TTCCTGGAACGGAGCGTCATAAAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGATCCCAATGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCCAGTTGTTTGGGAATGC
TACTAGT--—--——-———-———— CGACAGTTAGTTAGTAGTCG--AGAGGCG-———=————————————————————————— AACA--CTCGGT-————————

210
B T L T T L T T T T
ATTACTGTGAACACTTTGACTTTTACTTATACAAACACTTTGCTTGTTCTTGTGAATGTGTAATGCTCCTTGTGAGCGAAATACAAATATACAACTTTCA
ATTACGGTGAACACTTTGACTTTTACTTATACAACCCCTTTGCTGGTCCTTGTGAAGGGGTAAGGCTCCTTGTGAGCAAATTACAATTATCCAACTTTCA
ATTACTGTGAACACTTTGACTTTTACTTATACAAACACTTTGCTTGTTCTTGTGAATGTGTAATGCTCCTTGTGAGCGAAATACAAATATACAACTTTCA
ATTACTGTGAACACTTTGACTTTTACTTATACAAACACTTTGCTTGTTCTTGTGAATGTGTAATGCTCCTTGTGAGCGAAATACAAATATACAACTTTCA
ATTACTGTGAACACTTTGACTTTTACTTATACAAACACTTTGCTTGTTCTTGTGAATGTGTAATGCTCCTTGTGAGCGAAATACAAATATACAACTTTCA
ATTACTGTGAACACTTTGACTTTTACTTATACAAACACTTTGCTTGTTCTTGTGAATGTGTAATGCTCCTTGTGAGCGAAATACAAATATACAACTTTCA

220 230 240 250 260 270 280 290 300

AGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAA ----AGCACTTTGG
-—---CGGCGAACACTTCAGCTATTATCAAC-—-—-—-- CTTTGTTG--TCATGTAGA-ATGTAATGCTCCTTGTGGGCGAAATGAAA---TACAACTTTCA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

ACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
ACAACGAATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAAACCCACCGAAATGCGATAAGTAAGGTGAATTGCAAAATTCAGGGAATCACCGAACCTTTAAACCCA
ACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
ACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
ACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
ACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
AAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCT -TGAAGTCAGTCGCGTCGGCCG--GGACTCAGCCTTGCATCCGCTTGGTGTACTTT
ACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA

410 420 430 440 450 460
T e e e e e I I I |
——TGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTAATTCTC----AATCCTCTTTTTTCTTAATTGAAGGAGGGGGCTTG
————— TGCGCCCCTGGGAATTCCAAGGGGCAGGCCGGTTTGAGGGTCAGGTAATTCTC-—---AACCCTCTTTTTCCTTAATTGAAGGAGGGGGCTTG

470 480 490 500

————— TGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTAATTCTC----AATCCTCTTTTTTCTTAATTGAAGGAGGGGGCTTG
————— TGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTAATTCTC----AATCCTCTTTTTTCTTAATTGAAGGAGGGGGCTTG
————— TGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTAATTCTC----AATCCTCTTTTTTCTTAATTGAAGGAGGGGGCTTG
————— TGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTAATTCTC-—---AATCCTCTTTTTTCTTAATTGAAG-AGGGGGCTTG
CCGGTCGACGGGCCAGCATCAGTTTTGACCGCGAGATTAAGGCGGAGGGAATGTGGCTCTCTCGGGAGTGTTATAGCCCTTCGTCAGATGTCGCGGTTGG
CCT--——- TGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTTAATCTC----GATTCCCCTTGTTTTT--CTAACTCGGGTGTGTTG
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

T e O O T
GACTTGGAGGTTAATATATA--CATGCTGGTACTGGCTGGA-ACG-GCTCCTCTAAAATGGATTAACTG-GACTGG----AATTCCCATTGTTTGGTGGA
GACTTGGAGGTTAATATATA--CATGCTGGTACTGTCTGTA-TCG-GCTCCTCTAAAATGCATTAGCTG-GACTGT----AGTTCCCATTGTTTGG-GGA
GACTTGGAGGTTAATATATA--CATGCTGGTACTGTCTGTA-TCG-GCTCCTCTAAAATGCATTAGCTG-GACTGT----AGTTCGCATTGTTTGGTGTA
GACTTGGAGGTTAATATATA--CATGCTGGTACTGTCTGTA-TCG-GCTCCTCTAAAATGCATTAGCTG-GACTGT----AGTTCGCATTGTTTGGTGTA
GACTTGGAGGTTAATATATA--CATGCTGGTACTGTCTGTA-TCG-GCTCCTCTAAAATGCATTAGCTG-GACTGT----AGTTCGCATTGTTTGGTGTA
GACTTGGAGGTTAATATATATACATGCTGGTACTGTCTGTA-TCG-GCTCCTCTAAAATGCATTAGCTG-GACTGT----AGTTCGCATTGTTTGGTGTA
GACTGAGGAACT-CAGCACGCCTTTATGGCCGGGGCTCGCCCACGTACGTGCTTAGGATGCTGGCGTAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGA
GACGTGGAAGCTGCTG--—-——=—————— GCCCCCCTCTGTGGTCG-GCTCTTCTTAAATGCATTAGCTG-GGCTTT----GGCTCGCGTTGAACGGTGTA
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

F O T e T O e e e N A IR

ATAATAGTTTTCTATCCATATTCACTACAGTGCTTGCTTAAACTGGCTGCTTCTAATAATCCGCCTAAAAGTCGGAAAGGG--AATCCGT---TACCTTT
ATAATAGTTTTCTATCCATATTCACTACAGTGCTTGCTTAA-CTGGCTGCTTCTAATAATCCGCCTATATGTCGGAAAGG---ACTCTGT---TACCTTA
GTAATAGTTTTCTATCTATATTCACTACAGTGCTTGCTTAGACTGTCTGCTTCTAATAGTCCGCCTATATGTCGGACAGGT --ACTCTGT---TACCTTA
GTAATAGTTTTCTATCTATATTCACTACAGTGCTTGCTTAGACTGTCTGCTTCTAATAGTCCGCCTATATGTCGGACAGGT --ACTCTGT---TACCTTA
GTAATAGTTTTCTATCTATATTCACTACAGTGCTTGCTTAGACTGTCTGCTTCTAATAGTCCGCCTATATGTCGGACAGGT --ACTCTGT---TACCTTA
GTAATAGTTTTCTATCTATATTCACTACAGTGCTTACTTAGACTGTCTGCTTCTAATAGTCTGCCTATATGTCGGACAGGT --ACTCTGT---TACCTTA
CCAAGGAGTCTA----- ACATGCCTGCGAGTGTTCGGGTGGAAAACCCG-TGCGCGCAATGAAAGTGAAATTTGGGATCCCTGTCTTGGGGTGCACCGAC
ATAGTAATCTT--——-- ACATTCACCGGAGCGCTTGCCTGACGAGTCTGCTTCTAATCGTCCGTGTTT -—-TCGGACAAGGTCGCTTTGT ---CGCCTT-
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710 720 730 740 750

B e e e I |
3B AAACATTTGACTCCTTTGACCTCCAATCAG--GGAGGAA-TAACCGCTGAACTTA
19A AACCATTTGACTCCTTTGACCCACAA-CAG--GGAGGAC-TACCCGCTGAACTTA
AY340022 AACCATTTGACTCCTTTGACCTCAAATCAG--GTAGGAC-TACCCGCTGAACTTA
EF442330 AACCATTTGACTCCTTTGACCTCAAATCAG--GTAGGAC-TACCCGCTGAACTTA
GU461953 AACCATTTGACTCCTTTGACCTCAAATCAG--GTAGGAC-TACCCGCTGAACTTA
AF515585 AACCATTTGACTCCTTTGACCTCAAATCAG--GTAGGTC-TACCCGCTGAACTTA
AF385165 GCCCGGCCCAGACCTTTTGTGACGGAGCTGCGGTAGAGCATGTATGTTGGGACCC
AF515573 ---CATTTGACACCTT-GACCTCAAATCAG--GTAGGAT-TACCCGCTGAACTTA

Quadro 5.3. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadadas de Phellinus sp. para a
regido ITS do rDNA

3B 19A AY340022 EF442330 GU461953 AF515585 AF385165 AF515573

3B

19A 0,10

AY340022 F. mediterranea 0,03 0,09

EF442330 F. mediterranea 0,03 0,09 0,00

GU461953 F. mediterranea 0,03 0,09 0,00 0,00

AF515585 F. mediterranea 0,04 0,09 0,00 0,00 0,00

AF385165 Stereum hirsutum 1,27 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

AF515573 Phellinus igniarius 0,28 0,33 0,24 0,24 0,24 0,24 1,20

82



Inonotus rickii

01A

05A

31A

477

59A

KR905931
KF147913
HM362909
HM362908
HM362907
HM362906
HM362905
HM362904
HM362903
HM362902
HM362901
HM362900
GU111925
GU111924
GU111923
GU111922
GU111921
FJ667753
AB811865
AY072027
AY072025
GU016326
HQ589221
HQ589217
HQ589216
FJ860053
G0253461
GU111920
GU068592

01a

052

31A

47A

59A

KR905931
KF147913
HM362909
HM362908
HM362907
HM362906
HM362905
HM362904
HM362903
HM362902
HM362901
HM362900
GU111925
GU111924
GU111923
GU111922
GU111921
FJ667753
AB811865
AY072027
AY072025
GU016326
HQ589221
HQ589217
HQ589216
FJ860053
G0253461
GU111920
GU068592

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B T T T e T T B T B I RN I I I e
GACGAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCCCACTCACACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-ATGAAGTT
GACGAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCACACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
GACGAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCACACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
GACGAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-TCTCACACCCC-TGTGCGCTTTGAACGG-GTGAAATT
GACGAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCACACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—-GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCCCACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—-GAAGGGCTGTT-GCTGGTACGGGAAACGTACATGTGCACGGCTT-C--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
GAGAGGTTCTGT--GCTGGCGCGG-AACGGCGCATGTGCACGTTTTTT-CGTGCTCAAATCCAAT-CAAACCCC-CCTGTGCAC-TAAAG-——-——-—~ AGTC
-—-GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--ATGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—-GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--ATGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—-GAAAGGCTTGT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTT-C--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCC--TGTGCACTTTGAACGG-GTGAAGTT
-—GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGA-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC---TCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
C-GAAGGGCTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCC--TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
C-GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
C-GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
-—GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCCCACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
GAGAGGT-CTGT--GCTGGCGCGG-AAACGCGCATGTGCACGGCTTTT-CGTGCTCAAATCCAAT-CAA-CCCC-C-TGTGCACCTAAAG-—--—-—~ AGTC
GAGAGGT-CTGT--GCTGGCGCGG-AAACGCGCATGTGCACGGCTTTTTCGTGCTCAAATCCAAT-CAA-CCCC-CCTGTGCACCTAAAG-—————— AGTC
--GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC---TCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
--AAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCCCACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
--GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
GAA--GGTCTGT--GCTGGTGCGG-AAACGTACATGTGCACGACTTTCGTGCTCTCAAATCTATTTCAAACCCC-TGTGCACTTTGACGGT--TGAAGCT
--—--AAGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
--GAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
--GAGGGTTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-CTGAAGTT
C-GATGGCTTGTT-GCTGGTATGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCCCTGTGCACTTTGAACGGGTTGAAGTT
C-GATGGCTTGTT-GCTGGTATGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCCCTGTGCACTTTGAACGGGTTGAAGTT
C-GATGGCTTGTT-GCTGGTATGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCCCTGTGCACTTTGAACGGGTTGAAGTT
--GAAGGCTTGTT-GCCGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
C-AAAGGCTTGTT-GCTGGTACGG-AAACGTACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCC-ACTCAAACCCC-TGTGCACTTTGAACGG-TTGAAGTT
GAAACGGTCTGCA-GCTGGTGCGG-GAACGCGCATGTGCTCGGCCTTT-CGTGTTCAAATCCACT-CAA-CCCC-TGTGCACCTTTGCGA-——-——— AGCA
GGA--GGCCTGT--GCTGGTGCGG-AAACGCACATGTGCACGGCTTTC--GTGCTCAAATCCATTTCAAACCCC-TGTGCACTTTTGAACC--GGTTGAA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
F O O e L L e IR T
AGTAGACTT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTATTACT ---GTGAGTATATACGAGGGCGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACG——————————
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATACA--AGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATACA--AGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTATACTCT--ATATCACTCTCTCCTCCGACATATTACT ---GTGAGAATACAC-GATATGAGAGGTTGCGCTTTTGGCCTCTTCTCACACG-—-—--—--~—
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATACA--AGTAAGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCRGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCTT-AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATATACAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGTTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGARAAGCAG
GGGA-GTCG---GTAGC-----—-=—-=—-—=——— TCTGTAAT---TTCGAAC--TGCTTGTAGTGAG---—-——-————— CGAC-—--=—-=—————— TCGAAGGGG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTTGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGTTGARAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTTGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTT-GCGGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAGCACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTA--TACAAGTAGGAGGGC--—-—-——-—-—— TTGCTCTTGCGGCCTTTCGAACGT
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTTGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGTTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTTGACTCCGACTTAGTACT---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGTTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTTGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGTTGAAAGCAG

AGTA-GTCTT-AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATATACAAGTAGGAGGGC--—-———-—-—— TTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGT
GGGA-GTCG---GTAGCC---—-—-————————— TCTGTAAT--—--- CGAAC--TGCTTGTAGTGAG-——-—-————-——— CGAC-—————————— TCGAAGGG-
GGGA-GTCG---GTAGCC---——-————————— TCTGTAAT---TTCGAAC--TGCTTGTAGTGAG-—-—-—-———-—-——— CGAC-—————————— TCGAAGGGG
AGTA-GTCT--AGTAGCACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGC--—-—-——-—-—— TTGCTCTTGCGGCCTTTCGAACGT
AGTA-GTCTT-AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATATACAAGTAGGAGGGC--—-—-——-—-—— TTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGT
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTA--TACAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCGAACGTTGAAAGCAG
AGTA-GTTAG-TAACGCTTTTGAACTTCGACCTTAGTACT ---GCGAGTA--TACAAGTAGGAAGGCTT---—- TGCGGCCTTTTCGAAAGTTGAAAGCA

AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATACA--AGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCRGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG

AGTA-GTTT--AGTAACTCTCTCGACTCTCACTTCATACTTATGTATGAGTATACAAGTAGGAGGGC--—-—-—--—-—— TTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGT
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGC--—-—--—-—-—— TTGCTTGTGCGGCCTTTCGAACGT
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGC--—-—---—-—-— TTGCTTGTGCGGCCTTTCGAACGT
AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGC-—-—-—--—-—-—-— TTGCTTGTGCGGCCTTTCGAACGT

AGTA-GTCT--AGTAACACTCTCGACTCCGACTTAGTACT ---GTGAGTATA--CAAGTAGGAGGGCTTGCTTTTGCAGCCTTTCGAACGGTGAAAGCAG
AGTA-TTCT--ATTAACACTCTTGACTCCAACTTATTACT---GTGAGTATA--CAATTAGGAGGGCTTGCTTTTGCGGCCTTTCAAACGTTGAAAGCAG
AACA-GTAGT-AGTAGTCGTCGTCTTTTCTTTTCTTTTCT---TTCTGGT--CGTGTGTTTTGAA-—————————— CCGCGGT--CAAAAGTGAAAGGGG
GTTA-GTAGTGAGTAACACTTTCGACTTGCGACCTAGTAC---TGTGAGTAATACTAGTAGGAGGGTCT----— TTGAGGCCTTTCGAACGTTGAAAGC—
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TAAAAAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTACAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT
———————————— TGAGAAAACAGGGGGTGAATCGCGAAAACATAGACTGAATTATATTCGCTACCCCTTGTATAGTTTTGTGACCGTTTGGC -——-TCCTT
A---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC---TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGARCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC---TCCTT
G---AAAACGTTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT
G---AGGAGGCG--——-——-—-—---— AAAGC-—--——-——————- TTTTGGCTAATTTT--ATAAAACACTTTTGTTTGTAAATGTGAATGTAATGC---TCCTC
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
G---AAAACGTTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC-—--TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
T---AAGAGAAG--—--—-—-- AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC---TCCTT
G---AAAACGTTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATACTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT
G---AAAACGTTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATACTATAAGCCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC—--TCCTT
G---AAAACGTTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATACTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT

T---AAGAGAAG--—--—-—--— AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT
----AGGAGGCG---———————— AAAGC--—-————————— TTTTGGCTAATTT---ATAAACACCTTTTGTTTGTAA-TGTGAATGTAATGC---TCCTC
----AGGAGGCG—--————-———— AAAGC--—-————————— TTTTGGCTAATTT---ATAAACACCTTTTGTTTGTAA-TGTGAATGTAATGC---TCCTC
T---AAGAGAAG--—--—-—-- AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC—--TCCTT
T---AAGAGAAG--—--—-—--— AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC —--TCCTT

G---AAAACGTTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC---TCCTT
A---GGAAAGCGTTGAGAGGAGAAAGGGTGAAGGCGAACGCTTTGACTTAGTTATATTATAAACCCTTTTATTGTTA-TGTGAATGTAATGC---TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT

T---AAGAGAGA--—----- AGAGAAGGTGAAGGGTGAACGCTTTGGCTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC——-TCCTT
T---AAGAGAAG--—--—-—-- AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC——-TCCTT
T---AAGAGAAG--—--—-—-- AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ---TCCTG
T---AAGAGAAG--—--—-—-- AGAGGGTGAAGGGCGAACGCTTTGACTAGTTTATGTTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC---TCCTT

G---AAAACGTTCAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTATATTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC ——--TCCTT
G---AAAACGTTTAAAAAAAAAAAGGGTGAAGGGCAAACGCTTTGACTATTTTATACTATAAACCCTTTGTATTGTTATGTGAATGTAATGC—--TCCTT
G---GGGAGAGG—-=—=-=————-—— GCGGCGGTGAATGAATGCTTCGAGTTTTTGA--TTACAAACTACTTGTATGTCTTGTGGAATGTAATATGCTCCCTT
-—--GGGAAACGTTAAGAGAAGAGAGGGTGAAGGCGAGCGCTTTGACTAGTTTGTATTATAAACCCTTTTATTGTTA-TGTGAATGTAATGC---TCCTT
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GAGGGCGATAAT-----— GAACTACAACTTTCAACAACGGAGCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAAACGCATCG-AAATGCGATAGGTAATGGGAATTGC
GTGGGCGATAAT-—---— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT-—-—--— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT-—-—--— GCTCC-CTACTTTCAACAACGAATCTCTTGTTTCTCGCCTCGATCTATAGCCTCTCG-CACTGCGA-AAAAAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT-—-—--— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT-—-—--— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—-—--— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—-—--— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAATGAAATAAAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—-—---— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGTATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAC----- AAAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAATGAAATAAAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTAGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT ----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT --—---— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATTAA----TGAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -—---— GAAGTCCAACTTTCACCACGGGATTTCTTGGCTCTCGAATCGATGAAGAAGGCAGCA-AAATGCAATAAGTAATTTAAATGGC
GTGGCCGATAAT -----— GAAGTCCAACTTTCACCACGGGATTTCTTGGCTCTCGAATCGATGAAGAAGGCAGCA-AAATGCAATAAGTAATTTAAATGGC
GTGGGCGATAAT ----— GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT----- GAAGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCAATAAT ----— GAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATAAAAAACGCACCG-AAATGCGATAATTAATGTGAATTGC
GTGGGCAAAATT -—---- GTAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
GTGGGCGATAAT -——--— TTGTACAACTTTCAACAACGGATCTCTAGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG-AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
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AGAAGTCACTGAATCATCTAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCGTGCCTGTGTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—-————
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—-————
AGAATTCAATGAG-CATCGAAACTTTGA-CGCACCTTGCGCCCCTTGA-ATTCCTAGGGCC-CGCCGGTTTCAGAGG-GTGT--GCCCGCTGA-—--———




59A AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
KR905931 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-~
KF147913 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
HM362909 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
HM362908 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HM362907 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTT-AATCTCAAA-——————
HM362906 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HM362905 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HM362904 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HM362903 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HM362902 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTTGTGTT-AATCTCAAA-—
HM362901 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HM362900 AGAGTTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—————~—
GU111925 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
GU111924 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTT-AATCTCAAA-——————
GU111923 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTT-AATCTCAAA-——————
GU111922 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
GU111921 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
FJ667753 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
AB811865 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
AY072027 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
AY072025 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
GU016326 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-——————
HQ589221 AGAATTCAGTGATTCATGGAATCTTTGAACGCCCCTTGCGCCCCTTGGAATTCCGAGGGGCAGCCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAT-——————
HQ589217 AGAATTCAGTGATTCATGGAATCTTTGAACGCCCCTTGCGCCCCTTGGAATTCCGAGGGGCAGCCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAT -~
HQ589216 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
FJ860053 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCAAA-—
GQ253461 AAAATTCATTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCAAGGGGCATGCCTGTTTGATTGTTGTGTT-AATCTCAAA-——————
GU111920 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTT-AATCTCAARACC-—————
GU068592 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCGTGTT-AATCTCARATCACTTG
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01A -—--TCACT-TGTCTTT---TTTGAC-------— -TTGCGATTTGGACTTGGATGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—

05A -—-TCACT-TGTCCTT---TTTGAC-- -TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
31A -—-TCACT-TGTCCTT---TTTGAC-- -TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
47A -—---CTCT-TGTCTTT---TCTGACA---——-——-———————— GCGATGTC-ATTTGGACGTGCA--TACTGGACCGGGAGACTTAGG----CGGGCCCCC—
59A ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC--—--—-———-————— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
KR905931 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC---———-———————— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
KF147913 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC---———-————-———~— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTR--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
HM362909 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC-- -TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT —

HM362908 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC----—---— -—-TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
HM362907 ---TCACT-TGTCTATATCCTTAACGGAATGGG----GCCTGTGATTTGGACTTGGAGGTCT--TTGCTGGCGTCAGAGGGGGGGGGGCGTTT-TACTCT
HM362906 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC-—-—-—-——————-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
HM362905 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC-———-—-——————-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCACGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
HM362904 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC----—-—-————--— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
HM362903 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—--————-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-CGCCCC
HM362902 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—--————-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCACGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
HM362901 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC----—-—-—————-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGC----TGT-TGCCC-
HM362900 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC-- -TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCACGGGCGACTTTGT —

GU111925 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—-————--— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
GU111924 ---TCACT-TGTCTAT--TCTTAACGGAATGGG----GCCTGTGATTTGGACTTGGAGGTCT--TTGCTGGCGTCAGAGGGGGGGGGGCGTTT-TACTCT
GU111923 ---TCACT-TGTCTATATCCTTAACGGAATGGG----GCCTGTGATTTGGACTTGGAGGTCT--TTGCTGGCGTCAGAGGGGGGGGGGCGTTT-TACTCT
GU111922 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—--————-—-— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-CGCCCC
GU111921 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—--————--— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC-
FJ667753 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—=-=———-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
AB811865 ---TCACT-TGTCT----- TTTGTTTGACTTG ——--—-CGATTTGGACTTGGAGGCTT--ATGCTGGCGCGGGCGACTTTGTTGT-——————————
AY072027 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC-- -TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
AY072025 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC-- -TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
GU016326 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—--=———-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTCA--TGCTGGCCCNGGNGACTTTGT ----TGT-CGCCCT
HQ589221 ---TCACT-GTTCTTT---TTTGAC----—-—--=———-—— TTGCGATTGGGACTGGGAGGTTTA--TGCGGCCCCGGGGGATTTGGT —---TGT-TGCCC—
HQ589217 ---TCACT-GTTCTTT---TTTGAC----—-—-=—=—-—— TTGCGATTGGGACTGGGAGGTTTA--TGCGGCCCCGGGGGATTTGGT ----TGT-TGCCC—
HQ589216 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-—-=-=———-—— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCACGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
FJ860053 ---TCACT-TGTCCTT---TTTGAC----—-=--=———-—~— TTGCGATTTGGACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCCCGGGCGACTTTGT----TGT-TGCCC—
GQ253461 ---TCACT-TGTCTTT---TTTGAC----—-——=———-—— TTGCAATTTGAACTTGGAGGTTTA--TGCTGGCACGGGCAACTTTGT----TGT-TGCCC—
GU111920 --CTCAGT-CTTTTGTTCACTCGAAGGACTGGG----TC----GGTTTGGACTTGGAGGTGTAACTGCTGGCTTTAGTAATTAGAG-~~—~~—————=————

GU068592 TCTTTATTATGTTTGCTTCTTGGTTGAAGTAGGCTTGACTTGCGATTTGGACTTGGAGGTTA--TTGCTGGCCCGGGCGACGCTTTGTTGTNT-TGC-~~

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
e e e e e |

01A === TTTGGTTTGTCCGCTCCTCTTAAATGTATTAACTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCAGTG-AATAGTGTGTTATTA-TACTTCACCACAGCCCTT
05Aa  -==== TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
31A ———-—-TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
47A ——-—-TCTACTTTGTTGTCTCCCCTTGG-TTTGTCTGCTGCGACTTTGTTCCTTATTT-GGACTGTGGTATCGGGTTGCAG--ACTTCACC-GAGCGCTT
59A ———-—-TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAACTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGGTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
KR905931 ----- TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
KF147913 ----- TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
HM362909 ----- TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAAATACTTCACCAGAGCGCTT
HM362908 ----- TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
HM362907 ACTCCCTTGGTTTGTCGGCTCCTCTCAAATCTATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTCA-GCGGTGTAATAGTATTCGT——————— TTCACTGAGACGCTT
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HM362906
HM362905
HM362904
HM362903
HM362902
HM362901
HM362900
GU111925
GU111924
GU111923
GU111922
GU111921
FJ667753
AB811865
AY072027
AY072025
GU016326
HQ589221
HQ589217
HQ589216
FJ860053
GQ253461
GU111920
GU068592

01a

052

31A

477

59A

KR905931
KF147913
HM362909
HM362908
HM362907
HM362906
HM362905
HM362904
HM362903
HM362902
HM362901
HM362900
GU111925
GU111924
GU111923
GU111922
GU111921
FJ667753
AB811865
AY072027
AY072025
GU016326
HQ589221
HQ589217
HQ589216
FJ860053
G0253461
GU111920
GU068592

————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
-—-TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAAATACTTCACCAGAGCGCTT
-—-TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
--TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAAATACTTCACCAGAGCGCTT
-CTCCCTTGGTTTGTCGGCTCCTCTCAAATCTATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTCA-GCGGTGTAATAGTATTCGT——-———~— TTCACTGAGACGCTT
ACTCCCTTGGTTTGTCGGCTCCTCTCAAATCTATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTCA-GCGGTGTAATAGTATTCGT———-——— TTCACTGAGACGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGTATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
-TGCCTTTGGTTCGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GTGGTGTAATAGTGTTGTTATG---CTTCACCGTAACGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGYTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-ACGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
--TTTGGTTTTTCGGCTCTTCTTAAATCCATAACCGG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGGGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
--TTTGGTTTTTCGGCTCTTCTTAAATCCATAACCGG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGGGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
--TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAGAGCGCTT
————— TTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTACCTG-GACTTTGGTTCGCGTTT-GCGGTGTAATAGTGTGTTATAA-TACTTCACCAAAGCGCTT
—————————————— TCGGCTCCTCTTAAATTCATTAGCTG-GACTTTGGTTCGCATTT-GCGGTGTAATAGTAACCAACTT---GTTCGCCCGGGTGCTT
-—-CCTTTGGTTTGTCGGCTCCTCTTAAA-GCATTANCTG-GACTTTGGTTCGCGTTTTATGGTG-AATAGTATTGTA--T---GCTCACCGGAGCGCTT

710 720 730 740 750 760 770 780
e e e e e e T T e
GCCTAACGGGTCCGCTTCTAATCGG-CCGTGTTACTTTGTTGGAA-—---TAAGAATAGGATC-CCGCAGCGGCC-TTACATCCGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTT-CGGCTATGCTT-TGACCAT-CCGTGT-GCTTTATT-CAT----TCGGACACGGTTC-CCTTATAGGCA--TACATCCGATAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGGGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCT-ACGGGTCNN-TTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTGTTGTA TAGGACA-GGATC-CCTCAGCGGCC-TTACATCTGACAC

GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAAT —---AGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAAACGGTCTGCTTCCAATCGT-CCGTAGCTT---—-——-—————————— GGACAAGGACC-CGTCAGTGGGC-CTTTCT-TGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAT-—-—-— AGACAAGGATC-CCTTA-TGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAG-ACA--GATC-CCTTA--TGCC-CTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCCGCATCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAAT—---AGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC

GCCTGACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAG-GGCC-TTACATC-GACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACA-GGATC-CCTTA-TGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTGACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCC-TTACATCTGACAC

GCCTA-CGGGTCNN-TTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTGTTGTA----— TAGGACA-GG-ATCCCTCAGCGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAAACGGTCTGCTTCCAATCGT-CCGTAGCTT-—-—-—-——-—=————=——— GGACAAGGACCGCGTCAGTGGGC-CTTTCT-TGACAC
GCCTAAACGGTCTGCTTCCAATCGT-CCGTAGCTT--—-—-——-——————=——— GGACAAGGACC-CGTCAGTGGGC-CTTTCT-TGACAC
GCCTGACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAN----NGNN--—--—— AGNTCCCTNNNGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCCGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTGTTGTAA----TAGGACAAGG-ATCCCTCAGCGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAAT———-— AGACAAGGATC-CCTTAGTGGCC-TTACATCTGACAC

GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTGTTACTTTTTGTAATAATAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCC-TTAACTCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAAT —----AGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACTACTGACAC
GCCTAACGGGTCCGCTTCTAATCGTGCCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATTCGACAC
CCCTAACGGTTCCGCTTTTAATCTT-CCGTGTTACTTGGTGGTAA----TAGGCCAAGG-ATCCCTTAGCGGCC-TTACATCTGACAC
CCCTAACGGTTCCGCTTTTAATCTT-CCGTGTTACTTGGTGGTAA----TAGGCCAAGG-ATCCCTTAGCGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGGATCCCTTAGTGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAAGGATC-CCTTAGTGGCCCTTACATCTGACAC
GCCTAACGGGTCTGCTTCTAATCGT-CCGTGTTACTTTATTGTAA----TAGGACAGGGATC-CCTTAGTGGCC-TTACATCTGACAC
GCCTAAAGAGTCTGCTTCTAATCGC-CCC---CCT--—————————————— AGTTGGGG———-—-——— CAGTAA---TATATA-TGAC-C
GTCTAAGGGGTCTGCTTCTA-TCGT-CCGTGTTACTTTTTTGTAATGTATAGGACAAGGAACGACTTATTGGCC-TTAACTCTGACAC
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Quadro 5.4. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Inonotus rickii para a regido ITS do rDNA.

31A

01A

47A

59A

05A

KR905931 I. rickii
KF147913 I. rickii
HM362909 I. rickii
HM362908 I. rickii
HM362907 I. rickii
HM362906 I. rickii
HM362905 I. rickii
HM362904 I. rickii
HM362903 I. rickii
HM362902 I. rickii
HM362901 I. rickii
HM362900 I. rickii
GU111925 I. rickii
GU111924 I. rickii
GU111923 I. rickii
GU111922 I. rickii
GU111921 I. rickii
FJ667753 I. rickii
AB811865 I. rickii
AY072027 1. rickii
AY072025 1. rickii
GU016326 I. rickii
HQ589221 I. rickii
HQ589217 I. rickii
HQ589216 I. rickii
FJ860053 I. rickii
GQ253461 I. rickii
GU111920 Inocutis tamaricis
GU068592 I. hispidus

31A 01A 47A 59A 05A KR905931 KF147913 HM362909 HM362908 HM362907
0,07

0,21 0,22

0,00 0,07 0,21

0,00 0,07 0,21 0,00

0,00 0,07 0,21 0,00 0,00

0,00 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00

0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01

0,00 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

0,14 021 0,33 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14

0,00 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,14
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15
0,01 0,08 0,22 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,15
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,15
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,14
0,14 0,20 0,32 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,01
0,14 0,20 0,32 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,01
0,01 0,07 0,20 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,14
0,00 0,06 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,14
0,03 0,10 0,23 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,15
0,00 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,15
0,00 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,14
0,02 0,08 0,21 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,14
0,06 011 0,26 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,20
0,06 011 0,26 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,06 0,21
0,01 0,07 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15
0,00 0,07 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,15
0,03 0,09 0,21 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,17
0,20 0,26 0,36 0,20 0,20 0,20 0,20 0,21 0,20 0,26
0,04 0,10 0,23 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,16
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Quadro 5.4. (continuacéo da pagina anterior)

31A

01A

47A

59A

05A

KR905931 I. rickii
KF147913 I. rickii
HM362909 I. rickii
HM362908 I. rickii
HM362907 I. rickii
HM362906 I. rickii
HM362905 I. rickii
HM362904 I. rickii
HM362903 I. rickii
HM362902 I. rickii
HM362901 I. rickii
HM362900 I. rickii
GU111925 I. rickii
GU111924 I. rickii
GU111923 I. rickii
GU111922 I. rickii
GU111921 I. rickii
FJ667753 I. rickii
AB811865 I. rickii
AY072027 1. rickii
AY072025 1. rickii
GU016326 I. rickii
HQ589221 I. rickii
HQ589217 I. rickii
HQ589216 I. rickii
FJ860053 I. rickii
GQ253461 |. rickii
GU111920 Inocutis tamaricis
GU068592 I. hispidus

HM362906 HM362905 HM362904 HM362903 HM362902  HM362901 HM362900 GU111925 GU111924 GU111923
0,00
0,01 0,01
0,01 0,01 0,02
0,01 0,01 0,01 0,01
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
0,01 0,01 0,02 0,01 0,00 0,01
0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01
0,14 0,15 0,15 0,15 0,14 0,15 0,15 0,14
0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,00
0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15 0,14
0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,00 0,14 0,14
0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,14 0,14
0,04 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04 0,15 0,15
0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,14 0,14
0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,14 0,14
0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,14 0,14
0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,20 0,20
0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,07 0,07 0,07 0,20 0,20
0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,15 0,14
0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,14 0,14
0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,17 0,16
0,20 0,20 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20 0,21 0,25 0,25
0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,16 0,16
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Quadro 5.4. (continuacéo da pagina anterior)

31A

01A

47A

59A

05A

KR905931 I. rickii
KF147913 I. rickii
HM362909 I. rickii
HM362908 I. rickii
HM362907 I. rickii
HM362906 I. rickii
HM362905 I. rickii
HM362904 I. rickii
HM362903 I. rickii
HM362902 I. rickii
HM362901 I. rickii
HM362900 I. rickii
GU111925 I. rickii
GU111924 I. rickii
GU111923 I. rickii
GU111922 I. rickii
GU111921 I. rickii
FJ667753 I. rickii
AB811865 I. rickii
AY072027 1. rickii
AY072025 1. rickii
GU016326 I. rickii
HQ589221 I. rickii
HQ589217 I. rickii
HQ589216 I. rickii
FJ860053 I. rickii
GQ253461 I. rickii
GU111920 Inocutis tamaricis
GU068592 I. hispidus

GU111922 GU111921 FJ667753 AB811865 AY072027 AY072025 GU016326 HQ589221 HQ589217 HQ589216
0,01
0,00 0,01
0,03 0,04 0,03
0,01 0,01 0,00 0,03
0,01 0,01 0,00 0,03 0,00
0,02 0,02 0,01 0,04 0,02 0,02
0,06 0,06 0,05 0,09 0,06 0,06 0,07
0,06 0,07 0,06 0,09 0,06 0,06 0,07 0,00
0,01 0,01 0,00 0,03 0,01 0,01 0,02 0,05 0,06
0,01 0,01 0,00 0,04 0,00 0,00 0,02 0,06 0,06 0,01
0,03 0,04 0,03 0,05 0,03 0,03 0,04 0,09 0,09 0,03
0,20 0,21 0,20 0,21 0,20 0,20 0,20 0,26 0,26 0,20
0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,05 0,09 0,09 0,04
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Quadro 5.4. (continuag&o da pagina anterior)
FJ860053 GQ253461 GU111920 GU068592

31A
01A

47A

59A

05A

KR905931 I. rickii
KF147913 I. rickii
HM362909 I. rickii
HM362908 I. rickii
HM362907 I. rickii
HM362906 I. rickii
HM362905 . rickii
HM362904 I. rickii
HM362903 I. rickii
HM362902 I. rickii
HM362901 I. rickii
HM362900 I. rickii
GU111925 I. rickii
GU111924 I. rickii
GU111923 I. rickii
GU111922 I. rickii
GU111921 I. rickii
FJ667753 I. rickii
ABB811865 . rickii
AY072027 I. rickii
AY072025 I. rickii
GU016326 1. rickii
HQ589221 I. rickii
HQ589217 . rickii
HQ589216 . rickii
FJ860053 I. rickii
GQ253461 |. rickii 0,03

GU111920 Inocutis tamaricis 0,20 0.21

GU068592 I. hispidus 0,04 0,07 021




Anexo 6

Alinhamento multiplo das sequéncias da regido LSU do rDNA dos isolados em estudo,

incluindo as sequéncias dos isolados retirados do NCBI e respetivas matrizes de

similaridade obtidas apés alinhamento das sequéncias nucleotidicas.

Daldinia concentrica

08A
36A
54A
EF562505
KT281895
KT323236
KJ130993

08A
36A
54A
EF562505
KT281895
KT323236
KJ130993

08a
36A
54A
EF562505
KT281895
KT323236
KJ130993

08A
36A
54A
EF562505
KT281895
KT323236
KJ130993

08A
36A
54A
EF562505
KT281895
KT323236
KJ130993

08A
36A
54A
EF562505
KT281895
KT323236
KJ130993

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e e e e e o e
TAGT--ACGGCGAG--TGA-GCGGCAACAGCTCAAATTT-GAAATCTGGCCCTAGCGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTTAGGTGCCT
TAGT--ACGGCGAG--TGA-GCGGCAACAGCTCAAATTT-GAAATCTGGCCCTAGCGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTTAGGTGCCT
TAGT--ACGGCGAG--TGA-GCGGCAACAGCTCAAATTT-GAAATCTGGCCCTAGCGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTTAGGTGCCT
TAGT-AACGGCGAG--TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTT-GAAATCTGGCCCTAGCGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTTAGGTGCCT
TAGTTAACGGCGAAGTTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTTGAAATCTGGCCCTAGCGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTTAGGTGCCT
TAGT-AACGGCGAG--TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTT-GAAATCTGGCCCTAGCGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTTAGGTGCCT
TAGT-AACGGCGAG--TGAAGCGGCAACAGCTCAAATTT-GAAATCTGGCCTTTG-GGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e e S e S S e e I |
TCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACACCGAGCCTCTATATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA
TCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACACCGAGCCTCTATATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA
TCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACACCGAGCCTCTATATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA
TCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACACCGAGCCTCTATATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA
TCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACACCGAGCCTCTATATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA
TCTGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCAGAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACACCGAGCCTCTATATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA
TCCGAGTTCTCTGGAATGGGACGCCGTAGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGTTGGACACCGAGCCTCTGTATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
E T e L T T T T I [ I I
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGA
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGA
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGA
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGA
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGA
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGA
ATGCTGCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
e T I |
AAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTTTTTCCAGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTTCGCC
AAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTTTTTCCAGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTTCGCC
AAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTTTTTCCAGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTTCGCC
AAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTTTTTCCAGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTTCGCC
AAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTTTTTCCAGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTTCGCC
AAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTGCGACCAGACTTTTTCCAGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTTCGCC
AAAGAGAGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTCTACGACCAGACTTTTCCCTGGCGGATCAGCCGGTGTTTTCACCGGTGCACTTCGCT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e T T T I |
TGGTTTAGGCCAGCATCGGTTCTCTTAGGGGGATAAAGGCCTGGGGAACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCCCCTTGCGTAATACCCTTCGGGGGAC
TGGTTTAGGCCAGCATCGGTTCTCTTAGGGGGATAAAGGCCTGGGGAACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCCCCTTGCGTAATACCCTTCGGGGGAC
TGGTTTAGGCCAGCATCGGTTCTCTTAGGGGGATAAAGGCCTGGGGAACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCCCCTTGCGTAATACCCTTCGGGGGAC
TGGTTTAGGCCAGCATCGGTTCCCTTAGGGGGATAAAGGCCTGGGGAACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCCCCTAGCGTAATACCCTTCGGGGGAC
TGGTTTAGGCCAGCATCGGTTCTCTTAGGGGGATAAAGGCCTGGGGAACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCCCCTTGCGTAATACCCTTCGGGGGAC
TGGTTTAGGCCAGCATCGGTTCCCTTAGGGGGATAAAGGCCTGGGGAACGTAGCTCCTTCGGGAGTGTTATAGCCCCTAGCGTAATACCCTTCGGGGGAC
AGGGAGAGGCCAGCATCGGTCTTCTTAGGGGGATAAAAGCACTGGGAATGTGGCTCCTCCGGGAGTGTTATAGCCCTCTGCCTAATACCTTTAGGGGGAC

510 520 530 540 550 560
S T e L e e I
CGAGGAACGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCAACGACCCGTCTTGAAACAC-GGACC
CGAGGAACGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCAACGACCCGTCTTGAACCAC-GGACC
CGAGGAACGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCAACGACCCGTCTTGAAACAC-GGACC
CGAGGAACGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCA
CGAGGAACGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCAACGACCCGTCTTGAAACAC-GGACC
CGAGGAACGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCAA-———————————————————————
CGAGGACCGCGCTTCGGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCGTCGACGACCCGTCTTGAAACAC-GGACC
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Quadro 6.1. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Daldinia concentrica para
a regido LSU do rDNA.

08A 36A 54A EF562505 KT281895 KT323236  KJ130993

08A

36A 0,00

54A 0,00 0,00

EF562505 D. childiae 0,01 0,01 0,01

KT281895 D. concentrica 0,00 0,00 0,00 0,01

KT323236 D. childiae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

KJ130993 Xylaria telfairii 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
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Ganoderma spp.

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
KU220019
AM269830
AM269837
AY515339
KU220014
AM269825

16A

35A

53A

60A

61A
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GR571
GR572
GR573
KU220019
AM269830
AM269837
AY515339
KU220014
AM269825

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
KU220019
AM269830
AM269837
AY515339
KU220014
AM269825

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
KU220019
AM269830
AM269837
AY515339
KU220014
AM269825

16A
35A
53A
60A

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B T T T T B L T B T B I N I P I e
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTCTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAA-GCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTCTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTA-CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTCGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTCTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGGCCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGCGCTGGACCGT
TAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTCTTTGACCGTCCGAGTTGTAGTCTGGAGAAGTGCTTTCCGTGCTGGACCGT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B T I e e e Y I e
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGT TGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTT
GTATAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACACGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCAAAGAGTCGAGTTGTT
GTACAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCTTTGACATGGACTACCAGTGCTTTGTGATGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B L T T T L T T T
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAARAATGGGTGGTGAATTCCATCTARAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAARAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAARAATGGGTGGTGAATTCCATCTARAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAARAATGGGTGGTGAATTCCATCTARAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAARAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTARAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTARAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTARAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC
TGGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCAC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
e T I e
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTT -GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTT -GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTT -GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTYC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTC-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTT -GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTCCGGAACTCAGCCTTGCTTTT-GCTTGGTGCAC
TTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGCTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCGGCCGGGACTCAGCCTTGCTTTTTGCTTGGTGCAC

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e e e e e e e I I I |
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGGCG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAGGTAAGGTGGCACCTCCGGGGGGGTTATAAACTCGGGTCGCATACAACG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGGCG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGACG
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61A
GR475
GR571
GR572
GR573
KU220019
AM269830
AM269837
AY515339
KU220014
AM269825

16A

35A

53A

60A

61A
GR475
GR571
GR572
GR573
KU220019
AM269830
AM269837
AY515339
KU220014
AM269825

TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAGGEAAGGEGGCaCCTCCGGGGGGGTTATAAACTCGGGCCGCATACAACG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGGCG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGACG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAGGAAAGGEGgcCCCTCcGGgGGGGTAATAAACTCGGGCcGecaTACAACG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGGCG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGACG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTAGTCGCATACGGCG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGACG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGGCG
TTTCCGGATG-ACGGGTCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGGAG-TAATGTGGCACCTCCGGGTGTGTTATAGACTCTGGTCGCATACGGCG
TTTCCGGTTGGACGGGCCAGCATCGATTTTGACCGTCGGAAAAGGGCTGAGG-AAATGTGGCACCTTCGGGTGTGTTATAGTCTTCAGTCGCATACGGCG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
B T T T T T I T I I Rl I I I e
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACAC
GTGGGAATCGAGGAACGCACCGCGCCGCAGGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCTTATGGGCTTTAAACAACCCGTCTTGAACCAG
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACAC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAACCAC
GTGGGAATCAAGGAaCGCACCGGGCCGCAGGGCAGGGGTCCGCCCACTTTCgeGCTAAGGAGGTGGGCTTATGGGTTTTAAACAACCCGCCTGGAACCAC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAACC-C
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCT TGAACCAC
GTGGGAATCAAGgAaGGCACGGGGCCGCAGGGAAGGGGTCCgCCCACTTtCgeGeTAAGAAGGTTGCCTTATGGCTTTTAACGAACCCGCCTGgAACCCC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAACCAC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACAC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCT
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCG
GTCGGGAATGAAGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACAC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTGGCATAATGGC TTTAAACGACCCGTCTTGAAACAC
GTTGGGATCGAGGAACGCAGCGCGCCGCAAGGCAGGGGTTCGCCCACTTTCGCGCTTAGGATGCTG -~ === === ——————————————————————————
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Quadro 6.2. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Ganoderma sp. para a regido LSU do rDNA

16A

35A

53A

60A

61A

GR475

GR571

GR572

GR573

KU220019 G. lingzhi
AM269830 G. lucidum
AM269837 G. resinaceum
AY515339 G. applanatum
KU220014 G. applanatum
AM269825 Fomes fasciatus

16A 35A 53A 60A 61A GR475 GR571 GR572 GR573 KU220019 AM269830 AM269837 AY515339 KU220014 AM269825
0,03

0,00 0,03

0,01 0,02 0,01

0,04 0,01 0,04 0,04

0,00 0,02 0,00 0,00 0,04

0,01 0,02 0,01 000 0,04 0,00

0,06 0,03 0,06 005 0,01 0,05 0,05

0,00 0,02 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,05

0,00 0,02 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,05 0,00

0,01 0,03 001 001 005 0,01 0,01 0,06 0,01 0,01

0,01 0,02 0,01 0,00 0,04 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,01

0,01 0,04 0,01 001 005 0,01 0,01 0,07 0,01 0,01 0,02 0,01

0,00 0,03 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01

0,04 0,06 0,04 0,04 007 0,04 0,04 0,08 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,04
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Phellinus spp.

03B
19A
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

03B
19A
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

03B
19A
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

03B
19A
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

03B
19a
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

03B
19A
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

03B
19A
AY618202
AY618203
GU461981
DQ122397

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B T T T T B L T B T B I N I P I e
TGCGAGTGA-GCGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCAGTCTTCTGGCTGTCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGCGTTTTCTGTGTTAGACCGTGTACAA
TGCGAGTGA-GCGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCAGTCTTCTGGCTGTCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGCGTTTTCTGTGTTAGACCGTGTACAA
TGCGAGTGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGACAGTCTTCTGGCTGTCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGCGTTTTCTGTGTTAGACCGTGTACAA
TGCGAGTGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGACAGTCTTCTGGCTGTCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGCGTTTTCTGTGTTAGACCGTGTACAA
TGCGAGTGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCAGTCTTCTGGCTGTCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGCGTTTTCTGTGTTAGACCGTGTACAA
TGCGAGTGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCAGCTTC---GTTGCCCGAGTTGTAATCTGGAGAAGCGTTTTCCGTGCTGGACCGTGTACAA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B O T e S T S e O T I I
GTCTCCTGGAACGGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATGACACGGACTACTAATACTTTGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAA
GTCTCCTGGAACGGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATGACACGGACTACTAATACTTTGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAA
GTCTCCTGGAACGGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATGACACGGACTACTAATACTTTGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAA
GTCTCCTGGAACGGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATGACACGGACTACTAATACTTTGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAA
GTCTCCTGGAACGGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATGACACGGACTACTAATACTTTGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAA
GTCTCTTGGAATAGAGCGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATGACACGGACTGCCAGTGCTTTGTGATACGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B O O T T O O O I
TGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGA
TGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGA
TGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGA
TGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGA
TGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGA
TGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B T T T B o AT T T B e R B I
AAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGCTGTGCAGAACTCAGCCTTGCCTCGGCTTGGTGTACTTTCTGC
AAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGCTGTGCAGAACTCAGCCTTGCCTCGGCTTGGTGTACTTTCTGC
AAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTGCAGAACTCAGCCTTGCCTCAGCTTGGTGTACTTTCTGC
AAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTTGTGCAGAACTCAGCCTTGCCTCAGCTTGGTGTACTTTCTGC
AAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGCTGTGCAGAACTCAGCCTTGCCTCGGCTTGGTGTACTTTCTGC
AAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCTTGCTTGACTCAGCCTTGCCTCGGCTTGGTGTATTTCAAGT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
B L T T T L T T T
ACAACGGGTCAACATCAATTTTGGCCCATGGAGAAAGGTAGGGGGAATGTAGCGCTGTTTCGGCAGCGTGTTATAGCCCTCTATTG-TATACATGGGCTG
ACAACGGGTCAACATCAATTTTGGCCCATGGAGAAAGGTAGGGGGAATGTAGCGCTGTTTCGGCAGCGTGTTATAGCCCTCTATTG-TATACATGGGCTG
ACAACGGGTCAACATCAATTTTGGCCCATGGAGAAAGGTGGGGGGAATGTAGCGCTGTTTCGGCAGCGTGTTATAGCCCTCTATTGGTATACATGGGTTG
ACAACGGGTCAACATCAATTTTGGCCCATGGAGAAAGGTGGGGGGAATGTAGCGCTGTTTCGGCAGCGTGTTATAGCCCTCTATTGGTATACATGGGTTG
ACAACGGGTCAACATCAATTTTGGCCCATGGAGAAAGGTAGGGGGAATGTAGCGCTGTTTCGGCAGCGTGTTATAGCCCTCTATTG-TATACATGGGCTG
AGGACGGGTCAACATCGATTTTGACCGGTGGACAAGGGAGGGAGGAATGTGGCACTCTTCGGG--GTGTGTTATAGCCTTCYTTCA-TATACATCGGCTG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
B T T B T T L T e L I Y N I
GGATTGAGGATCGCAGCACGCCCTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCTACGTACCGTGCTTGGGATGTTGGCAGAATGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAACCAC
GGATTGAGGATCGCAGCACGCCCTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCTACGTACCGTGCTTGGGATGTTGGCAGAATGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACAC
GGATTGAGGATTGCAGCACGCCCTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCTACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCAGAATGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACAC
GGATTGAGGATTGCAGCACGCCCTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCTACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCAGAATGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACAC
GGATTGAGGATCGCAGCACGCCCTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCTACGTACCGTGCTTGGGATGTTGGCAGAATGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACAC
GGATCGAGGCCCGCAGCGCGCCCTTGTGGCCGGAGGTTCGCCTCACGTATCGCGCTTAGGATGTTGGCATAATGGCTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACAC

PP (O
CGGACC
-GGACCA
-GGACCA
-GGACCA
-GGACCA
-GGACCA
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Quadro 6.3. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Phellinus sp. para a regido
LSU do rDNA

03B  19A AY618202 AY618203 GU461981 DQ122397

03B

19A 0,00

AY 618202 F. pseudopunctata 0,01 0,01

AY618203 F. pseudopunctata 0,01 0,01 0,00

GU461981 F. pseudopunctata 0,00 0,00 0,01 0,01

DQ122397 Fuscoporiaferruginosa 0,12 0,11 0,12 0,12 0,11
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Inonotus rickii

01A
05A
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01A
05A
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01a
052
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01a
052
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01A
05A
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T e e e A e O I I I e
-CTGCGAGTGA-GCGGGAAAAGCTCAAAT TTAAAATCTGGCGGTC -TTCTGGCCGTCCGAGTT -GT
CTGCGAGTGA-GCGGGAAAAGCTCAAATTTAARATCTGGCGGTC ~TTCTGGCCGTCCGAGTT-GT
CTGCGAGTGA-GCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTC ~TTCTGGCCGTCCGAGTT-GT
CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTARAATCTGGCGGTC -TTCTGGCCGTCCGAGTT-GT
CTGCGAGTGA-GCGGGAAA-GCTCAAATTTARAATCTGGCGGTC -TTCTGGCCGTCCGAGTT-GT
—————————————————————————— CCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAGAGC TCAAAT TTAARAATCTGGCGGTC -TTGTGGCCGTCCGAGTT-GT
GGAGGAAGAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGT GAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTC ~TTGTGGCCGTCCGAGTT -GT
—————————————— TAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGATGAGC TCAAAT TTAAAATCTGGCGGTC ~TGCTGGCCGTCCGAGTT-GT
—————————————— TAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAGAGC TCAAAT TTAAAATCTGGCGGTC-TTCTGGCCGTCCGAGTT-GT
—————————————— TAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAGAGC TCAAAT TTAAAATCTGGCGGTC ~TTCTGGCCGTCCGAGTT-GT
—————————————— TAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGATTGAGC TCAAAT TTCAAATCTGGCGGTCGTTGTGGCCGTC CGAGTT-GT
—————————————————————————————————————————————— AAGGATCATTAATGAATTTGAAAGGCGAGGGCT-TGATGCTGGCGCGGAGA--—
—————————————— TAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAGTGAAGCGGGAAGAGC TCARAT TTTAAATCTGGCGGTC ~TTGTGGCCGTCCGAGTT-GT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B O e L S e e T T I I
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT------GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-— GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-— GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-— GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-— GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-— GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—~ GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTTTCGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-~ GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—-~ GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—~ GGAGCGTCG-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
AGTCTGGAGAAGTGTT--ATCCGCGTC----GGACCGTG----TACAAGTCTCCTGGAAT----—~ CGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG
----CGCGGATGTGCACGGCCCTTGTCCTC-AATCCATT—-—--~ CAACCCCTGTGCACCCTATGGGAGTTACTAGTCGACAGTTAGTTAGTAGTCGA-G
AATCTGGAGAAGCGTT--TTCCGCGTC----GGACCGTG----CACAAGTCTCCTGGAAC----—-~ GGAGCGTCA-TAGAGGGTGAGAATCCCGTCCATG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

B B L T T B B T e e B T B I T I
ACACGGACGCCCCATGCTTTGTGAAGGACTCTCCAAA-AATCCAGTTGGTTGGGAATGGCGCTCCAAATGGGTGGGAAATTCCCTCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCCAAGGTTTTGGAAGGCCTCCCCAAA-AATCCAATTTGTTGGGAATGGCACTTCAAATGGGGGGGAAATTTCCTCCTAAGCTTAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AATCCAGTTGTTTGGGAATGCCGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTATGTGAGGCACTCTCAAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
ACACGGACGCCCGATGCTTTGTGAGGCACTCTCGAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT
AGGCGAACACTCGG----TCGGCGAACACTTCAGCTATTATCAACCTTTGTTGTCATGTAG-——-— AATGTAATGCTCCTTGTGGGCGAAATGAAATACA
GCACGGACGCCCAATGCTTTGTAATACGCTCTCAAAG-AGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
e T e e e T A I I
G-GC-GAAAGAACGATAGCGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGAAGAAAAGCACTTTGGAAAGAAAATTAAATAGTACGT ----GAAATTGGTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GCCAAAAAACCAATACCAAAC-AGTTCCGGGGAGGAAAAAAGAAAAACCCTTTTGAAAGAAAATTTAACCGTAACT ----GGAATTTGTGAA--AGGG
G-GC-GAAAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTATGT----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTATGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAATAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA-——-——— GAATTCAGTGAATCATCG
G-GC-GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT ----GAAATTGTTGAA--AGGG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

B L T T T L B T I T T I
AAACGCTTGAAGTCCGTCCCGTCCTGTAAAACTCCACCTGGCTT--CCGTCTG-GTGGATTTTCTATGTGGACGGGTCCACATCCGTTTTGGCCGGGGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCCCGTAGAACTCAGCCTGGCTT--CGGTCTG-GTGTATTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGCCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCCCGTAGAACTCAGCCTGGCTT--CGGTCTG-GTGTATTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGCCGGTGGA
AAACCCCTGGAATCCATCCCGGCCCCGAAAAATCCACCCGGCTT--CCGGCCG-GGGGAATTTCCAAGGGGAACGGTCCACCTCCATTTTGGGCGGGGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCCCGTCCCGTAAAACTCAGCCTGGCTT--CGGTCTG-GTGTATTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGCCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCCCGTAGAACTCAGCCTGGCTT--CGGTCTG-GTGTATTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGCCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCCCGTAGAACTCAGCCTGGCCT--CGGTCTG-GTGTACTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGCCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCGTGTCCCTTAGAACTCAGCCTTGCTT--CGGCCTG-GTGTACTTTCTAATCGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGGCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTTAGTCGCGTCCCGTGGAACTCAGCCTGGCTT--CGGCCTG-GTGTACTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGGCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTTAGTCGCGTCTCGTAGAACTCAGCCTGGCTT--CGGCCTG-GTGTACTTTCTATGTGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGGCGGTGGA
AAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCCCGTGGAACTCAGCCTGGCTT--CGGCCTG-GTGTATTTTCTATGCGGACGGGTCAACATCAGTTTCGGCCGGCGGA
AATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGTTAATCTCGATTC-CCCTTGTTTTTCTAACTCGGGTGT
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AY059055

01A
05A
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01A
052
31A
477
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01a
052
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01a
052
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

01A
05A
31A
47A
59A
AM269843
AM269844
AY059042
AY059050
AF311010
AF311014
AF515573
AY059055

AAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCCGGCGGAACTCAGCCTTGCTT--CGGCCTG-GTGTACTTTCCG-TCGGACGGGTCAACATCAGTTTTGGCCGGTGGA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
B T e e L T
AAAAGGGAGAAGGAATGGAGCGCCGCTTCCGCGGCGT -GGTATAGCCCTTTG--——— TCCAACGCACTGGCTGGGACTGA--AG---ACCGCCGCCCGCC
AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCGCTTCGGTGGCGT-GTTATAGCCCTTTG--——— TCAAATACACTGGCTGGGACTGA--GG---ACCGCAGCACGCC
AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCGCTTCGGTGGCGT -GTTATAGCCCTTTG-----TCAAATACACTGGCTGGGACTGA--GG---ACCGCAGCACGCC
AAAAAGGCAAAGGAATGGTACGCCCCTTCCGTGGGCT-GGTAATACCCCTTG-----GCCAATTACCTGGGTGGGAATGG--AG---AACGCCACCCGGC
AAAAGGCAGAAGGAATGTAGCGCCGCTTCGGTGGCGT-GTTATAGCCCTTTG-----TCAAATACACTGGCTGGGACTGA--GG---ACCGCAGCACGCC
AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCGCCTCGGTGGCGT-GTTATAGCCCTTTG--——— TCAAATACACTGGCTGGGACTGA--GG---ACTGCAGCACGCC
AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCGCTTCGGTGGCGT-GTTATAGCCCTTTG--——— TCGAATACACTGGCGGGGACTGA--GG---ACTGCAGCACGCC
AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCGCCTCGGCAGCGT-GTTATAGCCCTTTG--——— TCTAATGCACTGGCCGGGACTGA--GG---ACTGCAGCACGCC
AAAAGGCAAAGGGAATGTAGCGCCCCTTCGGTGGCGT-GTTATAGCCCTTTG--——— TTGAATACACTGGCTGGGACTGA--GG---ACTGCAGCACGCC
AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCCCTTCGGTGGCGT-GTTATACCCCTTTG-----TCGAATACACTGGCCGGGACTGA--GG---ACTGCAGCACGCC

AAAAGGCAGAGGGAATGTAGCGCCGCTTCGGTGGCGT-GTTATAGCTCTCTG TCAAATACGCTGGCGGGGACTGA--GG---ACCGCAGCACGCC
GTTGGACGTGGAAGCTGCTGGCCCCCCTCTGTGGTCG-GCTCTTCTTAAATGCATTAGCTGG-GCTTTGGCTCGCGTTGAACGGTGTAATAGTAATCTTA

GRAAAGGTGAGGGGRAATGTAGCGCCGTTTCGGCGGCGT ~GTTATAGCCCCTTG-———— TCAGATACATCGGTTGGGACTGA--GG---CCGGCAGCACGCC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
R O [ [ A IO T [ I
CTTGGGGCCGEGGGTTCCCCCCACGTACCGTGCTTARGATGTTGGCA-TAATGG - CTTTAAGCCACCCGTCTTARACCCCG-——————-~— GG
CTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG ———— -~ —— CTTTAAGCGACCCGTCTTGAGACCCG-———-- TCTTG
CTTGTGGCCGGGGGT TCGCCCCACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG ———————— CTTTAAGCGACCCGTCTTGAT-CCCG-———-- TCTTG
CCTGGGGGCCGGGETTCCCCCCACGGAACGGGGTTARGAAGGTGGCAATAAGGC - ———— -~ —— TTTTAACCGACCGGCCTGGAACCCCGAACAACTTCCC
CTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG ———————— CTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAATCTTG
CTTGTGGCCGEGGGTTCGCCCCACGTT ~COT GO T A= == = = === = = — == = — — o o o
CTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTTACGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG-———————~- CTTTAAGCGACCCG-———=====—=———————————-
CTTGTGGCCAGGGGTTCGCCCCATGTAACGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG- - --CTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACACGGACCA--AGGA
CTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG-———————~- CTTTAAGCGACCCGTCTTGAAACACGGACCA--AGGA
CTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTACCGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG-———————~- CTTTAAGCGACCCGTCTTGARACACGGACCA--AGGA
CTTGTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTT -CGTGCTTAGGATGTTGGCA-TARTGG-———————~- CTTTAAGCGACCCGTCTTGARACACGGACCA--AGGA
CATTCACCGGAGCGCTTGCCTGACGAGTCTGCTTCTAATCGTCCGTGTTTTCGGACAAGGTCGCTTTGTCGCCTTCATT TGACACCT TGACCTCAAATCA
TTTTTGGCCGGGGGTTCGCCCCACGTCACGTGCTTAGGATGTTGGCA-TAATGG-———————~- CTTTAAGCGACCCGTCTTGARACACGGACCA--AGGA

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

B B L T e B E T T T B T B e T I
ACCAACCCCGGGACCAAATGGAAAAAT -—-—
AACCACCGGACCAA T GAGT CT T T Cmmmmm mm mm mm m o o
AACCCCCGGACCAA- - AT T TCCC T mmm mmmm mm m— — o o
TCTCCTTTTTTTTTTCCATTTTCC--
AAACAC-GGACCAACAAATTTTAT-- -

GTCTAACATGCTTGCGAGTGTTCGGGTGGAAAACCCTTGCGCATAATGAAAGTGAAAGTTGGGAACCTCCGCGAGGGGGTGCACCGACGCCCGGCCCTGA
GTCCAACATGCTTGCGAGTGTTCGGGTGGAAAACCCTTGCGCGTAATGAAAGTGAAAGTTGGGAACCTCCGCAAGGGGGTGCACCGACGCCCGGCCCTGA
GTCCAACATGCTTGCGAGTGTTCGGGTGGAAAACCCTTGCGCGTAATGAAAGTGAAAGTTGGGAACCTCCGCAAGGGGGTGCACCGACGCCCGGCCCTGA
GTCCAACATGCTTGCGAGTGTTCGGGTGGTAAACCCTTGCGCGTAATGAAAGTGAAAGTTGGGAGCCTCCGCAAGGGGGTGCACCGACGCCCGGCCCTGA
GGTAGGATTACCCGCTGAACT TAA -~~~ ——— ——— -~ — — - - -
GTCTAACATGCTTGCGAGTGTTCGGGTGGAAAACCCTTGCGCGTAATGAAAGTGACAGTTGGGAACCTCCGCAAGGGGGTGCACCGACGCCCGGCCCTGA

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
-

AGTTCTCTGACGGTGCTGCGGTAGAGCAAGTATGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGC
CGTTCTCTGACGGTGCTGCGGTAGAGCAAGTATGCTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGC
CGTTCTCTGACGGTGCTGCGGTAGAGCAAGTATGCTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGC
AGTTCTCTGACGGTGCTGCGGTAGAGCAAGTATGCTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGCGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGC

TCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGG
TCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGG
TCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGG
TCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGG

TCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGG
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Quadro 6.4. Matriz de similaridade das sequéncias nucleotidicas alinhadas de Inonotus rickii para a regido LSU do rDNA

01A

05A

31A

47A

59A

AM269843 |. andersonii
AM269844 |. andersonii
AY059042 I. ulmicola
AY059050 I. quercustris
AF311010 I. cuticularis
AF311014 I. hispidus
AF515573 Phellinus igniarius

01A 05A 31A 47A 59A AM269843 AM269844 AY059042 AY059050 AF311010 AF311014 AF515573

0,05
0,05
0,12
0,04
0,06
0,06
0,08
0,07
0,07
0,07
0,53

0,00
0,18
0,01
0,00
0,01
0,03
0,01
0,02
0,02
0,51

0,18
0,01
0,00
0,01
0,03
0,01
0,02
0,02
0,51

0,17
0,18
0,19
0,20
0,18
0,18
0,20
0,56

0,01
0,02
0,04
0,02
0,02
0,03
0,52

0,01
0,03
0,01
0,02
0,02
0,52

0,03
0,01
0,01
0,02
0,52

0,03
0,03
0,04
0,52

0,01
0,03
0,51

0,03
0,52

0,53
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