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RESUMO

O género Calonectria compreende um grupo de fungos fitopatogénicos amplamente
distribuidos pelo mundo, com grande impacto em culturas agricolas e florestais. No
Brasil, 37 espécies ja foram identificadas afetando plantios comerciais, especialmente
de Eucalyptus spp., nos quais causam mancha foliar e desfolha, que quando severa,
compromete o crescimento ¢ a produtividade. Dentre as espécies de Calonectria, C.
variabilis tem sido relatada como um importante patdogeno em regides tropicais e
subtropicais. Este estudo teve como objetivo identificar isolados fingicos obtidos em
plantios comerciais de Eucalyptus sp. no Agreste da Bahia, Brasil, por meio de anélises
morfologicas e filogenéticas, além de avaliar a patogenicidade desses isolados. Para
isso, folhas com sintomas tipicos da doenga, foram coletadas para obtengdo dos
isolados, os quais foram caracterizados com base nas sequéncias dos genes cmdA, his3,
tefl e tub2, além da observacdo de estruturas morfologicas. Por meio dessas andlises,
foi possivel concluir que os isolados pertencem a espécie C. variabilis, se agrupando
com outros isolados da espécie em um clado suportado por altos valores de bootstrap e
probabilidade posterior nas andlises filogenéticas. Os testes de patogenicidade
comprovaram que o fungo ¢ capaz de induzir sintomas necrdticos em folhas de
eucalipto, indicando seu potencial fitopatogénico. Os resultados obtidos ampliam o
conhecimento sobre a distribuicdo e diversidade de Calonectria spp. no Brasil e
fornecem informagdes essenciais para o monitoramento e controle da doenga em

plantios comerciais de eucalipto.

Palavras-chave: Filogenia; patogenicidade; manejo de doengas florestais; patologia

florestal.



ABSTRACT

The genus Calonectria includes a group of phytopathogenic fungi widely distributed in
the world, with a high impact on agricultural and forestry crops. In Brazil, 37 species
were identified affecting commercial plantations, especially Eucalyptus spp., causing
leaf spot and defoliation, which when severe affect growth and productivity. Among the
Calonectria species, C. variabilis is reported as an important pathogen in tropical and
subtropical regions. The aim of this study was to identify fungal isolates obtained from
commercial plantations of FEucalyptus sp. in Agreste of Bahia, Brazil, using
morphological and phylogenetic analyses, as well as assessing the pathogenicity of
these isolates. For this purpose, leaves with typical symptoms of the disease were
collected to obtain the isolates, which were characterized based on the sequences of the
cmdA, his3, tefl and tub2 genes, as well as the observation of morphological structures.
Based on these analyses, was confirmed that the isolates belong to the species C.
variabilis, grouping together in a clade with other isolates of the species, supported by
high bootstrap values and posterior probability in the phylogenetic analyses. The
pathogenicity tests confirmed that the fungus is responsible for inducing necrotic
symptoms on eucalyptus leaves, indicating its phytopathogenic potential. The results
obtained increase knowledge about the distribution and diversity of Calonectria spp. in
Brazil and provide essential information for monitoring and control of the disease in

commercial eucalyptus plantations.

Keywords: Phylogeny; pathogenicity; forest disease management; forest pathology.



INDICADORES DE IMPACTO

Este trabalho apresenta impactos concretos e em potencial nas éareas social,
tecnologica, econdmica, ambiental e educacional. A pesquisa realizada contribuiu de
forma significativa para o avanco no conhecimento da diversidade e da distribui¢ao do
fungo Calonectria variabilis em plantios clonais de eucalipto na regido do Agreste da
Bahia, gerando dados relevantes para a Patologia Florestal.

Do ponto de vista tecnoldgico, o trabalho utilizou metodologias moleculares
para a caracterizagao dos isolados, além de analises morfologicas. Os dados gerados tém
potencial para aplicacdo direta em programas de melhoramento genético de eucalipto,
principalmente na selecao de clones mais resistentes a mancha foliar e a desfolha, o que
podera resultar em maior uniformidade e produtividade florestal.

No aspecto econdmico, os plantios comerciais de eucalipto podem ter prejuizos
significativos quando acometidos por desfolha severa causada por Calonectria spp. A
identificacdo correta do agente etioldgico e a comprovacdo da sua patogenicidade em
diferentes clones de eucalipto oferecem subsidios importantes para a tomada de decisao
pelas empresas do setor florestal.

Do ponto de vista social e extensionista, o trabalho foi desenvolvido em
parceria com a empresa Bracell, no municipio de Alagoinhas, envolvendo engenheiros
florestais e técnicos da empresa durante o processo de coleta das amostras. Essa
interacdo entre universidade e setor produtivo fortaleceu o vinculo institucional e
promoveu a troca informacdes, entre a comunidade cientifica e os profissionais do
campo. Além disso, o trabalho contou com a participacdo de docentes, estudantes de
pos-graduacdo, da Universidade Federal de Lavras, totalizando pelo menos sete pessoas
diretamente envolvidas na execucdo das atividades de campo, laboratério e andlises
moleculares.

O territério diretamente impactado corresponde a regido do Agreste da Bahia,
mais especificamente aos plantios comerciais da Bracell em Alagoinhas. As agdes do
estudo se enquadram em trés areas tematicas da Politica Nacional de Extensdo
Universitaria: “Tecnologia e Producdo”, “Meio Ambiente” e “Educacdo”, pois
envolvem geracdo e difusdo de conhecimento técnico-cientifico, conservagdao dos

recursos florestais e formag¢ao de recursos humanos.



IMPACT INDICATORS

This work presents concrete and potential impacts in the social, technological,
economic, environmental and educational areas. The research carried out contributed
significantly to the advancement of the knowledge of the diversity and distribution of
the fungus Calonectria variabilis in clonal eucalyptus plantations in the Agreste region
of Bahia, generating relevant data for Forest Pathology.

From a technological point of view, the work used molecular methodologies to
characterize the isolates, in addition to morphological analyses. The data generated have
the potential for direct application in eucalyptus genetic improvement programs,
especially in the selection of clones that are more resistant to leaf spot and defoliation,
which may result in greater forest uniformity and productivity.

In the economic aspect, commercial eucalyptus plantations can have significant
losses when affected by severe defoliation caused by Calonectria spp. The correct
identification of the etiological agent and the proof of its pathogenicity in different
eucalyptus clones offer important subsidies for the decision making of companies in the
forestry sector.

From the social and extension point of view, the work was developed in
partnership with the company Bracell, in the municipality of Alagoinhas, involving
forest engineers and technicians from the company during the sample collection
process. This interaction between the university and the productive sector strengthened
the institutional bond and promoted the exchange of information between the scientific
community and professionals in the field. In addition, the work had the participation of
professors, graduate students, from the Federal University of Lavras, totaling at least
seven people directly involved in the execution of field, laboratory and molecular
analysis activities.

The territory directly impacted corresponds to the agreste region of Bahia,
more specifically to Bracell's commercial plantations in Alagoinhas. The actions of the
study fall into three thematic areas of the National Policy of University Extension:
"Technology and Production", "Environment" and "Education", as they involve the
generation and dissemination of technical-scientific knowledge, conservation of forest

resources and training of human resources.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Género Calonectria

O género Calonectria, anteriormente conhecido como Cylindrocladium,
pertence a classe Ascomycota, ordem Hypocreales e familia Nectriaceae. Possui
distribuicdo global, causando diversas doencas em mais de 335 plantas hospedeiras,
dentre elas culturas de grande importancia econdmica agricola e florestal, especialmente
plantios de eucalipto (Crous et al., 2014; Liu et al., 2020; Liu & Chen, 2022; Lombard
etal., 2010).

O género foi descrito em 1867, com base em amostras coletadas em folhas
mortas de Magnolia grandiflora na Italia (De Notaris, 1867; Lombard et al., 2010).
Possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo especialmente em regides tropicais e
subtropicais, onde o clima quente ¢ umido favorece sua dispersdo e desenvolvimento
(Alfenas et al., 2015; Bose et al., 2023; Liu et al., 2020; Lombard et al., 2016).

Atualmente, sdo reconhecidas 131 espécies do género (Bose et al., 2023), as
quais sdo agrupadas em dois grupos filogenéticos distintos morfologicamente pelo
formato da vesicula (grupo Prolado e grupo Sphaero-Naviculate) e 11 complexos de
espécies. O grupo Prolado abriga os complexos C. brassicae, C. candelabrum, C.
colhounii, C. cylindrospora, C. gracilipes, C. mexicana, C. pteridis, C. reteaudii e C.
spathiphylli, e o grupo Sphaero-Naviculate, engloba os complexos C. kyotensis e C.
naviculata (Liu et al., 2020; Lombard et al., 2016).

Até o momento, foram relatadas 37 espécies de Calonectria ocorrendo no
Brasil (Alfenas et al., 2015; Bose et al., 2023; Liu et al., 2020; Sanchez-Gonzalez ef al.,
2022), sendo que as espécies C. cylindrospora, C. pteridis e C. candelabrum se
destacam como as principais causadoras de doenga em eucalipto (Sanchez-Gonzalez et
al., 2022; 2023).

O primeiro relato de Calonectria spp. em eucalipto no Brasil, ocorreu em 1940,
no Horto Florestal da Cantareira, Sdo Paulo. Nos anos subsequentes, novos registros
foram feitos em diversas regides do Brasil, incluindo os estados do Espirito Santo,
Babhia, regido Amazonica, Santa Catarina, Parand, Sao Paulo e Distrito Federal (Alfenas,
1986; Alfenas & Ferreira, 1979; Almeida & Bolkan, 1981; Arruda, 1940).

Na década de 1970, a ocorréncia de desfolha severa em clones de Eucalyptus
spp. foi associada a espécies de Calonectria, com registros indicando que até 80% das

arvores de plantios nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, apresentavam



sintomas (Alfenas & Ferreira, 1979). Posteriormente, a mancha foliar causada por
Calonectria spp. foi identificada nos estados da Bahia e do Para, com destaque para o
complexo Calonectria pteridis, que resultou em significativa desfolha em plantacdes
comerciais (Alfenas et al., 2015).

Atualmente, no Brasil, a predominancia das espécies de Calonectria em
eucalipto esta associada principalmente aos complexos C. pteridis e C. candelabrum
provocando manchas foliares e desfolha. Em fun¢do da expansdo das plantagdes
florestais, houve um aumento na incidéncia da doenga, especialmente em regides com
condig¢des climaticas favoraveis, como alta umidade e temperaturas elevadas (Alfenas et

al., 2015; IBA 2024; Sanchez-Gonzalez et al., 2022, 2023).

1.2 Sintomas e ciclo de vida de Calonectria spp.

A infec¢do por Calonectria ocorre com maior frequéncia em regides quentes e
umidas, como o Nordeste e partes do Sudeste do Brasil, onde as condigdes ambientais
favorecem a proliferagdo do fungo. A doenga apresenta maior incidéncia durante o
periodo chuvoso, devido a alta umidade e disponibilidade de indculo no solo e na copa
das arvores, o que aumenta significativamente o risco de infec¢do (Ferreira ef al., 1995;
Graga et al., 2009).

Os sintomas iniciais da infec¢do por Calonectria em eucalipto geralmente se
manifestam como pequenas manchas marrons ou necroticas em folhas jovens. Essas
lesdes podem se expandir rapidamente, resultando em necrose total da folha e,
eventualmente, desfolha severa (Alfenas et al., 2015; Graga et al., 2009). A doenga,
frequentemente referida como mancha foliar de Calonectria, pode também afetar caules
e ramos, resultando em cancro e podridao da base (Crous ef al., 2019; Lombard et al.,
2010).

Fungos do género Calonectria apresentam alta capacidade de disseminagao
entre diferentes regides, principalmente por meio de material vegetal ou solo
contaminados. Em condic¢des de alta umidade relativa (>90%) e temperaturas entre 20 e
30 °C, os conidios de Calonectria germinam rapidamente, formando estruturas que
penetram nos tecidos hospedeiros por meio de aberturas naturais, como estomatos, ou
através da penetragdo direta (Crous et al., 1991). O micélio pode rapidamente iniciar a
reproducdo assexuada, produzindo muitos conidios em um curto intervalo de tempo,
contribuindo para a disseminagdo e o estabelecimento da infec¢do (Ni et al., 2011;

Wilson et al., 2019). Os conidios tém um papel fundamental na propagacdo assexuada



do fungo, sendo produzidas em conididéforos, os quais exibem uma estrutura penicilada
com ramificagdes ordenadas e vesiculas terminais de formato globoso ou elipsoidal, um
atributo distintivo frequentemente usado para a identificagdo morfologica (Alfenas et
al.,2009; Lombard et al., 2010).

Para garantir sua sobrevivéncia em periodos desfavoraveis, Calonectria forma
microesclerodios, estruturas melanizadas de resisténcia que podem permanecer viaveis
no solo e em restos culturais por longos periodos (Crous et al., 2002; Phipps et al.,
1976), funcionando como uma fonte primaria de inoculo para infecgdes subsequentes.
Pesquisas indicam que essas estruturas podem permanecer no solo por um periodo
superior a um ano, dependendo das circunstancias locais (Crous et al., 2002).

A compreensdo do ciclo de vida de Calonectria é essencial para o
desenvolvimento de estratégias de manejo eficazes, como praticas culturais que
minimizem a presenca de material vegetal infectado no solo e a utilizagdo de materiais

genéticos resistentes, além do monitoramento do indculo no solo (Crous et al., 2021;

Liu et al., 2020; Miranda et al., 2021; Lombard et al., 2010).

1.3 Manejo Integrado de Calonectria spp. em eucalipto

O controle de Calonectria spp. em viveiro ¢ em campo deve ser realizado por
meio de estratégias integradas que combinem em especial o uso de material genético
resistente, manejo nutricional e medidas culturais adequadas.

Em viveiros, Calonectria pode causar damping-off, podriddo de estacas,
miniestacas e raizes, sendo essencial a adogao de praticas que minimizem a presenca do
patogeno. A esterilizacdo do substrato e tubetes reduz a contaminagdo, enquanto o
controle da umidade e a ventilagdo adequada dos viveiros ajudam a limitar a propagagao
do fungo. O tratamento das mudas com fungicidas protetores e indutores de resisténcia
pode ser uma estratégia eficaz no manejo da doenca (Alfenas et al., 2009; Soares et al.,
2018).

O manejo integrado da mancha foliar e da desfolha de Calonectria em plantios
de eucalipto, envolve a combinagdo de diferentes estratégias para reduzir a incidéncia e
severidade da doenga, minimizando impactos na produtividade florestal. A sele¢do e
propagacdo de genotipos resistentes ¢ a abordagem mais eficiente e sustentavel,
reduzindo significativamente os danos causados pela desfolha, garantindo maior
uniformidade e produtividade nas plantagdes (Alfenas et al., 2009; Bose et al., 2023;
Soares et al., 2018).



O wuso de gendtipos de eucalipto resistentes tem proporcionado ganhos
significativos para a industria florestal, permitindo a propagacdo de arvores com
caracteristicas fenotipicas desejadas de maneira rdpida e precisa, mantendo a
uniformidade produtiva e a resisténcia ao patdégeno (Bose et al., 2022; Grattapaglia et
al., 2003; Ulisses et al., 2010). Clones comerciais de Eucalyptus apresentam diferentes
niveis de resisténcia a infec¢do, sendo que a avaliagdo continua desses clones permite a
selecdo de gendtipos mais tolerantes a doenca. Estudos indicam que clones resistentes
possuem padroes de expressao génica diferenciados e mecanismos de defesa mais
eficientes contra o patdogeno, tornando-se alternativas viaveis para programas de
melhoramento genético florestal (Alfenas et al., 2009; Lombard et al., 2010). Contudo,
a alta wvariabilidade genética observada entre as espécies de Calonectria,
frequentemente, resulta em quebras de resisténcia, o que representa um desafio para a
selecdo e desenvolvimento de genotipos de Eucalyptus resistentes (Alfenas et al., 2009;
2015; Bose et al., 2022; Freitas et al., 2019; Miranda et al., 2021).

Além disso, no campo, o manejo cultural e nutricional (equilibrio entre célcio e
potéssio) desempenha papel fundamental na prevencdo da doenca. O célcio atua como
um mensageiro secundario na ativagdo de respostas de defesa da planta, enquanto o
potassio estd envolvido no metabolismo vegetal e na sintese de proteinas, ambos
contribuindo para a resisténcia estrutural e bioquimica da planta (Alfenas et al., 2015;
Soares et al., 2001). J& o espacamento adequado entre arvores reduz a umidade no
dossel, limitando o desenvolvimento e disseminacdo do fungo, enquanto a remogdo e
destruicao de restos culturais também contribuem para minimizar a presenga do in6culo
no solo e reduzir a reinfecgdo (Alfenas et al., 2015; Soares et al., 2020).

O monitoramento continuo das plantagdes, aliado ao diagnostico precoce por
meio de técnicas moleculares, possibilita a identificagdo precisa da espécie de
Calonectria envolvida e permite a adocdo de medidas preventivas eficazes (Liu &

Chen, 2022; Lombard et al., 2010).

1.4 Calonectria variabilis

A espécie C. variabilis, pertencente ao complexo C. cylindrospora, foi descrita
taxonomicamente pela primeira vez por Crous et al., (1993) sob a denominagao
Cylindrocladium variabile, sendo posteriormente realocada para o género Calonectria

(Lombard et al., 2010).
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O epiteto especifico “variabilis” faz referéncia a variagdo na morfologia da
vesicula na fase assexuada, que pode apresentar formatos clavado, esfero-pedunculado
ou elipsoidal. Os macroconidiéforos da espécie possuem fidlides alongadas, de formato
doliforme a reniforme, ndo septados, produzindo macroconidios cilindricos, hialinos,
(1)3-septados, com pontas obtusas e medindo, em média, 60 x 5 pm. J& os
microconidiéforos apresentam fialides terminais, simples ou agrupadas (de duas a
quatro), cilindricas, ndo septadas, originando microconidios cilindricos, hialinos, 1-
septados, com pontas obtusas ¢ dimensdes médias de 27 x 4 pum. E uma espécie
homotélica e em seu estagio sexual, forma peritécios vermelho acastanhados e
ascosporos hialinos, retos a falcados, (1) 3-septados, com aproximadamente 42 X 5 um
(Crous et al., 1993).

A primeira ocorréncia de C. variabilis foi registrada em Didymopanax
morototoni (mandiocdo) e Theobroma grandiflorum (cupuacu) no estado do Pari,
causando mancha foliar e podridao radicular. No Brasil, ap6s sua descri¢do, a espécie
foi detectada em plantagdes comerciais de eucalipto e em viveiros florestais no Espirito
Santo, além de ter sido constatada na Bahia (Crous, 2002). Desde entdo, tem se
destacado como um patogeno relevante, afetando diversas plantas, incluindo espécies
nativas e culturas de importincia econémica, como o eucalipto, causando manchas
foliares e desfolha. No Panama, estudos experimentais demonstraram a capacidade de
C. variabilis de infectar diferentes espécies vegetais. Tellez et al., (2016) observaram
que isolados do fungo induziam lesdes foliares em cinco espécies de arvores tropicais
nativas do Parque Nacional San Lorenzo, incluindo Brosimum utile, Coccoloba sp.,
Protium panamense, Manilkara bidentata e Perebea angustifolia. Mais recentemente,
Ramirez-Camejo et al., (2024) relataram a ocorréncia de C. variabilis no Panama,
identificando-o como agente causal da queima de folhas em Anacardium occidentale
(cajueiro).

A identificag¢do de C. variabilis ¢ desafiadora, pois compartilha caracteristicas
morfoldgicas com outras espécies do género Calonectria, como o formato das vesiculas,
tamanho e a septacdo dos macroconidios. Por essa razdo, o uso de ferramentas
moleculares, por meio da andlise de regides génicas como P-tubulina, His3, Tef e
CmdA, tem sido essencial para diferenciar C. variabilis de outras espécies do género
(Liu et al., 2020). As analises filogenéticas desempenham um papel fundamental na

delimitagdo taxondmica da espécie e na compreensdo de sua diversidade genética, sendo
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indispensaveis para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo e controle,

reduzindo impactos em culturas agricolas e florestais.

2. INTRODUCAO

O género Calonectria compreende um grupo diversificado de fungos
fitopatogénicos amplamente distribuidos pelo mundo e capazes de causar doengas em
plantas de importancia econdmica (Bose et al., 2023). At¢ o momento, cerca de 131
espécies desse género foram identificadas com base em analises filogenéticas e
morfologicas (Crous ef al., 2021, 2019; Mohali & Stewart, 2021; Liu et al., 2020; Pham
et al., 2022; Sanchez-Gonzalez et al., 2022; Wang et al., 2019). Essas espécies estdo
agrupadas em 11 complexos: C. brassicae, C. candelabrum, C. colhounii, C.
cylindrospora, C. gracilipes, C. mexicana, C. pteridis, C. reteaudii, C. spathiphylli, C.
kyotensis e C. naviculata (Bose et al., 2023; Lombard et al., 2016). No Brasil, foram
registradas 37 espécies de Calonectria afetando especialmente Eucalyptus spp. (Alfenas
etal, 2015; Bose et al., 2023; Sanchez-Gonzalez et al., 2022).

A mancha foliar e desfolha causadas por Calonectria spp. em eucalipto
comprometem o desenvolvimento de mudas e plantas jovens, podendo afetar o
crescimento destas desde os seis primeiros meses até o terceiro ano de idade (Graga et
al., 2009). O ciclo de infeccao se inicia a partir de conidios e clamidosporos presentes
no solo ou em restos culturais, que germinam sob condi¢des de alta umidade, infectando
folhas e ramos em posi¢cdes mais baixas da copa das arvores. As lesdes surgem
inicialmente na base, dpice ou margens das folhas, levando a intensa desfolha nos tercos
basal, médio e apical do dossel (Alfenas et al., 2009; 2015; Graca et al., 2009).

A identificagdo precisa das espécies de Calonectria, baseada em analises
filogenéticas e morfoldgicas, ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de manejo. As regides genOmicas cmdA, his3, tefl e tub? sao amplamente
utilizadas para a diferenciagdo de espécies dentro do género (Lombard et al., 2016; Liu
et al., 2020; Pham et al., 2019; Soares et al., 2020).

Recentemente, durante um levantamento realizado em plantios comerciais de
eucalipto na regido Agreste da Bahia, foram identificadas plantas que apresentavam
desfolha, das quais foram coletadas folhas com sintomas tipicos de Calonectria. O

presente estudo teve como objetivo identificar os isolados fungicos obtidos dessas



12

amostras, por meio de analises filogenéticas e caracteristicas morfologicas, além de

avaliar sua patogenicidade em eucalipto.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e obtencao dos isolados

As coletas de folhas sintomaticas foram realizadas em marco de 2023, em trés
plantios florestais de eucalipto a figura (Figura 1), situados na cidade de Alagoinhas, na
regido Agreste do Estado da Bahia. Foram coletadas amostras de 12 arvores por talhdo,
totalizando 36 amostras, as quais foram armazenadas em sacos de papel e transportadas
para o Laboratorio de Patologia Florestal da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
para realizagdo do isolamento. Para isso, pequenos segmentos de 1 cm? da se¢do de
transicdo entre o tecido sadio e o tecido doente foram cortados de cada folha e
desinfestados com hipoclorito de s6dio a 1% por 1 min, etanol a 70% por 30s e lavados
com 4gua esterilizada trés vezes antes do cultivo em BDA (Batata-Dextrose-Agar) a
25°C. Apos sete dias de incubagdo, discos de micélio de 5 mm de diametro foram
retirados de colonias fungicas com aspecto semelhante a Calonectria e transferidos
para uma nova placa de Petri contendo BDA. As mesmas foram incubadas a 25°C, até
que o fungo cobrisse completamente a placa. Os isolados obtidos foram armazenados
seguindo 0o método de Castellani (1939) e depositados na colegdo micologica do

Laboratério de Patologia Florestal da UFLA.
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Figura 1. Plantio de eucalipto com sintomas de mancha foliar e desfolha provocados por

Calonectria. (a) Desfolha. (b) Sintomas de mancha foliar.

Fonte: Bracell.

3.2 Extracdao de DNA, amplificacio e sequenciamento

Para a obtencdo de massa de micélio para extragdo de DNA, foi seguida a
metodologia descrita por Myburg et al., (1999). Discos miceliais de 5 mm de didmetro
foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer, com meio de cultura liquido
contendo extrato de malte (20 g/L), extrato de levedura (2 g/L) e dextrose (5 g/L). As
culturas foram incubadas por sete dias a 28°C, permitindo o crescimento do fungo.
Posteriormente o micélio foi removido, filtrado, seco em papel de filtro ¢ macerado em
nitrogénio liquido. (Sanchez-Gonzalez et al., 2022; Silva et al., 2024;)

A extracdo de DNA seguiu o protocolo adaptado de Doyle & Doyle (1987).
Para a lise celular, utilizou-se 10% CTAB; 100 mM Tris HCI (pH 8,0); 25mM EDTA;
2M NaCl e 2% de PVP. Para a ressuspensdo, utilizou-se S50uL de agua esterilizada,
contendo RNAse (10pg/mL). A qualidade e a concentragdo do DNA fingico extraido
foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose, com visualizagdo sob luz
ultravioleta utilizando o transiluminador UV Mini BIS Pro (DNR Bio Imaging Systems,
Jerusalém, Israel). A quantificagdo do DNA foi realizada utilizando o espectrofotometro

NanoDrop (Thermo Scientific).
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As reagdes em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas em um volume
final de 25 pL, contendo 10,5 pL. de dgua, 12,5 uL. de Taq Master Mix Green 2x, 0,5 L
de cada primer e 1,0 pL. de DNA com concentra¢do de 50 ng/uL. As condi¢des de PCR
para as regides dos genes calmodulina (cmdA), histona (his3), fator de elongacao (tef1)
e B-tubulina (fub2) foram as seguintes: desnaturagao inicial a 95 °C por 5 min; 35 ciclos
de 94 °C por 30 s; 52 °C por 1 min; 72 °C por 2 min e extensao final a 72 °C por 5 min
(Sanchez-Gonzalez et al., 2023). Para amplificagdo das regides gendmicas foram
utilizados, os seguintes pares de primers: CAL-228F e CAL-2Rd para cmdA (Carbone
& Kohn 1999; Quaedvlieg et al., 2011); CYLH3F e CYLH3R para his3 (Crous et al.,
2004); EF1-728F (CARBONE & KOHN 1999) e EF2 (O'Donnell ef al., 1998) para tef]
e T1 (O'Donnell & Cigelnik 1997) e CYLTUBIR (Crous et al., 2004) para tub2.

Os produtos de PCR foram separados por gel de agarose a 1,2% corado com
Diamond Nucleic Acid Dye (Promega, Madison, WI, EUA) e ap6s confirmacdo de
amplificacdo foram enviados para purificagdo e sequenciamento (Macrogen, Seul,

Coreia).

3.3 Analises Filogenéticas

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente quando necessario usando
o software SeqAssem (Hepperle, 2004) e depositadas no banco de dados

NCBI/GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov ). Posteriormente, foram alinhadas com

outras sequéncias de Calonectria spp. intimamente relacionadas obtidas do GenBank
(Tabelal) usando a interface online do MAFFT v. 7.0 (Katoh ef al., 2019) com a
estratégia de alinhamento FFT-NS-i.

Para determinar as relagdes filogenéticas entre as espécies, foram realizadas
analises de méaxima parcimdnia (MP), maxima verossimilhangca (ML) e inferéncia
bayesiana (BI) para cada uma das regides amplificadas e para o alinhamento
concatenado das regides. O teste de homogeneidade de particdo (PHT) foi realizado no
software PAUP 4.0b10 para determinar se as quatro regides poderiam ser analisadas de
forma conjunta (Farris et al., 1995; Swofford, 2003).

A analise de MP foi realizada utilizando o software PAUP 4.0b10 (Swofford,
2003); sendo também calculados os indices de consisténcia (CI), indice de homoplasia
(HI), indice de retencao (RI) e indice de consisténcia redimensionado (RC). O suporte

estatistico adotado foi de 1.000 réplicas bootstrap.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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O melhor modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos para cada regido do
gene foi selecionado de acordo com o Critério de Informagdo de Akaike (AIC) usando
MODELTEST v. 34 (Posada & Crandall de ML e
MRMODELTEST v. 2 (Nylander, 2004) para analises de BI. As anéalises de ML foram
realizadas usando o PAUP 4.0b10 (Swofford 2003). Os modelos de ML usados foram
K2 (emdA), HKY + G (his3), K2 + G (tefl) e K2 (tub2). O suporte estatistico de

1998) para andlises

ramificagdo foi avaliado com 1.000 réplicas bootstrap. As analises de BI individuais e

particionadas foram realizadas usando MRBAYES v.3.2.7a (Ronquist et al., 2012).

Tabela 1. Espécies de Calonectria e nimeros de acesso do GenBank das sequéncias de DNA

usadas neste estudo.

. Cédigo do Origem do i Numero de acesso do GenBank
Espécie . . Pais
isolado isolado
cmdA his3 tef tub2
. CMW47178" Solo Vietna MT335190 MT335430 MT412721  MT412944
C. auriculiformis
CMW 47179 Solo Vietnd MT335191 MT335431 MT412722  MT412945
C. brasiliensis ~ CBS 230.517  Eucalyptus sp. Brasil MT335200 MT335440 MT412731  MT412953
CMW 32949  Eucalyptus sp. Brasil MT335201 MT335441 MT412732  MT412954
C. cerciana
CMW 25200 L urophylla China MT335212 MT335452 MT412743  MT412964
xE. grandis
CBS 136425  Blephilia ciliata Estados Unidos MT335235 MT335475 MT412766  MT412984
C. eylind, staci
CYIRATospora g 1196707 1}; ;f[’gi;i Ttalia MT335236 MT335476 MT412767  MT412985
~ CBS 1118707 Nelumbo Ilhas Mauricio MT335254 MT335494 MT412785  MT413003
C. hawksworthii nucifera
CMW 14878  Eucalyptus sp. Indonésia ~ MT335378 MT335618 MT412909  MT413119
C insulari CMW 309917 Solo Madagascar MT335269 MT335509 MT412800  MT413017
mmsutarits
CMW 30992 Solo México MT335270 MT335510 MT412801  MT413018
_ CBS 1348117 Eucalyptus sp. Brasil KM396035 KM396118 KM395861.1 KM395948.1
C. maranhensis
CBS 134812 Eucalyptus sp. Brasil KM396036 KM396119 KM395862.1 KM395949.1
C. plurilateralis CBS 1114017 Solo Equador ~ MT335340 MT335580 MT412871  MT413083
o CBS 1348157 Eucalyptus sp. Brasil KM396040 KM396123 KM395866.1 KM395953.1
C. propaginicola
CBS 134816  Eucalyptus sp. Brasil KM396041 KM396124 KM395867.1 KM395954.1
C. tonkinensis ~ CMW 474307 Solo Vietnd MT335384 MT335624 MT412915  MT413122
CMW 31877 Schefflera Brasil MT335392 MT335632 MT412923  MT413130
C g e morototoni
C. variabilis
Theobroma )
CMW 2914 Brasil MT335393 MT335633 MT412924  MT413131

grandiflorum
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CBS 1156747 Solo Colombia ~ MT335252 MT335492 MT412783
CBS 111141 Solo Colombia ~ MT335253 MT335493 MT412784
RATO12P3A2  Eucalyptus sp. - - - -
RATO012P9C2  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P3A  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P2B  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P1C  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P12A  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P12B  FEucalyptus sp. - - - -
RATO12P2A  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P2C  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12P3D  Eucalyptus sp. - - - -
RATO12PSD  Eucalyptus sp. - - - -

MT413001

MT413002

T: Isolados ex-tipe das espécies de Calonectria.
Isolados em negrito foram obtidos nesse estudo.
cmdA: calmodulina; his3: histona H3; tef1: fator de alongamento; fub2: B-tubulina

3.4 Analises morfologicas

Baseando-se nos dados obtidos por meio das analises filogenéticas, um isolado
de Calonectria sp. foi selecionado para caracterizagdo morfologica. As principais
caracteristicas analisadas foram o tamanho e septa¢do dos conidios, além da largura das
vesiculas, que sdo pardmetros comuns para a diferenciacdo entre espécies de
Calonectria (Liu et al., 2021; Wu & Chen, 2021). Para visualizagdo das estruturas
fungicas, foram confeccionadas laminas utilizando acido latico a 85%.

As laminas foram examinadas em microscopio de luz Labomed LX400 (Lab
America, Inc., CA, EUA) acoplado com camera digital Opton 5.1MP (modelo TA-
0120-B), utilizando o software OptView (Anatomic, Ltd., SP, BR). Foram realizadas
trinta medi¢cOes para cada estrutura avaliada. As caracteristicas das colonias como
coloracdo e textura também foram avaliadas apds o cultivo dos isolados em placas de

BDA e incubadas a 27°C no escuro por sete dias.

3.5 Testes de patogenicidade

Para comprovar a patogenicidade, o isolado RAT012P9C2 foi selecionado para
inoculagdo em ramos de trés diferentes clones de eucalipto com aproximadamente um
ano de idade. Cada ramo continha em média cinco folhas, sendo duas delas inoculadas

com discos (Smm de diametro) de micélio fingico (em média dois a trés discos de
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micélios por folha) e duas utilizadas como controle negativo (em média um a dois
discos de BDA por folha (Wu & Chen, 2021; Liu & Chen, 2022; Sanchez-Gonzalez et
al., 2023)

Os ramos com folhas inoculadas foram mantidos em camara umida e ambiente
controlado, com temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12 horas. A evolugao dos
sintomas foi monitorada por cinco dias, registrando-se o desenvolvimento de lesdes
necroticas. Para cumprir os postulados de Koch, foram realizados reisolamentos a partir
das folhas sintomaticas e a identidade dos fungos reisolados foi verificada com base em
caracteristicas morfologicas, comparando-os com o mesmo isolado utilizado na

inoculagao.

4. RESULTADOS

4.1 Isolados fungicos

A partir das 36 amostras de folhas sintomaticas, foram obtidos 90 isolados com
aparéncia das colonias similares as de Calonectria spp. Com base em andlises
filogenéticas preliminares da regido gendmica fefl, 11 isolados (Tabela 1), foram

selecionados para realizacdo de outras analises.

4.2 Analises filogenéticas

Resultados prévios obtidos por meio da ferramenta BLAST realizados com as
regides cmdA, his3, tefl e tub2 mostraram que os isolados pertencem ao complexo de
espécies Calonectria cylindrospora. Assim, as sequéncias obtidas foram comparadas
com as de outras espécies desse complexo (Tabela 1), mantendo-se sequéncias de C.
gracilipes como outgroup.

Para a regido génica cmdA, foi obtido um alinhamento de 447 pares de bases
(pb), 404 pb para histona (his3), 447 pb para tef] e 496 pb para tub?.

O teste PHT gerou um valor de p=0,01, porém trabalhos anteriores sugerem
que as regides sejam analisadas de forma concatenada para melhor precisdo filogenética
e tal abordagem ja foi seguida em varios estudos de Calonectria spp. (Liu et al., 2020;
Liu et al., 2021; Lombard et al., 2016; Pham et al., 2019; Sanchez-Gonzalez et al.,
2022). Assim, para o conjunto de dados concatenados, foi obtido um alinhamento de
1794 pb, dos quais 1567 sdo constantes, 202 caracteres informativos de parcimonia e 25

caracteres nao informativos de parcimonia.
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As topologias das arvores obtidas foram semelhantes para as andlises de MP,
ML e BI das regides individuais (Figura 2 — 5) e concatenadas (Figura 6). Os 11
isolados obtidos se agruparam no mesmo clado de C. variabilis com altos valores de
bootstrap (100) para as andlises de ML e MP e de probabilidade posterior (1) para BI
(Figura 2). Foi observada ainda a formacao de um subclado de C.variabilis devido a

substitui¢do de um par de bases na regido (4is3) do alinhamento.
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Figura 2. Arvore filogenética baseada na anélise de Maxima Verossimilhanca da regido fub2.

Valores de suporte de bootstrap para as analises de Maxima Verossimilhanca (ML), Méaxima

Parcimoénia e valores de probabilidade posterior para Inferéncia Bayesiana (BI) sdo

apresentados nos nos (ML / MP / BI). Os isolados destacados em negrito foram sequenciados

neste estudo e estdo indicados em lilas. Calonectria gracilipes foi utilizado como grupo externo

(outgroup).

RAT012P3A2
RATO12P2C
RATO12P2B
RATO12P12A
RATO12P9C2
RATO12P3A
RATO12P12B
RATO12PSD
RATO012P3D
RATO12PI1C

86/81/0.99 C. variabilis CMW 3187t
C. variabilis CMW 2914
RATO12P2A

C. evlindrosporaCBS 119670t

C. evlindrosporaCMW 30978
—— C. plurilateralis CBS 111401t
—— C. hawksworthii CMW 14878

— C. hawksworthii CBS 111870t

4i_ Ca. insularis CMW 30991t
C. insularis CMW 30992

C. brasiliensis CBS 230.51t

95/99/1-0

53/56/0.89

88/86/1.0

49/65/0.89

0.01

— C. brasiliensis CMW 32949
6&:‘56:‘0@ C. mararihensis CBS 134811t
C. maranhensis CBS 134812
C. propaginicola CBS 134815t
99/971.0 ' C. propaginicola CBS 134816
C. auriculiformis CMW 47179
C. cercianaCMW 25290
C. auriculiformis CMW 47178t
C. cerciana CMW 25309t
C. ronkinensis CMIW 474301
. eucalyptorum NTCC 1313
69/71/0.99 'C. eucalvptorum NTCC 1314t
C. gracilipes CBS 111141
100/100/1.0 ' C. gracilipes CBS 115674

85/81/0.98

74/81/0.98

62/81/0.88
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Figura 3. Arvore filogenética baseada na anlise de Maxima Verossimilhanca da regido cmdA.
Valores de suporte de bootstrap para as analises de Maxima Verossimilhanca (ML), Méaxima
Parcimoénia e valores de probabilidade posterior para Inferéncia Bayesiana (BI) sdo
apresentados nos nos (ML / MP / BI). Os isolados destacados em negrito foram sequenciados

neste estudo e estdo indicados em lilas. Calonectria gracilipes foi utilizado como grupo externo

(outgroup).

RATO12P3A2
RATO012P2C
RAT012P2B
RATO12P12A
RATO012P9C2
RATO12P3A
RATO012P12B
RATO012PSD
RATO012P3D
RATO12P1C
86/81/0.99 — C. variabilis CMW 3187t
C. variabilis CMW 2914
| 'RAT012P2A
C. evlindrosporaCBS 119670t
C. cvlindrosporaCMW 30978
— C. plurilateralis CBS 111401t
C. hawksworthii CMW 14878
— C. hawksworthii CBS 111870t

88/86/1.0 L I: Ca. insularis CMW 30991t
C. insularis CMW 30992

49/65/0.89

95/99/1.0

53/56/0.89

C. brasiliensis CBS 230.51t
— C. brasiliensis CMW 32949
61:’569‘0.% C. maranhensis CBS 134811t
C. maranhensis CBS 134812
C. propaginicola CBS 1348151
199/97/1.0 C. propaginicola CBS 134816
C. auriculiformis CMW 47179
C. cercianaCMW 25290
C. auriculiformis CMW 471781
C. cerciana CMW 25309t
+— C. ronkinensis CMW 47430t
C. eucalyptorum NTCC 1313

§5/81/0.98

74/81/0.98

62/81/0.88

69/71/0.99 C. eucalyptorum NTCC 13141
C. gracilipes CBS 111141
100/100/1.0 'C. gracilipes CBS 115674

0.01
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Figura 4. Arvore filogenética baseada na analise de Maxima Verossimilhanca da regido Tefl
Valores de suporte de bootstrap para as analises de Maxima Verossimilhanca (ML), Méaxima
Parcimoénia e valores de probabilidade posterior para Inferéncia Bayesiana (BI) sdo
apresentados nos nos (ML / MP / BI). Os isolados destacados em negrito foram sequenciados

neste estudo e estdo indicados em lilas. Calonectria gracilipes foi utilizado como grupo externo
(outgroup).

RATO12P2C
RATO12P3A
RATO012P2B
RATO12P2A

0.’52/‘0.60_ RATO12P1C
RATO12P12B
RATO12P12A

C. variabilis CMW 3187t
RATO1P9C2

C. variabilisCMW 2914
— C. insularis CMW 30992
C. evlindrosporaCMW 30978
C. evlindrosporaCBS 119670t
= Ca. plurilateralis CBS 111401t

39/76/0.96 | 100/100/1.0| C. propaginicola CBS 134815t
C. propaginicola CBS 134816
42/77/0.98 < — C. ronkinensis CMW 47430t
78/64/0.98 4= | C. auriculiformis CMW 47178t
77/89/0.97 < C. auriculiformis CMW 47179
06/36/1.0 %(’ . ('errimm(_‘ MW 25290
C. cercianaCMW 25309t
N 80/83/0.97 _|£ eucalyptorum NTCC 1313
65/770.90= ¢ eucalyprorum NTCC 1314t
C. insularis CMW 30991t
0/52/0.60 < RATO012P3A2
RATO012P3D
RATO012P5D
, C. brasiliensis CBS 230,51t
94/76/0.98 ,
C. brasiliensis CMW 32949
66/56/0.92 C. hawksworthii CBS 111870t
C. hawksworthii CMW 14878
C. maranhensis CBS 134811t

9787091 €. maranhensis CBS 134812

| C. gracilipes CBS 111141
100/100/1.0'C. gracilipes CBS 115674

0.01
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Figura 5. Arvore filogenética baseada na analise de Maxima Verossimilhanca da regido Ais3.
Valores de suporte de bootstrap para as analises de Maxima Verossimilhanca (ML), Méaxima
Parcimoénia e valores de probabilidade posterior para Inferéncia Bayesiana (BI) sdo
apresentados nos nos (ML / MP / BI). Os isolados destacados em negrito foram sequenciados

neste estudo e estdo indicados em lilas. Calonectria gracilipes foi utilizado como grupo externo

(outgroup).

RATO012P1C
RATO012P2B
RATO12P3A
C. variabilis CMW 2914
C. variabilis CMW 3187t
RATO012P9C2
RATO012P3A2
RATO12P12A
RATO12P2A
61/67/0.94 -~ RAT012P2C
RATO012P3D
RATO012PSD

\ RATO12P12B
42/53/0.58 - C. cvlindrospora CBS 119670t
\~:| | C. evlindrosporaCMW 30978
C. insularis CMW 30991t
99/93/1.0 “~— C. insuh?ris CMW 30992
' e | C. hawksworthii CBS 111870«
N371.0 C. hawksworthii CMW 14878

— C. plurilateralis CBS 111401t
C. brasiliensis CBS 230.51t
C. maranhensis CBS 134811t
— C. brasiliensis CMW 32949
C. maranhensisCBS 134812
C. propaginicola CBS 134815t
C. propaginicola CBS 134816
C. auriculiformis CMW 47178t
C. auriculiformis CMW 47179
C. cerciana CMW 25290
99/100/1.0 | C. cerciana CMW 25309t
C. tonkinensis CMW 47430¢

_i C. encalyptorum NTCC1313
67/61/0.96 ! ¢, eucalyptorum NTCC1314
| C. gracilipes CBS 111141
100/100/1.0 ' ¢ gracilipes CBS 115674

97/91/1.0

85/91/0.99

97/91/1.0 -

75/74/0.94 |

98/90/0.97 =

89/100/1.0

0.02
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Figura 6. Arvore filogenética baseada na analise de Maxima Verossimilhanga das regides
génicas concatenadas (cmdA, his3, tefl e tub2). Valores de suporte de bootstrap para as analises
de Maxima Verossimilhanga (ML), Maxima Parcimdnia e valores de probabilidade posterior
para Inferéncia Bayesiana (BI) sdo apresentados nos nés (ML / MP / BI). Os isolados

destacados em negrito foram sequenciados neste estudo e estdo indicados em lilas. Calonectria

gracilipes foi utilizado como grupo externo (outgroup).
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4.3 Analises morfologicas

Apos sete dias de incubagdo a 27°C no escuro, as colonias de C. variabilis
crescidas em BDA, apresentaram micélio aéreo esparso com margens irregulares e
esporulagao moderada.

Os macroconidiéforos consistiram em arranjos penicilados de ramos férteis,
uma extensdo do estipe e uma vesicula terminal de formato elipsoidal a estreitamente
obpiriforme medindo de 7 a 4 um de didmetro. O aparelho conididgenico (Figura 7c-d)
apresentou de 44 a 117 pm de comprimento e 60 a 132 um de largura com ramos
primarios, secundarios e terciarios asseptados, com cada ramo terminal produzindo de
uma a 2 fidlides (Figura 7c), doliformes a reniformes, hialinas, asseptadas, medindo de
9 a 17 x 2 a 4 um. Os conidios (Figura 7e) apresentaram formato cilindrico,
arredondados em ambas as extremidades, septados, com 2 a 3 septos, medindo de 23 a

60 um de comprimento e 2 a 6 um de largura.

Figura 7. Calonectria variabilis. vesiculas elipsoidais a estreitamente obpiriformes (A, B).

fialide (C), aparelho conidiogénico (D), macroconidios (E). Barras de escala: 10 um.
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4.4 Testes de patogenicidade

As folhas de eucalipto dos ramos de todos os trés clones inoculados com discos
de micélio de C. variabilis apresentaram sintomas necréticos (Figura 8a—c), o que nao
foi observado nas folhas que continham apenas discos de BDA. A esporulagido ocorreu
nas folhas inoculadas aos cinco dias apds a inoculagdo (dpi). Das folhas inoculadas, os
fungos foram reisolados e identificados pelas mesmas caracteristicas morfologicas dos
isolados originalmente inoculados, completando os postulados de Koch.

Aos 2 dpi, o diametro da lesdo do isolado nos clones C0404, C0506 ¢ C1206
atingiu médias de, 13,2 mm, 12,5 mm el5,1 mm, respectivamente. Aos 5 dpi, o
didmetro médio da lesdo do isolado nos clones foram: C0404 - 22,1 mm, C0506 - 29,2

mm e C1206 30,2 mm (Figura 8d).

Figura 8. Testes de patogenicidade, evidenciando sintomas necroticos em folhas de trés
diferentes genotipos de eucalipto, inoculadas com discos miceliais de Calonectria variabilis
(isolado RATO012P9C2) aos 2 dias ap6s a inoculagao. (A) Folhas do clone C1206; (B) Folhas do
clone C0506; (C) Folhas do clone C0404; (D) Grafico evidenciando os didmetros das lesdes aos

2 e 5 dpi (dias ap6s a inoculagdo).

2 dps S dm ( D)

Coa Cosoa C12m
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, confirmamos a ocorréncia de Calonectria variabilis em trés
plantios clonais de eucalipto situados no Agreste do estado da Bahia, Brasil. A
identificacao foi realizada por meio de analises filogenéticas baseadas em quatro regides
genomicas (cmdA, his3, tefl e tub2), complementadas por avaliagdes morfoldgicas. A
caracterizacdo molecular demonstrou que os onze isolados analisados formaram um
clado bem suportado (bootstrap = 100 e probabilidade posterior = 1), com um subclado
contendo cinco isolados. A validacdo do uso dessas regides gendmicas para a
delimitag¢do de espécies dentro do género Calonectria ¢ amplamente documentada na
literatura (Liu et al., 2020; 2021; Lombard et al., 2010; 2016; Pham et al., 2019;
Sanchez-Gonzalez et al., 2022; 2023).

O complexo Calonectria cylindrospora agrupa espécies patogénicas de
relevancia florestal, incluindo C. variabilis e C. cylindrospora. Tais espécies t€m sido
frequentemente relatadas em plantios de eucalipto em diferentes regides do mundo,
causando sintomas como manchas foliares, desfolha e necrose de ramos, impactando
negativamente o crescimento das arvores e a produtividade florestal (Liu et al., 2020;
Lombard et al., 2010; Wingfield et al., 2015).

Dentre as espécies de Calonectria, C. variabilis tem sido relatada como um
importante agente etiologico de doencas foliares em regides tropicais e subtropicais. A
espécie foi descrita por Crous ef al., (1993) e foi registrada na Amazonia, nas espécies
nativas Didymopanax morototoni € Theobroma grandiflorum, provocando manchas
foliares e podriddo radicular. Posteriormente identificada em plantios comerciais de
eucalipto nos estados do Espirito Santo, Pard, Maranhdo e Bahia (Crous, 2002;
Sanchez-Gonzalez et al., 2023), além de ter sido relatada causando queima de folhas em
Anacardium occidentale (cajueiro) no Panama (Ramirez-Camejo ef al., 2024).

Os resultados deste estudo ampliam o conhecimento sobre a distribui¢dao de C.
variabilis e sua ocorréncia em plantios de eucalipto, confirmando sua presenca na
regido Agreste da Bahia.

Os testes de patogenicidade demonstraram que o isolado RAT012P9C2 ¢ capaz
de induzir sintomas necroticos nas folhas de trés diferentes clones de eucalipto. Estudos
anteriores indicam que a resisténcia a Calonectria spp. podem estar associada a fatores
genéticos do hospedeiro, além de condigdes ambientais que favorecem a infecg¢do e o

desenvolvimento da doenca (Graga et al., 2021).
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Dessa forma, os dados apresentados contribuem para o entendimento da
diversidade e da distribuicdo de Calonectria spp. no Brasil, fornecendo informagdes
valiosas para programas de melhoramento genético, como a utilizagdo dos isolados
obtidos nesse estudo em testes com diferentes clones de eucalipto, visando a selecao de
genotipos resistentes, a fim de se mitigar os danos causados por Calonectria spp. (Graga

et al.,2021; Soares et al., 2018; Wingfield et al., 2015).
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