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RESUMO

MATOS, M.E.A. Patogenicidade de Ceratocystis fimbriata: resposta de mudas de
eucalipto e mangueira a infec¢do cruzada. Vitoria da Conquista— BA: UESB, 2025.
56 p. (Dissertagdo: Mestrado em Agronomia; Area de concentragio: Fitotecnia)*

A seca da mangueira, causada por Ceratocystis fimbriata, representa uma das principais
limita¢des para a fruticultura do semiarido nordestino, especialmente em Livramento de Nossa
Senhora — BA. Considerando o risco de disseminagdo para outras espécies, este estudo teve
como objetivo avaliar a reacdo de duas variedades de mangueira (‘Coquinho’ e ‘Espada’) e do
hibrido de FEucalyptus urophylla (AEC-144) a inoculagdo artificial com isolados de
Ceratocystis spp., obtidos de mangueira e eucalipto. As inoculagdes foram realizadas por meio
de incisdes no caule, com deposi¢do de 2 mL de suspensido de conidios (1,6 x 10°
conidios-mL™"), seguida de vedag@o com filme plastico para favorecer o estabelecimento do
patogeno. As plantas foram avaliadas quanto a progressdo das lesdes na casca e no lenho,
extensdo radial, indice SPAD e teores de pigmentos fotossintéticos em diferentes periodos apos
a inoculacdo. Os resultados demonstraram que o isolado proveniente da mangueira apresentou
maior agressividade, promovendo lesdes extensas e redugdes significativas nos teores de
clorofila e carotenoides, sobretudo na variedade ‘Coquinho’, mais suscetivel. A variedade
‘Espada’, apesar de também suscetivel, apresentou menor severidade dos sintomas. Em
eucalipto, embora ndo tenham sido observados sintomas externos, como murcha ou seca de
ramos, constatou-se colonizagdo do lenho e alteragdes fisiologicas discretas, evidenciando
infecgdo efetiva, o que confirma a patogenicidade cruzada entre isolados ¢ hospedeiros
distintos, reforgando o risco de disseminagdo do patdgeno em areas proximas onde as culturas
coexistem. Conclui-se que a inoculagdo artificial das variedades de mangueira ‘Coquinho’ e
‘Espada’ com isolados de Ceratocystis spp. demonstrou que o isolado proveniente de
mangueira apresentou maior agressividade, principalmente na variedade ‘Coquinho’, ¢ as
avaliagoes no hibrido de E. urophylla (AEC-144) ndo constataram sintomas externos, mas o

patdgeno foi detectado através de lesdes no lenho.

Palavras-chave: Mangifera indica, Eucalyptus urophylla, infeccio cruzada, patogenicidade,
parametros fisiologicos.

*Qrientador: Prof. D.Sc. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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ABSTRACT

MATOS, M.E.A. Pathogenicity of Ceratocystis fimbriata: response of eucalyptus
and mango seedlings to cross-infection. Vitoria da Conquista — BA: UESB, 2025. 56 p.
(Dissertation: Master science in Agronomy; Area of Concentration: Crop Science)*

Mango blight, caused by Ceratocystis fimbriata, represents one of the main limitations for fruit
growing in the semiarid Northeast region, especially in Livramento de Nossa Senhora, Bahia.
Considering the risk of propagation to other species, this study aimed to evaluate the
occurrence of two mango varieties ('Coquinho' and 'Espada’) and the Eucalyptus urophylla
hybrid (AEC-144) when artificially inoculated with Ceratocystis spp. isolates. Results from
mango and eucalyptus. Inoculations were performed through incisions in the stem, with the
deposition of 2 mL of conidial suspension (1.6 x 10° conidia mL™), followed by replacement
with plastic film to promote pathogen establishment. Plants were evaluated for lesion
progression on the bark and length, radial extension, SPAD index, and photosynthetic pigment
content at different times after inoculation. The results showed that the isolate from the mango
tree was more aggressive, causing extensive lesions and significant reductions in chlorophyll
and carotenoid levels, especially in the more susceptible 'Coquinho' variety. The 'Espada’
variety, although also susceptible, presented less severe symptoms. In eucalyptus, although no
external symptoms such as wilting or branch drying were transmitted, colonization of the wood
and discreet physiological changes were observed, demonstrating effective infection and
confirming cross-pathogenicity between isolates and different hosts, reinforcing the risk of
pathogen transmission in neighboring areas where the crops coexist. It is concluded that
artificial inoculation of the 'Coquinho' and 'Espada’ mango varieties with isolates of
Ceratocystis spp. It was demonstrated that the isolate from mango tree was more aggressive,
mainly in the ‘Coquinho’ variety and the evaluations in the E. urophylla hybrid (AEC-144)
did not show any external symptoms, but the pathogen was detected through lesions in the
wood.

Keywords: Mangifera indica, Eucalyptus wurophylla, cross-infection, pathogenicity,
physiological parameters.

*Qrientador: Prof. D.Sc. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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1 INTRODUCAO

A mangueira (Mangifera indica) ¢ uma frutifera tropical de elevada importancia
econdmica, social e cultural para diversas regides produtoras do Brasil, com destaque
para o semiarido nordestino. De acordo com dados da safra de 2022, a regido foi
responsavel por mais de 80% da exportagdo nacional da fruta (IBGE, 2025). A ampla
adaptacdo da cultura as condi¢des edafoclimaticas do pais, associada a valorizacao
comercial dos frutos no mercado interno e externo, tem estimulado a intensificagao dos
sistemas produtivos (Embrapa, 2004).

No entanto, os avancos na producdo t€ém sido comprometidos por problemas
fitossanitarios, dentre os quais se destaca a seca da mangueira, doenca vascular de alta
severidade, causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata (Aratjo et al., 2014). A infec¢do
pelo patdégeno provoca obstrucao dos vasos do xilema, levando a murcha, escurecimento
do lenho, necrose dos tecidos e seca progressiva de ramos, podendo culminar na morte
da planta (Rezende da Silva et al., 2017). A doenga representa uma ameaga significativa
a sustentabilidade da cultura, sobretudo por causar sintomas severos como murcha subita
e secamento de galhos, apresentando dificuldade de controle curativo. A persisténcia do
in6culo no ambiente, a ampla gama de hospedeiros e possibilidade de causar mortalidade
em massa, todos atribuidos a C. fimbriata, confirmam sua agressividade e impacto em
plantacdes florestais tropicais (Van Wyk, 2007; Shukla et al., 2018; Amelia et al., 2024).

Outra cultura de grande importancia econdmica para o Brasil € o eucalipto, sendo
hoje a principal fonte de matéria-prima para a industria nacional de madeira, celulose,
papéis e derivados. Em dezembro de 1997, constatou-se uma nova doenga nos
reflorestamentos clonais de eucalipto no sudeste da Bahia, causada por C. fimbriata Ellis
e Halsted. Sintomas caracteristicos incluem murcha, descoloragao da madeira, lesdes na
casca, secamento de ramos ¢ morte de plantas, principalmente em plantios mais juvenis,
com até 36 meses de idade, entretanto, casos assintomaticos também ja foram relatados
em arvores até 7 anos ap0s o plantio. Além disso, diferentes niveis de agressividade entre
i1solados do patdégeno em clones de eucalipto t€ém sido registrados, o que dificulta a sele¢ao
de materiais genéticos verdadeiramente resistentes (Benso et al., 2024).

O género Ceratocystis inclui diversas espécies de fungos que causam a doenga,
conhecida como "seca" ou "murcha" em vdrias espécies de plantas lenhosas. E essa
variabilidade genética na populagdo de um fungo fitopatogénico pode refletir na sua

adaptabilidade a diferentes condigdes ambientais e patogenicidade, o que pode ter
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implicagdes diretas na gestao da doenga em campo (McDonald e Linde, 2002).

Uma das espécies mais estudadas do género € Ceratocystis fimbriata, conhecida
por sua ampla gama de hospedeiros. E o agente causal da seca-da-mangueira, mas ataca
outras plantas, como abacate, batata-doce e pimentao (Inch et al., 2012; Darrell e Marck,
1964; Leather, 1966). Entretanto, outras espécies ja foram identificadas como capazes de
causar sintomas de seca em diferentes hospedeiros, tornando evidente a capacidade que
0 patdgeno possui em colonizar distintas espécies vegetais. Ceratocystis mangicola tem
sido associada a causas severas de seca em plantacdes de Eucalyptus em regides tropicais
e subtropicais, causando cancros e morte de arvores. Ceratocystis cacaofunesta €
responsavel pela murcha vascular do cacaueiro (7Theobroma cacao), levando a
significativas perdas econdmicas, havendo registros da doenca em grande parte da regido
sul da Bahia. Esses exemplos demonstram que o impacto das espécies de Ceratocystis
abrange uma ampla gama de culturas agricolas e florestais (Firmino et al., 2015;
Magalhaes et al., 2019).

Apesar dos avancos no entendimento da biologia do patégeno, ainda sdo escassos
os estudos voltados a caracterizacao da resposta de diferentes variedades de mangueira
frente a infeccdo, bem como a avaliacdo da agressividade de isolados provenientes de
hospedeiros distintos (Oliveira et al., 2016; Al-Kalbani et al., 2020). A caracteriza¢ao
varietal ¢ uma etapa estratégica para programas de melhoramento genético € manejo
integrado, contribuindo para a selecdo de materiais mais tolerantes e adaptados a regioes
endémicas (Arriel et al., 2016).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de duas
variedades de mangueira, ‘Coquinho’ e ‘Espada’, e um hibrido de eucalipto E. urophylla
(AEC-144) a infecgdo por Ceratocystis spp. isolados de mangueira e de eucalipto, com

base na andlise de sintomas visuais, severidade da doenga e alteragdes fisioldgicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais sobre a cultura da mangueira no Brasil

A mangueira, de nome cientifico Mangifera indica, pertence a familia
Anacardiaceae, e ¢ originaria do sudoeste da Asia. Devido a sua alta adaptabilidade,
disseminou-se por varias regides e hoje em dia ¢ uma das frutas mais procuradas no
mundo, tanto no mercado interno, como no externo. Consumida principalmente in natura,
pode ser transformada em numerosos produtos: polpa simples, suco, sorvete, geleias,
compotas, além de ser uma 6tima fonte de vitaminas A e C. Por isso, em matéria de frutas
para o Brasil, a mangueira representa uma opg¢ao importante, especialmente para a regido
semiarida do Nordeste (Embrapa, 2006).

Segundo dados do IBGE (2023), o Brasil registrou uma producao de 1,76 milhdes
de t de manga, com o Nordeste respondendo por cerca de 1,42 milhdes t. A Bahia e
Pernambuco concentram juntos aproximadamente 75 % da produgdo nacional, com
destaque para a elevada produtividade pernambucana. Esses dados refor¢am a
importancia do Nordeste, especialmente o Vale do Sao Francisco, na fruticultura de
manga do pais.

Diante dos diferentes mercados consumidores da manga e de suas respectivas
solicitacdes sobre a qualidade do produto, fez-se necessaria a utilizagao de técnicas para
um melhoramento da qualidade e expansdo da produgdo desse produto (Aragjo et al.,
2017). Matos (2000) relata que, nos sistemas de cultivo modernos, compreender
plenamente o crescimento e o desenvolvimento da mangueira ¢ essencial para definir
estratégias de manejo que resultem em alta produtividade e qualidade dos frutos. Nas
condigdes tropicais semidridas do Nordeste brasileiro, consideradas tinicas no mundo, a
cultura encontrou um ambiente favoravel para se desenvolver e apresentar bons
rendimentos.

Segundo Nascimento et al. (2023), o processo de producao da manga, desde o
plantio até¢ a chegada a mesa do consumidor, requer precisos cuidados, experiéncia no
cultivo e monitoramento, a fim de eliminar a incidéncia de pragas e doencas. Os mesmos
autores consideram importante o monitoramento das plantagdes, de forma que se permita
evitar sua propagacdo, tomando medidas de controle, caso tal patogenia se espalhe,

diminuindo, assim, as perdas no cultivo da manga.
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Nos ultimos anos, o cultivo da mangueira no Brasil aumentou substancialmente,
juntamente com a ocorréncia de muitas doengas de grande importancia econdmica para a
cultura, dentre estas, a seca da mangueira, causada por Ceratocystis fimbriata, que ¢é
considerado um dos principais fatores limitantes para o cultivo e produtividade da manga
(Oliveira et al., 2016).

Conhecida como seca da mangueira, mal do Recife, murcha de Ceratocystis,
declinio da manga e murcha da mangueira, essa doenca foi descrita pela primeira vez no
Brasil em 1930, no estado de Pernambuco, mais especificamente na cidade de Recife e,
posteriormente, no Paquistao e Sultanato de Oma (Arriel et al., 2016).

O controle da infeccdo via sistema radicular s6 ¢ possivel através de porta-
enxertos resistentes. O inico impasse ¢ o numero de racas que o fungo apresenta, podendo
uma cultivar de mangueira, resistente numa regido, comportar-se como suscetivel em
outra, dependendo da raca do fungo que prevalece naquele local (Embrapa, 2021).

Segundo Guimaraes et al. (2021), de acordo com o que ¢ atualmente conhecido e
aceito cientificamente, uma selecao eficiente de plantas de mangueira resistentes a seca
da mangueira deve considerar a alta variabilidade genética do patogeno. Associado a isto,
tem-se a baixa diversidade genética entre as principais cultivares de manga cultivadas no
Brasil, exigindo a introducdo de novos materiais para ampliar a base genética desta
cultura (Arriel et al., 2016).

Atualmente, o melhoramento de manga consiste em aumentar a disponibilidade
de cultivares superiores, diminuindo a vulnerabilidade existente nos cultivos monoclonais
que podem ser destruidos totalmente pelo ataque de fungos, sendo atualmente os
principais: o fungo Colletotrichum gloeosporioides causando antracnose, o fungo Oidium
mangiferae produzindo conidios que irdo infectar folhas, flores e frutos e o fungo C.

fimbriata responsavel pela seca da mangueira (Rizatto, 2010).

2.2 Aspectos gerais sobre a cultura do eucalipto no Brasil

O género Eucalyptus € originario da Australia, Tasmania e outras ilhas da
Oceania. Nao ha um dado exato da introducao do eucalipto no Brasil. Existem relatos de
que os primeiros exemplares foram plantados nas areas pertencentes ao Jardim Botanico
e Museu Nacional do Rio de Janeiro, nos anos de 1825 e 1868; no Municipio de Amparo,

SP, entre 1861 e 1863; e no Rio Grande do Sul, em 1868 (Embrapa, 2019).
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Segundo Dias (2019), a participacdo da Regido Nordeste na produgdo e
beneficiamento do eucalipto, no qual se enquadra o Extremo Sul da Bahia, teve de fato
sua introducao na industrializacao nacional durante o inicio da década de 1970. Isso deu
um grande folego ao mercado de papel e celulose, e na década de 80 o Extremo Sul baiano
tornou-se demasiadamente atrativo aos olhos da reproducao das florestas de eucalipto.

De acordo com a Indstria Brasileira de Arvores (2023), o Brasil é o maior
produtor mundial de eucalipto, com cerca de 7,6 milhdes de hectares plantados,
representando 30% das arvores dessa espécie no mundo. O eucalipto € valorizado pela
madeira resistente, utilizada na construcao, fabricacao de celulose, papel e carvao vegetal,
além do dleo essencial com multiplos usos. A industria de eucalipto no Brasil gera
grandes lucros e ¢ estratégica para a economia florestal nacional.

No entanto, ao longo dos anos, observou-se uma oscila¢ao na produtividade média
de eucalipto no pais. Em 2019, a produtividade média brasileira era de 38,6 m*/ha/ano,
passando para 38,9 m*/ha/ano em 2021, 32,7 m*/ha em 2022 e 33,7 m*ha em 2023 (Iba,
2024). Essa queda de produtividade pode ser explicada pelas mudangas climaticas que
vém ocorrendo, que culminam no excesso de estresse da planta, tornando-a mais
suscetivel a incidéncia e severidade de pragas e doencas (Auer e Santos, 2011).

A regido semidrida do Brasil localiza-se predominantemente na por¢ao central do
Nordeste e caracteriza-se por apresentar condicdes edafoclimaticas limitantes ao
desenvolvimento de diversas culturas agricolas. Nesse contexto, a Embrapa Semiarido
tem direcionado esforgos a selecdo de espécies e gendtipos de Eucalyptus adaptados as
especificidades da regido, com o objetivo de reduzir a pressdo sobre as espécies nativas
lenhosas. A crescente demanda por recursos florestais, especialmente para fins
energéticos, impulsionada pela expansdao das industrias de transformacao, reforca a
necessidade de ampliacao da oferta de madeira oriunda de reflorestamentos com espécies
de rapido crescimento. Os estados com maior participagdo em area plantada de eucalipto
sa0 Minas Gerais (25,2%), Sao Paulo (17,6%), Mato Grosso do Sul (14,5%) e Bahia
(11,4%) (Embrapa, 2016).

Embora o municipio de Livramento de Nossa Senhora ndo se destaque atualmente
como polo de produgdo de eucalipto, a regido do Planalto de Vitdria da Conquista e seus
arredores desponta como uma importante area produtora da cultura. Segundo Fernandes
et al. (2018), hibridos de E. urophylla demonstraram desempenho satisfatorio em termos
de crescimento e produtividade, mesmo sob as condi¢des edafoclimaticas especificas da

regido, evidenciando o potencial econdmico da espécie como alternativa viavel para
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pequenos produtores. No entanto, ¢ importante destacar que o avango da seca, causada
por Ceratocystis sp. sobre novas areas, representa um risco fitossanitario real. Diante
disso, torna-se imprescindivel a atencao ao monitoramento da doenca também em &reas
com historico de plantio de eucalipto, considerando o risco de expansdao do patogeno
sobre uma cadeia produtiva de alta relevancia regional.

Em plantas lenhosas como o eucalipto, geralmente, os sintomas por infec¢ao por
C. fimbriata se iniciam com murcha da copa ou de apenas galhos e ramos. As infec¢des
ocorrem a partir do solo. Com o passar do tempo, essa murcha progride, afetando toda a
planta e levando a morte (Ferreira et al., 2006). O impacto do género Ceratocystis sobre
o eucalipto ndo se limita a uma unica espécie, além de C. fimbriata, outras espécies do
género também tém sido relatadas infectando eucalipto, como Ceratocystis manginecans,
considerada uma das mais agressivas em plantios comerciais, causando extensos cancros
no tronco e levando a morte subita das arvores (Indrayadi et al., 2023).

Segundo Ferreira et al. (2013), para o manejo da doenga em eucalipto, assim como
em outras culturas, os estudos de variabilidade genética e fisioldgica sao importantes para
se conhecer melhor a populagao do patdégeno, visto que a principal ou quase que exclusiva
forma de controle de doengas no campo ¢ por meio da selecdo e plantio de materiais

genéticos resistentes.

2.3 Género Ceratocystis: historico, taxonomia, hospedeiros e ciclo da doenca

\

O género Ceratocystis pertence a classe dos Pyrenomycetes, ordem
Ophiostomatales, subdivisdo Ascomycotina e familia Ceratocystidaceae. Este fungo
produz peritécios superficiais, parcial ou completamente imersos no substrato, globosos,
com pescogos longos e fimbriados, e com coloracdo castanha a preto. Os ascdsporos sdo
elipsoides, hialinos, possuindo uma espécie de bainha gelatinosa, o que lhes d4 uma
aparéncia de chapéu (Johnson et al., 2005).

A temperatura 6tima para o crescimento de C. fimbriata em meio de cultura é de
25°C. Os meios mais comumente utilizados para o cultivo do fungo sdo meio de batata
dextrose adgar (BDA) ou de extrato de malte agar (EMA). Inicialmente, o micélio ¢
hialino, que mais tarde torna-se escuro e de coloracao verde-amarronzada. Com poucos
dias de cultivo, ocorre, normalmente, o aparecimento de conididéforos que produzem
conidios cilindricos hialinos em cadeias e, em alguns casos, endoconidios barriliformes

(Ferreira et al., 2013).
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C. fimbriata ¢ um importante patégeno para muitas plantas lenhosas e possui
uma ampla gama de hospedeiros, sendo capaz de infectar numerosas familias de
importancia economica (Firmino et al., 2015). Segundo os mesmos autores, o fungo
Ceratocystis coloniza o sistema vascular (xilema), causando sintomas iniciais de perda
de coloracao das folhagens, murcha e, consequentemente, morte da planta.

Estudos realizados por Arriel et al. (2016) concluem que aspectos da doenga,
como a facil disseminacdo do fungo no pomar, a ampla gama de hospedeiros de C.
fimbriata, a sobrevivéncia das estruturas fungicas no solo e a colonizagdo do sistema

vascular das plantas dificultam o manejo da doenca.

2.4 Métodos de inoculacao e avaliacdo da severidade

Diferentes métodos sao diariamente desenvolvidos com objetivo de avaliar
patogenicidade de fungos, a suscetibilidade de cultivares e a eficacia de medidas de
controle. No caso de Ceratocystis, destaca-se a técnica classica da isca de cenoura, em
que fragmentos de madeira com sintomas sdao incubados entre fatias de cenoura,
favorecendo o desenvolvimento de estruturas fungicas, como peritécios € ascOsporos
(Moller e De Vay, 1968). Outro método amplamente empregado ¢ a inoculagdo direta no
caule, por meio de incisdo no lenho e deposi¢do de suspensdo de conidios ou fragmentos
miceliais, utilizada em testes de patogenicidade e resisténcia varietal (Syazwan et al.,
2021). Magalhaes et al. (2016) propuseram o método do disco foliar, uma abordagem
diferente, no qual discos de folhas sdo feridos na nervura central e inoculados com
suspensdo de conidios, tendo sido aplicado, por exemplo, em estudos com cacaueiro.

A avaliagdo da severidade em mudas, quando inoculadas, esta intimamente ligada
a observagao de sintomas como necrose interna, murcha e morte de tecidos, além da
medicdo do comprimento das lesdes ao longo do caule, na casca e no lenho apds a
inoculacdo, e do nimero de plantas mortas. A determinagdo de quantidade de dias entre
avaliagdes ¢ fundamental, quando se decide determinar a severidade da doenga; quanto
mais dias, maiores € mais visiveis se tornardo os sintomas (Oliveira et al., 2016; Silva
2014).

A escolha do método de inoculagdo esta diretamente relacionada ao objetivo do
experimento, as condi¢des ambientais e ao tipo de material vegetal utilizado, sendo

fundamental para garantir a eficiéncia na reprodugdo dos sintomas e a padronizacao dos
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resultados. Além disso, deve-se considerar a biologia do patogeno e o estagio da planta,

garantindo a uniformidade e a confiabilidade dos dados (Sorensen et al., 2016).

2.5 Importancia do estudo e lacunas no conhecimento

A seca da mangueira causada por C. fimbriata representa uma ameaga a
fruticultura nacional, especialmente em grandes cadeias produtivas, como o caso do
semidrido nordestino. Os prejuizos decorrentes dessa doenca podem ir além da redugdo
na produtividade, envolvendo perdas econdmicas expressivas (Batista et al., 2008). A
sanidade e a qualidade genética das mudas exercem influéncia direta sobre o desempenho
e a longevidade de um pomar. Mudas contaminadas podem atuar como veiculos de
disseminagdo de agentes patogénicos, como nematoides, bactérias, fungos de solo e
patdgenos foliares, comprometendo severamente a viabilidade da plantacdo. Por esse
motivo, ¢ fundamental que o produtor exija, no momento da aquisi¢do, o Certificado
Fitossanitario de Origem, garantindo a procedéncia e o controle sanitario do material
propagativo (Rozane et al., 2004).

Embora tenham sido obtidos muitos avangos, no que diz respeito ao diagnostico e
taxonomia do fungo, ainda persistem lacunas importantes quanto a caracterizacdo da
resisténcia genética em diferentes cultivares de mangueira e a padronizagao de protocolos
de inoculacdo que possam demonstrar, de forma confiavel, os seus niveis de
suscetibilidade (Brito et al., 2019).

Dessa forma, a realizagdo de estudos regionais com isolados de Ceratocystis spp.,
associados a avaliagdo de cultivares promissoras sob condi¢des controladas de
inoculagdo, pode contribuir de forma significativa para o manejo sustentavel da seca da
mangueira. Oliveira et al. (2016) mostraram variagao significativa na agressividade de
isolados de C. fimbriata em diferentes regides do Brasil e também evidenciaram interagao
isolado vs. cultivar, destacando a necessidade de estudos regionais com isolados locais,

associados a avaliacao varietal, sob condi¢des controladas de inoculagao.
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3MATERIAL E METODOS
3.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, composto por estrutura com
laterais revestidas em tela de sombreamento, com 50% de retencao de luz e revestida por
lona pléstica transparente na parte superior, na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia - UESB, campus de Vitoria da Conquista — Bahia. A caracteriza¢do molecular do
patogeno isolado da mangueira foi realizada em colaboragdo com o Centro de Biociéncias

da Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

3.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com diferentes fatores de variagdo para as espécies avaliadas. Para a mangueira (M.
indica), foi adotado um esquema fatorial 2 x 3, sendo duas variedades (‘Coquinho’ e
‘Espada’) combinadas em trés condi¢des de tratamento, dois isolados de Ceratocystis spp.
(IM — isolado de mangueira e IE — isolado de eucalipto) e tratamento controle, onde
utilizou-se agua destilada autoclavada. Cada tratamento foi composto por 15 plantas,
avaliadas em trés periodos distintos (15, 30 e 45 dias apds a inoculagao).

Para o eucalipto (E. urophylla, hibrido AEC-144), considerou-se um fatorial
simples (1 x 3), no qual se fez a combinagado entre o gen6tipo com o fator isolado em dois
niveis (IM e IE) e o tratamento controle, em delineamento inteiramente casualizado,
também com 15 repeti¢des por tratamento. As avaliagdes foram realizadas aos 20, 40 e
60 dias ap6s a inoculagao.

Para os dois casos, cada unidade de planta correspondeu a uma unidade
experimental, e os tratamentos foram distribuidos de forma aleatéria no ambiente
protegido, assegurando condi¢des uniformes de manejo. Os dados obtidos para cada
variavel foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 Obtencio do isolados
3.3.1 Isolado de Ceratocystis fimbriata da mangueira

O isolado do fungo Ceratocystis fimbriata foi obtido a partir de mangueiras (M.

indica), naturalmente infectadas, localizadas em um pomar de mangueiras (13°39'32"S
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41°49'12"W), no municipio de Livramento de Nossa Senhora, estado da Bahia. As
arvores com sintomas tipicos da doenga seca da mangueira apresentavam inicio de
amarelecimento em ramos da extremidade da copa, seguido de murcha e posterior seca
dos galhos (Figura 1). Amostras desses materiais foram coletadas e trazidas para o

Laboratorio de Fitopatologia da UESB.

Figura 1- Mangueira sintomatica presente na area, onde foram coletadas amostras para
isolamento do patégeno

Para a obtencao dos isolados primarios, fragmentos de madeira foram inicialmente
incubados em camaras umidas. Nos casos em que ndo foram observadas estruturas
fingicas na superficie da madeira, os fragmentos foram inseridos entre duas fatias de
cenoura (Figura 2A), conforme metodologia descrita por Moller e De Vay (1968), sendo
incubados a temperatura ambiente por um periodo de sete a dez dias. Apos esse intervalo,
massas de ascosporos, provenientes dos apices de peritécios desenvolvidos nas fatias de
cenoura (Figura 2B), foram transferidas para meio de cultura (Figura 2C) batata dextrose
agar (BDA) a 2% (20 g/L) e mantidas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) a
temperatura de 25 °C. As culturas fingicas obtidas foram entdo purificadas (Figura 2D)
por meio da técnica de esporos isolados. Repicagens foram realizadas para garantir

multiplica¢do e manuten¢do do isolado.
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Figura 2 - Método utilizado para iscar Ceratocystis fimbriata de madeira de mangueira
naturalmente infectada (A). Peritécios globosos, com pescogos longos, superficialmente
imersos em cenoura, com massa de ascosporos nos apices (B). Placa de Petri com meio
BDA e colonia em pleno crescimento ap6s isolamento (Colonia purificada) (C). Massas
de ascosporos nos apices dos peritécios (Imagem ampliada de placa de Petri — colonia
purificada) (D).

3.3.2 Isolado de Ceratocystis sp. do eucalipto

O isolado de Ceratocystis sp., proveniente de eucalipto utilizado neste estudo, foi
gentilmente cedido pela empresa Bracell, referéncia nacional na producao de celulose. O
material faz parte da colegdo fungica (micoteca) mantida pela empresa, e foi
originalmente obtido de uma arvore de eucalipto diagnosticada com sintomas tipicos da
murcha vascular, em uma de suas areas comerciais de cultivo. O envio do material ocorreu
em novembro de 2024.

Foram encaminhados seis isolados distintos para analise, todos previamente
identificados como pertencentes ao complexo Ceratocystis. Com o objetivo de selecionar
o isolado mais agressivo a espécie E. urophylla, um teste preliminar de patogenicidade
com mudas sadias da espécie foi conduzido. As repicagens para manutencao dos isolados
foram realizadas em janeiro de 2025, assegurando a viabilidade do indculo até a aquisi¢ao
das mudas para condug¢do dos ensaios de inoculagdo.

Apos a inoculagao das mudas com os seis isolados recebidos, observou-se que o
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isolado identificado como C17/022 apresentou maior capacidade de induzir sintomas
tipicos da doenga, sendo este selecionado para dar continuidade ao experimento. A
metodologia empregada, entdo, foi semelhante a utilizada no isolamento do patégeno
proveniente da mangueira. Fragmentos de tecido lenhoso com sintomas foram submetidos
ao método da isca de cenoura (Moller e DeVay, 1968), com a incubacdo dos materiais
entre fatias de cenoura por sete dias, a temperatura ambiente, mantendo umidade com um
chumago de algodao embebido por 4agua destilada, favorecendo o desenvolvimento de
estruturas reprodutivas do fungo. Apos o surgimento de peritécios e massas de
ascosporos, estas foram transferidas para placas com meio BDA, visando ao reisolamento
do patégeno. A partir das coldnias puras obtidas, novos testes de inoculagdo foram
conduzidos, confirmando tanto a reprodugdo dos sintomas quanto a identidade do agente

causal.

3.4 Aquisicao de mudas

As mudas de mangueira (M. indica) foram obtidas do Viveiro Meira, que produz
suas mudas em campo aberto, por meio de semeadura. Apos a brotagdo, as mudas sdo
transferidas para sacos plasticos pretos de polietileno, com furos na parte lateral inferior,
nas dimensdes de 20 x 25 cm, com solo argiloso da regido de Livramento de Nossa
Senhora — BA.

As mudas de mangueira permaneceram, durante todo o periodo experimental, em
sacos plasticos de polietileno, e a molhagao foi realizada manualmente, utilizando-se
mangueira de jardim com bico convencional acoplado na extremidade. A aplicagao era
conduzida de forma a molhar o substrato em duas passagens (ida e volta), até¢ o ponto de
encharcamento do recipiente, garantindo, assim, a disponibilidade de dgua no perfil do
solo contido nos sacos. Esse manejo buscou manter as mudas em condi¢ao adequada de
umidade, sem restricao hidrica ao longo do experimento.

As mudas de eucalipto (E. urophylla) sadias e uniformes do clone AEC 144, com
100 dias de idade, medindo cerca de 30 cm de altura e com cerca de 10 folhas, foram
obtidas de fornecedor do municipio de Almenara — MG. As mudas sdo produzidas por
estaquia, em tubetes, a pleno sol. Ao chegar, foram transplantas para vasos plasticos,
preenchidos com substrato composto por areia e solo de barranco, na proporgao 2:1, sendo
adubadas de acordo com a analise prévia do substrato.

O eucalipto foi transplantado para vasos de 5L e, durante todo o periodo
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experimental, a molhagdo foi realizada manualmente, utilizando-se mangueira de jardim
com bico convencional acoplado na extremidade. A aplicacdo era conduzida de forma a
molhar o substrato em duas passagens (ida e volta), até o ponto de encharcamento do
recipiente, garantindo, assim, a disponibilidade de agua no perfil do solo contido nos
sacos. Esse manejo buscou manter as mudas em condi¢do adequada de umidade, sem
restri¢cdo hidrica ao longo do experimento. Tanto para as mangueiras, quanto para o

eucalipto, a molhagao era feita duas vezes ao dia, pela manha e ao final da tarde.

3.5 Teste de patogenicidade

Nas mangueiras, o teste de patogenicidade foi realizado em fevereiro de 2025,
quando testados dois métodos de inoculacdo, suspensdo de conidios e disco de micélio.
Para a preparacao da solucdo de suspensao de conidios (Figura 3A), foram adicionados
10 mL de agua estéril em 2 placas de Petri contendo o inoculo e, com auxilio de uma
espatula autoclavada, foi feita a desagregagao da estrutura micelial. A solucdo foi filtrada
em um béquer e, em seguida, foi levada para contagem do nimero de conidios e ajuste
para inoculagao.

A aplicagao (Figura 3B) ocorreu ap6s a realizacao de um corte superficial no caule
da planta e, com a solu¢do na seringa de 3 mL e agulha de 3 mm, foi aplicada cerca de 3
mL por local de inoculagdo, em trés regides do caule. Essas trés regides permitiram,
posteriormente, definir qual o melhor local para inoculagdo definitiva das plantas, onde
0s sintomas seriam mais visiveis.

Para a fixagao de disco micelial, com o auxilio de uma lamina esterilizada, foram
feitos ferimentos superficiais no caule de cada planta e, em seguida, inoculou-se um disco
de micélio de 6 mm de diametro (o disco foi fixado no caule utilizando-se agulha
esterilizada). A fixagao dos discos foi feita em 3 regides de cada planta utilizada no teste,
a fim de observar onde os sintomas melhor iriam se desenvolver.

Foram utilizadas trés plantas da variedade Coquinho, para cada tipo de aplicagao.
Ap0s as aplicacdes, as regides inoculadas foram fechadas com filme plastico (PVC) e as
plantas foram mantidas em ambiente protegido, sendo molhadas regularmente, duas vezes
ao dia. No tratamento controle, as plantas foram inoculadas com agua destilada
autoclavada, seguindo o mesmo procedimento das plantas inoculadas com solugdo de
suspensdo de conidios. As avaliagdes ocorreram em 1 planta de cada método de

inoculagdo aos 7 DAI e 2 plantas de cada método de inoculagdo aos 15 DAL
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Avaliou-se a patogenicidade dos isolados por meio da observagdo da presenca dos
sintomas (Figura 3C) e confirmag¢ao do agente causal (Figura 3D). As lesdes observadas
foram coletadas e submetidas a um processo muito comum para captura mais rapida desse
patogeno, os discos de cenoura, que apds colonizados, torna-se mais facil confirmar a
identidade do agente causal.

Feito o isolamento em meio BDA e, ap6s a confirmagdo do agente causal, o
patogeno foi repicado para obtencao de uma colonia pura, depois reinoculado em mudas
sadias. Os sintomas foram observados e confirmados por duas vezes. As lesdes foram
coletadas e os patogenos reisolados em meio BDA, confirmando a identidade do agente

causal.

Figura 3 - Suspensdo de conidios em concentragdo ajustada preparada para aplicagdo nas
plantas do teste de patogenicidade do experimento (A). Inoculacdo das plantas de
mangueira da variedade coquinho (B). Observacao de lesdo causada pelo patdégeno apos
15 dias de de inoculagdo (C). Confirmagdo de agente causal da doenga (D).

O teste de patogenicidade, realizado com mudas de E. urophylla, foi conduzido
em ambiente protegido, sob condi¢des controladas de intempéries e luminosidade, sendo
irrigadas duas vezes ao dia. Utilizou-se o isolado C17/022, previamente selecionado por
apresentar maior agressividade em ensaio preliminar entre seis isolados cedidos pela
empresa Bracell.

A suspensdo de conidios foi preparada a partir de coldnias cultivadas em meio
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BDA, sendo a concentracdo ajustada para 1,6 X 10° conidios-mL™" com auxilio de cAmara
de Neubauer. A inoculacao foi realizada por meio de incisdo vertical de aproximadamente
1 cm no caule das mudas, utilizando-se seringa de 3 mL acoplada a agulha hipodérmica
de 1 mm. A aplicacdo da suspensdo foi feita inserindo-se a agulha no ponto de incisao,
com direcionamento para cima e para baixo, depositando cerca de 2 mL por planta (Figura
4). Apos a inoculagdo, a regido foi envolvida com filme plastico (PVC) para garantir
umidade local e favorecer o estabelecimento do patdgeno.

Foram inoculadas quatro plantas para o teste inicial. Aos 15 dias apds a
inoculacdo, duas plantas foram seccionadas para observacao de sintomas, no entanto, nao
foram constatadas alteragdes visiveis, tanto interna quanto externamente. Aos 20 dias,
uma nova planta foi seccionada, sendo possivel observar o surgimento de lesdes no lenho,
o que indicou o inicio da coloniza¢ao do tecido vascular. A partir dessa observacao,
estabeleceu-se que as avaliacdes de severidade seriam realizadas a cada 20 dias,
totalizando trés momentos de avaliacdo: 20, 40 e 60 dias apds a inoculacao (DAI).

As plantas do grupo controle foram inoculadas com agua destilada autoclavada,
seguindo o mesmo procedimento adotado nos tratamentos. Para confirmagdao da
identidade do agente causal, amostras dos tecidos com sintomas foram submetidas ao
método da isca de cenoura (Moller e DeVay, 1968), seguido de cultivo em meio BDA.
As colonias obtidas foram purificadas e reinoculadas em novas plantas para comprovacao

da patogenicidade do isolado.

Figura 4 - Inoculagdo de suspensao de conidios em teste de patogenicidade com mudas
de eucalipto
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3.6 Caracterizacio morfoldgica

A caracterizagdo morfoldgica dos isolados de Ceratocystis spp. de mangueira e
eucalipto foi feita a partir do cultivo em meios de cultura BDA, sob condi¢des controladas
de temperatura + 25 °C. Caracteristicas macroscopicas das colonias, incluindo coloragao,
textura e taxa de crescimento foram caracterizadas. Em seguida, foi feita analise

microscopica das estruturas reprodutivas e vegetativas.

3.7 Caracterizacio molecular (Isolado da mangueira)

Para a extracdo de DNA, a biomassa fungica foi cultivada em placas de Petri
contendo meio de cultura PDA, por sete dias, a 28 °C. O protocolo utilizado seguiu a
metodologia descrita por De Oliveira et al. (2016). Para amplificar a regido ITS (ITS1-
5.8s-1TS2), foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Posteriormente,
as amostras foram sequenciadas utilizando-se os mesmos conjuntos de primers PCR no
Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento de DNA do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

As reconstrugdes filogenéticas foram obtidas por meio da analise de dados de
sequéncia de ITS. A sequéncia obtida foi alinhada com outras sequéncias fingicas,
relacionadas do GenBank, utilizando-se 0 MEGA, versao 5.05 (Tamura et al., 2007).
Antes da andlise filogenética, o modelo 6timo de substituicdo de nucleotideos foi
estimado utilizando-se o Topali 2.5 (Milne et al.,, 2004). A anélise de maxima
verossimilhanca (1.000 replicagdes de bootstrap) foi realizada utilizando-se o PhyML

(Guindon and Gascuel, 2003), acessado através do Topali v. 2.5.

3.8 Inoculacio do patégeno

A inoculagdo dos patdégenos, nas mudas de mangueira, foi realizada em margo de
2025, em ambiente protegido, onde as plantas permaneceram durante todo o periodo
experimental. Utilizou-se duas suspensdes de conidios, a primeira, preparada com placa
de isolado de C. fimbriata proveniente de mangueira (var. coquinho), coletado em
Livramento de Nossa Senhora-BA; e a segunda, preparada com placa de isolado
Ceratocystis sp. de eucalipto (C17/022) cedido pela empresa Bracell, que foram
preparadas com concentragdo ajustada para 1,6 X 10° conidios-mL™" (Alfenas e Mafia,
2016), e armazenada sob refrigeracdo até o momento da aplicagdo. Nos tratamentos

controle, aplicou-se apenas agua destilada autoclavada, nas mesmas condigoes.
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O procedimento de inoculacdo (Figura 5A e B) consistiu na realizagdo de uma
incisdo vertical de aproximadamente 1 cm de comprimento no caule das plantas,
utilizando-se agulha hipodérmica de 3 mm, acoplada a seringa de 3 mL. O ponto de
inoculagao foi definido com base em teste prévio de patogenicidade, sendo escolhida uma
regido do lenho com coloragdo esverdeada, indicativa de atividade fisiologica. A solucao
foi aplicada com a agulha direcionada para cima e depois para baixo dentro da lesdo,
depositando-se cerca de 2,0 mL por planta. Para cada tratamento, foram inoculadas 15
plantas, que posteriormente foram avaliadas em 3 tempos distintos (15, 30 ¢ 45 DAI). Em
seguida, a regido inoculada foi envolvida com filme pléstico (PVC), com o objetivo de
manter a umidade e favorecer o estabelecimento do patdogeno. As plantas-testemunha, em
igual niimero, receberam o mesmo tratamento, havendo apenas a substitui¢do da

suspensao de conidios, por dgua destilada autoclavada.

Figura S -Aplicacao dos tratamentos em plantas de mangueira (A e B).

A inoculagdo em mudas de eucalipto foi realizada em maio de 2025 e as aplicacdes
foram realizadas em ambiente protegido, onde as plantas permaneceram durante todo o
periodo experimental. Utilizou-se duas suspensdes de conidios, a primeira, preparada com
placa de isolado C. fimbriata de mangueira (var. coquinho), coletado em Livramento de
Nossa Senhora-BA; e a segunda, preparada com placa de isolado Ceratocystis sp. de
eucalipto (C17/022), cedido pela empresa Bracell, que foram preparadas com
concentracdo ajustada para 1,6 % 10° conidios'mL™' (Alfenas e Mafia, 2016), e
armazenada sob refrigeracdao até o momento da aplicacdo. Nos tratamentos controle, as

plantas foram submetidas ao mesmo protocolo, sendo utilizada apenas dgua destilada
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autoclavada. O procedimento de inoculacdo consistiu na realizagio de uma incisdo
vertical de aproximadamente 1 cm de comprimento no caule das plantas e,
posteriormente, a insercdo da suspensao, utilizando-se agulha hipodérmica de 1 mm
acoplada a seringa de 3 mL.

A solucdo foi aplicada com a agulha direcionada para cima e depois para baixo
dentro da lesdo, depositando-se cerca de 2,0 mL por planta. Para cada tratamento, foram
inoculadas 15 plantas, que posteriormente foram avaliadas em 3 tempos distintos (20, 40
e 60 DAI). Em seguida, a regido inoculada foi envolvida com filme pléstico (PVC), com
0 objetivo de manter a umidade e favorecer o estabelecimento do patdégeno. As plantas-
testemunha, em igual numero, receberam o mesmo tratamento, havendo apenas a

substitui¢do da suspensao de conidios, por agua destilada autoclavada.

3.9 Avaliacgoes
3.9.1 Comprimento de Lesao

A lesdo no caule das mudas de mangueira foi o primeiro sintoma visivel de que
havia presenca do patdgeno nas mudas. A avaliacdo do comprimento de lesdo na casca e
no lenho ocorreu em 3 momentos, totalizando trés intervalos de analise, 15, 30 ¢ 45 DAI,
e permitiriam observar com que velocidade o patdgeno € capaz de se desenvolver e matar
a planta sadia que foi infectada. As medidas de lesao na casca foram feitas com uso de
régua milimétrica e, apds seccionadas longitudinalmente, as lesdes no lenho e no sentido
radial também foram medidas.

A avaliagdo do comprimento das lesdes nas mudas de eucalipto foi realizada a
cada 20 dias, apos a inoculagdo, totalizando trés periodos de analise, 20, 40 e¢ 60 dias.
Diferentemente do observado em mangueira, a infec¢do por Ceratocystis sp. em E.
urophylla ndo resultou em sintomas visiveis externamente, durante o periodo
experimental, exigindo o seccionamento do caule para a verificagdo da colonizagdo
interna. A mensuragao das lesdes no lenho e no sentido radial foram realizadas com o
auxilio de régua milimétrica, permitindo registrar com precisdo a extensdo da necrose

provocada pelo patogeno.

3.9.2 Numero de folhas

A contagem do numero de folhas das mangueiras foi realizada para determinagao

da perda de folhas. A primeira contagem foi realizada na implantacao do experimento e
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as demais com intervalos de 15 dias, totalizando 3 avaliagcdes durante o periodo do
experimento, para cada tratamento.

A contagem do niimero de folhas de eucalipto foi realizada a fim de determinar a
perda de folhas. A primeira contagem foi feita na implantagao do experimento e as demais
com intervalos de 20 dias, totalizando 3 avaliagdes durante o periodo do experimento,

para cada tratamento.

3.9.3 indice SPAD

Com auxilio do medidor de clorofila (SPAD-502 Plus), foram realizadas leituras
diretas nas folhas. O equipamento estima, de forma ndo destrutiva, o teor relativo de
clorofila nas folhas com base na absor¢ao de luz em dois comprimentos de onda (650 nm
e 940 nm). As medigdes foram efetuadas na por¢ao mediana da folha completamente
expandida, evitando a nervura central, com trés leituras por planta. As coletas dos dados,
referentes as mangueiras, foram feitas com intervalos de 15 dias (15, 30 e 45 DAI). J4 os
dados referentes ao eucalipto foram coletados com intervalos de 20 dias (20, 40 e 60
DAI), de acordo com os periodos estabelecidos para as demais variaveis fisioldgicas
analisadas, com o objetivo de avaliar o efeito dos tratamentos sobre o estado nutricional

e fotossintético das plantas.

3.9.4 Teores de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos cloroplastidicos, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e
carotenoides (Car), foram determinados a partir do uso de discos de folhas (Figura 6A e
B); as coletas de material foliar foram realizadas em cada periodo de avaliacdo,
correspondendo a intervalos de 15 dias para as mudas de mangueira e 20 dias para as de
eucalipto. Em cada repeticdo experimental, foram coletadas folhas totalmente
expandidas, das quais se obtiveram discos foliares de aproximadamente 5 mm de
diametro. Esses discos foram imediatamente submersos em solu¢ao de acetona a 80%
(v/v) e mantidos em repouso, em recipientes de vidro revestidos de papel aluminio,
devidamente protegidos da luz, durante 72 horas, para as amostras de mangueira e 48
horas para as de eucalipto, em geladeira, em temperatura entre 1 e 4°C, a fim de promover
a completa extracdo dos pigmentos fotossintéticos. A absorbancia dos extratos foi
determinada em espectrofotometro (Figura 6C) da marca WPA e modelo Biowave 11+

UV/Visible Life Science, nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm.
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Figura 6 - Corte de discos foliares de folha de mangueira (A) e corte de discos foliares
de folha de eucalipto (B) para determinacao dos teores de pigmentos e processo de analise

da absorbancia de pigmentos fotossintéticos de amostra do tratamento ‘coquinho
contrle’(C).

3.9.5 Analises estatisticas

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia, considerando o teste
F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias foram comparadas entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de confiabilidade. As analises foram executadas aplicando-se o

sistema computacional R (R Development Core Team).
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacao morfologica dos isolados

As coldnias (Figura 7A) apresentaram crescimento rapido, textura aveludada e
coloracdo acinzentada a castanho-escuro. Foi possivel observar a formagao de estruturas
reprodutivas tipicas, peritécios, possuindo corpos globosos, de coloragdo castanho-escura
a preta, distribuidos sobre o micélio (Figura 7B). Essas estruturas sao compativeis com a
fase sexuada do género Ceratocystis.

As observagdes em microscopio optico foram realizadas com objetiva de 40%,
utilizando-se preparagdao com azul de algodao-lactofenol. Foram visualizadas estruturas
tipicas do género, peritécios com pescogo (ostiolo), visiveis em cortes da colonia (Figura
7C). Também foram observadas estruturas tipicas, como conidios (Figura 7D), que
possuem formas elipsoidais a cilindricas, sdo hialinos e ficam dispostos em cadeias, mas
podem aparecer também isoladamente (Figura 7E). Além disso, estruturas sexuais,
chamadas de ascosporos (Figura 7F), que possuem forma de ‘chapéu’, sao hialinas e

translicidas também foram notadas.

Figura 7 - Colonia de C. fimbriata com textura aveludada e coloragdo acinzentada (A).
Peritécios globosos, de coloracdo castanho-escura a preta, distribuidos sobre o micélio
(B), observados em objetiva de 4x. Estruturas reprodutivas: peritécios com pescoco
visives em corte da colonia (C), observados em objetiva de 10x. Endoconidios em cadeias
(D) e hifas septadas (E), observados em objetiva de 40%. Ascosporos hialinos,
transliicidos, em formato de “chapéu” (F), observados. em objetiva de 40%. Essas
estruturas sao compativeis com a fase sexuada do género Ceratocystis.
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As observagdes em microscopio optico foram realizadas com objetiva de 40%,
utilizando-se prepara¢do com azul de algodao-lactofenol. Foram visualizadas estruturas
tipicas do género, peritécios com pescoco (ostiolo), visiveis em cortes da colonia (Figura
8C). Também foram observadas estruturas tipicas, como endoconidios (Figura 8D), que
possuem formas elipsoidais a cilindricas, sdo hialinos e ficam dispostos em cadeias ou
isoladamente (Figura 8E). Além disso, estruturas sexuais, chamadas de ascosporos
(Figura 8F), que possuem forma de ‘chapéu’, sao hialinas e translucidas também foram

notadas.

Figura 8- Colonia de Ceratocystis sp. de eucalipto com textura aveludada e coloracao
acinzentada (A). Peritécios globosos, castanho-escuros, distribuidos sobre o micélio (B),
observados em objetiva de 4x. Estruturas reprodutivas: peritécios com pescogo (C),
observados em objetiva de 10x. Endoconidios em cadeias (D) e hifas septadas (E),
observados em objetiva de 40x. Ascosporos em formato de “chapéu” (F), observados em
objetiva de 40x.

4.2 Caracterizacao molecular (Isolado da mangueira)

A analise molecular permitiu identificar o isolado como C. fimbriata. As
sequéncias obtidas foram utilizadas para constru¢do de uma arvore filogenética (Figura

9) e, ao comparar as sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no GenBank,
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utilizando-se a ferramenta MEGA, versdo 5.05, e editadas, o isolado demonstrou 100%

de identidade com outros isolados de C. fimbriata.

Thielaviopsis thielaviocides CMW37311
100] Ceratocystis larium CMW25435
L Ceratocystis larium CMW25434
Ceratocystis albifundus CMW4068
— Ceratocystis variospora CMW20935
_| Ceratocystis smalleyi CMW14800
1001 Ceratocystis smaileyi CBS 114724
Ceratocystis zombamontana CMW15236
93| Ceratocystis cercfabiensis CMW 42741
Ceratocystis cercfabiensis CMW 42736
Ceratocystis polychroma CMW11436
L Ceratocystis polychroma CMW11424
- Ceratocystis tsitsikammensis CMW14280
Ceratocystis tsitsikammensis CMW14276
Ceratocystis platani CMW23918
r% Ceratocystis papillata CMW 10844
001 1 Ceratocystis papillata CMW8857
Ceratocystis fimbriatomima CMW24174
- Ceratocystis fimbriata
Ceratocystis fimbriata MHC3
Ceratocystis fimbriata WRC
Ceratocystis fimbriata MHC5
Ceratocystis fimbriata MHCG
Ceratocystis fimbriata MHC4
|_ Ceralocystis mangicola CMW28908

99

-
L]

Ceratocystis mangicola CMW27306

L Ceratocystis fimbriata MHC2
Ceratocystis manginecans CMW13852
Ceratocystis manginecans CMW23628
Ceratocystis manginecans CMW23634
Ceratocystis manginecans CMW21127

0.1 Ceratocystis manginecans CMW22579

Figura 9 - Arvore filogenética com sequéncia de isolados de Ceratocystis fimbriata.

4.3 Comprimento de Lesao

Nas mangueiras, a progressao das lesdes foi avaliada ao longo de trés periodos,
cujo intervalo foi definido apos resultados das avaliagdes indicarem que 15 DAI seria o
tempo ideal para realiza¢do da primeira avaliacdo no experimento, portanto, 15, 30 e 45

DAI foram os periodos de andlise da capacidade patogénica dos isolados de Ceratocystis
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spp., nas variedades de mangueira, independentemente do isolado.

De maneira geral, observou-se aumento gradativo no comprimento das lesdes na
casca, nos tratamentos com o isolado de mangueira (Figura 10). A avaliacdo do
comprimento de lesdo na casca das variedades de mangueira revelou diferencas
significativas em relagdo ao fator isolado. Essa diferenca ¢ visivel no grafico, onde ha
diferencas drasticas entre os dois isolados. O tratamento com o isolado IM apresenta
média superior a 20 cm, enquanto o tratamento com o isolado IE apresenta média inferior

al0cm.
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*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 10 -Comprimento de lesdo na casca das variedades de mangueira, quando
submetidas a infec¢do com isolados de Ceratocystis spp. de mangueira (IM — Isolado de
mangueira) e eucalipto (IE — Isolado de eucalipto).

De acordo com a analise de variadncia, ndo houve efeito significativo do fator
cultivar (p = 0,5625), nem interacdo significativa entre cultivar e isolado (p = 0,3829),
indicando que as variedades avaliadas responderam de forma semelhante a infeccao.

Entretanto, o fator isolado apresentou efeito estatisticamente significativo (p =
0,02227), demonstrando que o isolado de Ceratocystis sp., proveniente da mangueira
(IM), foi mais agressivo (Figura 11), quando se trata de lesdes na casca, comparado ao

isolado de eucalipto (IE) (Figura 12).
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Figura 11 - Comprimento de lesdo na casca da variedade ‘Coquinho’ aos 15, 30 e 45
DAI com C. fimbriata isolado de mangueira.

Figura 12 - Comprimento de lesdo na casca da variedade ‘Coquinho’ aos 15, 30 e 45
DAI com Ceratocystis sp. isolado de eucalipto.

Além da lesdo na casca, causada pela infec¢do pelo patogeno, o estudo foi um
meio importante de registrar o comprometimento da parte interna da planta. A analise
estatistica revelou que ndo houve diferenga significativa para o comprimento da lesdo no
lenho (Figura 13A) entre os isolados de Ceratocystis spp. (p = 0,2354), nem entre as
cultivares de mangueira testadas (p = 0,9590). Da mesma forma, ndo foi observada
interacdo significativa entre os fatores cultivar vs. isolado (p = 0,2325), indicando que os
isolados apresentaram comportamento semelhante, independentemente da variedade, e

que a resposta das cultivares foi equivalente, frente a infec¢do, indicando plena

colonizagao sistémica do tecido vascular pelo patégeno (Figura 14).
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*Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 13 - Comprimento médio de lesdes no lenho (A) e area da les@o no sentido radial
(B) das variedades ‘Coquinho’ e ‘Espada’ 15, 30 e 45 DAI com Ceratocystis spp. isolados
de mangueira (IM — Isolado de mangueira) e eucalipto (IE — Isolado de eucalipto).

Figura 14 - Lesdao no lenho de mangueira da variedade ‘Coquinho’ inoculada com
isolado proveniente de mangueira (IM).

De maneira geral, como o fator cultivar ndo apresentou efeito estatisticamente
significativo, os dados foram agrupados e considerados em conjunto como
representativos da espécie M. indica, com o objetivo de comparar exclusivamente o efeito
do fator isolado. Ainda assim, a analise ndo indicou diferenga significativa entre os
isolados. Nessa avaliagdo, o isolado proveniente de mangueira apresentou média de 39
cm de comprimento de lesdo, enquanto o isolado de eucalipto apresentou média de 30

cm.

38



Os tratamentos-controle ndo apresentaram desenvolvimento de lesdo ao longo do
tempo. Esse resultado confirma a eficacia do protocolo experimental quanto a auséncia
de contaminagao cruzada, durante o processo de inoculagao e manutencao das plantas.

Complementando a analise da lesdo, no sentido radial, ndo foram observadas
diferengas estatisticas significativas entre cultivares (p = 0,3894) ou entre isolados (p =
0,2554). Também nao houve interagdo significativa entre os fatores (p = 0,7719) (Figura
13B).

A analise da area de lesdao no sentido radial em M. indica (Figura 15) revelou que
o tratamento inoculado com isolado de mangueira (IM) apresentou valor médio
ligeiramente maior (1,0 cm) que o tratamento inoculado com isolado do eucalipto (0,8

cm), mas nao suficiente para que fosse considerado estatisticamente diferente.

Figura 15 - Area da lesdo no sentido radial (ALSR) de mangueira da variedade
‘Coquinho’ inoculada com isolado proveniente de mangueira (IM).

A andlise conjunta das variaveis, referentes a infeccdo em E. urophylla, revelou
comportamentos distintos entre os parametros avaliados. Para o comprimento da lesao no
lenho, os resultados da ANOVA indicaram auséncia de diferenca estatistica significativa
entre os isolados testados (p = 0,2059), sugerindo que tanto o isolado de mangueira quanto
o de eucalipto foram capazes de colonizar o lenho (Figura 16A) com a mesma intensidade,
sob as condi¢des experimentais. Por outro lado, a avaliacdo da lesao no sentido radial
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(Figura 16B) mostrou-se estatisticamente significativa, ou seja, influenciada pelo tipo de

isolado utilizado (p = 0,00767).
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Figura 16 - Comprimento de lesdo no lenho (A) e no sentido radial (B) em eucalipto
inoculado com (IM — Isolado de mangueira) e (IE — Isolado de eucalipto).

4.4 Numero de folhas

Para os fatores cultivar, isolado e interacdo entre fatores, observou-se a auséncia
de significancia estatistica nos testes ANOVA (p > 0,05). No tratamento controle, ¢
possivel observar que a média de nimero de folhas se mantém em torno de 25, por planta,
tendéncia continuada pelas plantas submetidas ao indculo proveniente do eucalipto
(Figura 17), no entanto, o isolado da mangueira apresenta uma média menor, que revela
uma tendéncia visual de redu¢do no numero de folhas ao longo do experimento, em

comparagdo com os demais tratamentos.
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Figura 17- Numero médio de folhas de mudas de mangueira submetidas a inoculagdo
com isolados de Ceratocystis spp. de mangueira e eucalipto em comparacao ao controle.
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A avaliagdo do ntimero de folhas em mudas de E. urophylla ao longo do tempo
revelou diferengas estatisticas entre os tratamentos, quando comparados aos isolados. No
inicio do experimento, os grupos de tratamentos apresentavam médias semelhantes,
proximas a 11 folhas por planta, sem diferencas visiveis. No entanto, aos 60 dias
observou-se um aumento gradual no nimero médio de folhas entre os grupos inoculados
(Figura 18), com destaque para o tratamento IM, que atingiu cerca de 24 folhas por planta,
sendo importante ressaltar que, estatisticamente, ndo houve diferengas significativas entre

os tratamentos IM e IE.
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Figura 18 - Numero médio de folhas de mudas de Eucalyptus urophylla submetidas a
inoculacdo com isolados de Ceratocystis spp. de mangueira e eucalipto em comparagao
ao controle.

4.5 indice SPAD

A avaliagdo do indice SPAD da variedade ‘Coquinho’ revelou que o fator isolado
exerceu influéncia estatisticamente significativa (p < 0,001), indicando que os diferentes
isolados de Ceratocystis spp. causaram diferentes efeitos na fisiologia foliar das plantas,
afetando principalmente o teor relativo de clorofila.

As plantas do grupo controle, ndo inoculadas, apresentaram o maior valor médio
de SPAD, com cerca de 33 unidades (Figura 19), indicando maior teor relativo de clorofila
foliar. Em contraste, os tratamentos IM e IE, que foram inoculados neste experimento,
apresentaram valores significativamente inferiores, com médias proximas de 22 unidades.

O fator tempo, por outro lado, ndo apresentou efeito significativo (p = 0,9894), o

que demonstra que o indice SPAD nao variou ao longo dos periodos avaliados. Além
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disso, nao houve diferencas significativas entre a interagdo dos fatores, tempo vs. isolado
(p = 0,9581), indicando que a resposta do patogeno foi consistente ao longo do tempo

para cada isolado, sem alteracdes, independente do momento de avaliagdo.
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Figura 19 - indice SPAD das plantas de mangueira variedade ‘Coquinho’ submetidas aos
tratamentos com Ceratocystis spp. (IM — Isolado de mangueira) e (IE — Isolado de
eucalipto) e tratamento controle.

A analise de variancia para o indice SPAD da variedade ‘Espada’ mostrou que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tempos de avaliacdo (p = 0,4868),
indicando que o teor relativo de clorofila nas folhas das plantas avaliadas permaneceu
estavel ao longo do tempo, independentemente do tratamento ao qual as plantas foram
submetidas. Ja o fator isolado apresentou um valor de p = 0,06595, o que indica uma
tendéncia a significancia estatistica (p <0,1), sugerindo diferengas na resposta fisiologica
das plantas aos diferentes isolados de Ceratocystis spp., ainda que essas diferengas nao
tenham alcangado o nivel convencional de 5% de significancia.

Ao longo do experimento, o tratamento controle da variedade ‘Espada’ manteve
uma média de 37 unidades SPAD, enquanto os tratamentos inoculados com os isolados
de mangueira (IM) e de eucalipto (IE) apresentaram médias de 34 e 30 unidades SPAD,
respectivamente (Figura 20). Esses valores indicam que, embora tenha havido redu¢do no
teor relativo de clorofila em fun¢do da inoculacdo, a variedade ‘Espada’ foi capaz de
mitigar parcialmente os efeitos fisiolodgicos da infeccdo. Além disso, nao foi observada

interagdo significativa entre tempo vs. isolado (p = 0,9583), o que demonstra que os
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efeitos dos isolados sobre o SPAD nao se modificaram ao longo das avaliagdes.
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Figura 20 - indice SPAD das plantas de mangueira variedade ‘Espada’ submetidas aos
tratamentos com Ceratocystis spp. (IM — Isolado de mangueira) e (IE — Isolado de
eucalipto) e tratamento controle.

A anélise do indice SPAD nas mudas de E. urophylla revelou diferencas discretas
entre os tratamentos € momentos de avaliagdo. De maneira geral, os valores se
mantiveram estaveis (Figura 21), sem modificagdes bruscas ao longo dos tempos de
avaliagao.

No tratamento controle, os valores variaram entre 31 e 38 unidades SPAD, com
um pico aos 30 dias. Os tratamentos inoculados apresentaram comportamentos diferentes
entre si, o grupo inoculado com o isolado de mangueira (IM) iniciou com o maior valor
médio de SPAD aos 15 dias (cerca de 40 unidades), mas apresentou uma leve reducao
aos 45 dias, indicando possivel interferéncia fisioldgica tardia do patégeno. Por outro
lado, o tratamento (IE) demonstrou valores mais baixos no inicio (30 unidades), mas

recuperou os niveis aos 30 e 45 dias, atingindo patamares semelhantes ao grupo (IM).
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Figura 21- Indice SPAD das plantas de E. urophylla submetidas aos tratamentos com
isolados de Ceratocystis spp. (IM — Isolado de mangueira) e (IE — Isolado de eucalipto).

4.6 Teores de Pigmentos Fotossintéticos

A analise estatistica para o fator cultivar nao indicou diferencas estatisticas
significativas, em contrapartida, o fator isolado apresentou efeito significativamente
relevante sobre os teores totais de clorofila aos 45 dias ap6s a inoculagdo (p = 0,05051).
Os menores valores médios foram observados nos tratamentos inoculados, com destaque
para o tratamento IM, que apresentou média de 0,35 mg/cm?, em contraste com o
tratamento controle, que manteve o maior valor médio, correspondente a 0,73 mg/cm?

(Figura 22A).
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Figura 22 - Teores totais de clorofila (mg/cm2) (A) e teores de carotenoides (mg/cm?2)
(B) em mangueiras aos 45 DAI inoculadas com isolados de Ceratocystis spp. (IM —
Isolado de mangueira) e (IE — Isolado de eucalipto) e tratamento controle.
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Ao analisar carotenoides, constatou-se que niao houve diferengas estatisticas
significativas dentro do fator cultivar e também sobre a interag¢@o isolado vs. cultivar,
porém, quando se analisou o fator isolado, observou-se diferencas significativas (p =
0,0467). Os menores valores foram observados nos tratamentos inoculados (Figura 22B),
especialmente quando se tratando do isolado proveniente da mangueira IM (0,10 mg/cm?)
(Figura 23), o tratamento controle apresentou uma média de 0,23 mg/cm? e o tratamento
inoculado com isolado do eucalipto IE se manteve intermediario, com média de 0,17

mg/cm?.

Figura 23 - Muda da variedade ‘Coquinho’ inoculada com isolado de C. fimbriata de
mangueira apresentando sintomas reflexos em folhas acima do ponto de inoculagao.

Os teores de clorofila total, analisados das plantas de eucalipto inoculadas com os
isolados provenientes de mangueira e eucalipto, apresentaram médias distintas, sendo o
valor mais elevado observado no tratamento IE. No entanto, ndo foi constatada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos (p > 0,05), conforme mostra o grafico (Figura
24A). Os valores médios permaneceram acima de 15 mg/cm? para ambos 0s grupos.

A andlise dos teores de carotenoides também ndo revelou diferengas significativas
entre os tratamentos. As plantas submetidas a inoculagdo com isolado proveniente de
eucalipto (IE) apresentaram média de teor de carotenoides ligeiramente superior,
aproximadamente 2,93 mg/cm?, enquanto aquelas inoculadas com o isolado de mangueira

(IM) apresentaram valor médio em torno de 2,16 mg/cm? (Figura 24B).
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Figura 24 -Teores totais de clorofila (mg/cm2) (A) e teores de carotenoides (B) das
plantas de eucalipto aos 45 DAI inoculadas com isolados de Ceratocystis spp. (IM —
Isolado de mangueira) e (IE — Isolado de eucalipto) e tratamento controle.
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5 DISCUSSAO

As espécies de fungo, pertencentes ao género Ceratocystis, sdo comumente
causadoras de sintomas como murcha vascular. No presente estudo, o isolado proveniente
da mangueira foi caracterizado morfologicamente, a qual permitiu a identificagdo de
estruturas tipicas do género, como peritécios com corpo oblongo e pescogo alongado,
formados sobre o micélio da colonia, além de estruturas microscopicas de reprodugdo
sexuada, conhecidos por ascosporos com apéndices em forma de “chapéu”, caracteristica
marcante do grupo. Essas observagdes corroboram os achados de Brito et al. (2021), que
descrevem os peritécios de Ceratocystis como corpos de frutificacdo sexuados, de
coloracdo marrom-escura, com formato oblongo a piriforme e dotados de um pescogo
cilindrico, longo e ereto, que se estende até o ostiolo, por onde os ascdsporos sdao
liberados. A constancia na morfologia e nas dimensdes do peritécio e do pescogo ostiolar
constitui um dos principais critérios para a identificacao do patdégeno, sendo determinante
para a caracterizagdo taxondmica do género.

Entre os principais sintomas da seca da mangueira (M. indica) causada por C.
fimbriata destacam-se os sintomas reflexos, que se manifestam em regides distantes do
ponto de infecg¢do. Esses sintomas decorrem da colonizagdo do sistema vascular pelo
patdgeno, que bloqueia o transporte de agua e nutrientes, resultando em murcha, queda
de folhas, desfolha parcial ou total da copa, clorose, secamento de ramos e emissdo de
brotagdes basais. A morte regressiva dos ramos, iniciando-se pelas extremidades, ¢
comum, mesmo na auséncia de sinais visiveis no local afetado. Plantas acometidas
também apresentam redu¢do no crescimento vegetativo e reprodutivo, evidenciando o
impacto sistémico da doenga, que pode evoluir para a morte da planta na auséncia de
manejo adequado (Freire e Cardoso, 2005; Van Wyk et al., 2007).

Neste estudo, a comparagdo entre variedades permitiu observar diferengas na
severidade dos sintomas, na extensdo das lesdes no lenho e nos impactos fisioldgicos
causados pela infeccdo do patogeno. A variedade ‘Coquinho’ trouxe respostas mais
agressivas, com sintomas intensos € ao longo do periodo de avaliagdo, perca parcial ou
total da coloragao foliar e dos niveis de clorofila. De acordo com Baker et al. (2003), o
complexo C. fimbriata, especialmente o clado latino-americano, apresenta grupos
genéticos associados a hospedeiros distintos, com evidéncias de especializagdo
adaptativa. No caso da mangueira, isolados provenientes dessa espécie exibiram maior

agressividade em inoculagoes, indicando que linhagens fingicas adaptadas vao apresentar
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capacidade superior de infec¢do em seu hospedeiro de origem. Esse padrdo corrobora
resultados obtidos neste estudo, nos quais o isolado de mangueira foi mais agressivo por
possuir uma espécie de especializacao prévia na mesma espécie.

A avaliagdo da infeccdo por C. fimbriata em trés momentos distintos, aos 15, 30
e 45 dias ap6s a inoculagdo, demonstrou ser um método eficaz para caracterizar a
progressao da doengca em mudas de mangueira. O monitoramento continuo permitiu
observar a intensificagdo gradual dos sintomas visuais, como murcha foliar, necrose e
seca de ponteiros, além do escurecimento vascular no lenho, indicadores classicos da
doenga. Paralelamente, a medi¢do do indice SPAD ao longo do tempo evidenciou uma
tendéncia de queda nos valores em plantas inoculadas, refletindo a degradacdo dos
pigmentos fotossintéticos € o comprometimento da integridade fisiologica dos tecidos.
Essa estratégia de avaliagdes sequenciais contribuiu para identificar diferengas na
velocidade de manifestacdo dos sintomas entre os tratamentos e variedades. Estudos
como o de Al-Kalbani et al. (2020) também demonstram que os efeitos fisioldgicos da
infeccdo por C. fimbriata se intensificam com o tempo, o que corrobora a importancia de
analises temporais na elucida¢ao da resposta das plantas ao comportamento de diferentes
isolados do patdgeno.

Em estudos, Ribeiro (1984) relatou a morte dos ponteiros dos ramos em
mangueiras inoculadas com C. fimbriata aos 93 dias apds a inoculagdo. Esse sintoma
reflete o avango do patdgeno pelos vasos condutores da planta, comprometendo o fluxo
de seiva e resultando na necrose dos tecidos mais distantes do ponto de infec¢dao. No
presente estudo, ainda que o tempo de avaliagao tenha sido menor, foi possivel observar
sinais iniciais de murcha e escurecimento em ramos superiores, indicando que a
progressao da doenga tende a seguir o mesmo padrao descrito por Ribeiro, com evolucao
gradativa e letal nos tecidos mais jovens e apicais, emitindo ainda brotagdes laterais apos
morte do ponteiro, sugerindo maximo estresse da planta.

A presenca de sintomas caracteristicos da infeccao por C. fimbriata, como
murcha, cancros, descoloragdo do lenho e desfolha, € essencial para confirmar a infecgao,
sendo indispensavel o isolamento do patégeno a partir desses tecidos sintomaticos
(Harrington et al., 2013). O autor valida, dessa forma, o resultado constatado neste
experimento, no qual a presenca do patogeno ¢ determinante para o desenvolvimento das
lesdes e que, portanto, a auséncia de sintomas nas plantas-controle confirma que os

sintomas observados nas plantas inoculadas sdo, de fato, decorrentes da agdo patogénica
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dos isolados de Ceratocystis spp. utilizados.

Manifestagdes visuais sdo consequéncias diretas do bloqueio vascular
provenientes da infec¢do promovida pelo patégeno. Rezende da Silva et al. (2017)
demonstraram que, mesmo sob condi¢des de irrigacdo, plantas infectadas apresentaram
morte de ramos e sintomas foliares tipicos da seca fisioldgica, sugerindo que a severidade
da infec¢do se intensifica, quando a planta ja se encontra sob estresse ambiental.
Corroborando esses resultados, Al-Kalbani et al. (2020) observaram que cultivares de
mangueira inoculadas com C. fimbriata apresentaram reducdo no numero de folhas,
clorose e queda no indice SPAD, o que refor¢ca a correspondéncia entre os sintomas
visuais e os parametros fisioldgicos mensuraveis. Dessa forma, a avaliacdo da evolucdo
dos sintomas, visiveis ao longo do tempo, constitui um método confiavel e pratico para
monitorar a progressao da seca da mangueira causada por C. fimbriata.

Os testes fisiologicos, realizados com diferentes variedades de mangueira e
isolados de C. fimbriata, confirmaram uma tendéncia de maior sensibilidade das plantas
ao estresse induzido pela infeccdo. Em estudo semelhante, Al-Kalbani et al. (2020)
avaliaram nove variedades e observaram diferengas significativas nos valores de indice
SPAD entre plantas inoculadas e ndo inoculadas, evidenciando impacto fisioldgico
mensuravel. Além disso, verificou-se que a variedade ‘Espada’, uma das cultivares
avaliadas neste estudo, apresentou suscetibilidade a infec¢do, independentemente do
isolado utilizado, conforme demonstrado pelo maior comprimento das lesdes e pela
colonizacdo fingica no sentido radial. Esses resultados estdo de acordo com os achados
no presente trabalho, no qual também ndo foram observados indicios de resisténcia ao
patogeno ao comparar-se ao desempenho das duas variedades analisadas.

Estudos anteriores corroboram a relagao entre infeccao vascular por C. fimbriata
e alteragcdes nos parametros fisiologicos das plantas hospedeiras. Bispo et al. (2016)
demonstraram que cultivares de mangueira infectadas apresentaram desempenho
fotossintético comprometido, com redugdes significativas nas taxas de assimilacdo de
CO: e condutancia estomatica, o que pode refletir diretamente na degradacdo de
pigmentos fotossintéticos e justificar a reducao nos valores de indice SPAD. De forma
semelhante, Silva et al. (2024), ao avaliarem plantas de eucalipto inoculadas com
diferentes isolados de C. fimbriata, observaram que o estresse vascular, causado pelo
patogeno, comprometeu a integridade fisiologica das plantas, resultando em queda nos
teores de clorofila. Esses achados refor¢am que a infecgdo por C. fimbriata, mesmo em

espécies diferentes, pode provocar efeitos semelhantes sobre a estabilidade dos pigmentos
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e o desempenho fotossintético; sugerem ainda a ocorréncia de estresse oxidativo, advindo
do bloqueio de passagem do xilema e ativagao de mecanismos fotoprotetores, refor¢ando
que as alteragdes nos pigmentos foliares estdo associadas ao impacto sistémico da
infeccdo por Ceratocystis sp. € podem servir como indicadores sensiveis do grau de
severidade dessa doenga, mesmo em estagios iniciais.

Araujo et al. (2014) demonstraram em seus estudos que a resisténcia de cultivares
de mangueira a infeccdo por C. fimbriata esta fortemente associada a capacidade de
formar barreiras anatdmicas nos tecidos vasculares, como tilos, gomas e compostos
fendlicos. Essas barreiras limitam a colonizacdo do xilema, reduzindo a progressdao da
doenca e preservando a funcionalidade fisioldgica da planta. No presente estudo, sintomas
mais severos observados na variedade ‘Coquinho’, seguido da variedade ‘Espada’, podem
estar relacionados a auséncia ou ineficiéncia desses mecanismos de defesa.

Uma etapa estratégica e indispensdvel em programas de melhoramento ¢ a
caracterizagdo varietal, principalmente quando se trata da seca-da-mangueira, pois detecta
resisténcia poligénica e possibilita avaliacao real da resposta em diferentes cendrios de
agressividade (Arriel et al.,, 2016; Oliveira et al., 2016). Esse tipo de abordagem,
observada de varios angulos, fortalece a confiabilidade da sele¢do, garantindo que
genotipos escolhidos sejam efetivamente resistentes aos isolados mais agressivos e aptos
a gerar ganho genético significativo.

O isolado de Ceratocystis, proveniente de eucalipto, também foi submetido a
caracterizacdo morfologica com base em estruturas macro e micromorfoldgicas. Foram
observados peritécios com corpo oblongo e pescogo alongado, tipicos do género,
desenvolvidos sobre o micélio da colonia, além de estruturas de reprodu¢do sexuada com
ascosporos providos de apéndices em forma de “chapéu”, compativeis com as descrigdes
taxondmicas para o grupo. Durante a preparagdo das laminas, entretanto, a presenca de
endoconidios em cadeia, estrutura associada a reprodu¢ao assexuada de algumas espécies
do género, foi registrada em apenas uma imagem obtida, sugerindo baixa ocorréncia ou
possivel auséncia consistente dessa caracteristica no isolado avaliado. Brito et al. (2021)
ndo descrevem a ocorréncia de endoconidios em cadeias, assim como ocorreu com o
isolado em questdo, tal resultado pode indicar uma particularidade morfolégica do
isolado, o qual merece investigacdo complementar para confirmar seu potencial valor
taxonomico.

Ferreira et al. (2013) descreveram detalhadamente a sintomatologia da murcha

causada por C. fimbriata em plantagdes comerciais de Eucalyptus spp. no Brasil. Os
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sintomas iniciavam-se com murcha stbita de folhas e ramos, seguida por necrose e morte
regressiva da copa, muitas vezes com brotagdes adventicias na base da planta, proximas
ao colo. Internamente, observava-se descoloracao acentuada do xilema, com lesdes
necrdticas que podiam se estender radial e longitudinalmente no tronco. Esses achados
ressaltam o comportamento sistémico do patdgeno e sua capacidade de interromper o
transporte de agua, levando a seca fisiologica e consequente colapso da planta hospedeira.
Ao avaliar a resisténcia de diferentes clones de eucalipto a infec¢do por C. fimbriata,
Zauza et al. (2004) relataram que, mesmo na auséncia de sintomas visuais externos,
como murcha ou seca de ramos, era possivel identificar lesdes internas extensas no lenho
das plantas inoculadas. As lesdes eram caracterizadas por descoloragdo marrom a
enegrecida do xilema em cortes longitudinais, indicativa de colonizagdo ativa do tecido
vascular pelo patogeno. Esses resultados corroboram os encontrados neste estudo, e
sugerem que a infeccdo por C. fimbriata pode se desenvolver silenciosamente em
determinados genoétipos, tornando fundamental a inspecdo interna do caule para
diagnostico confiavel.

Silva et al. (2020), ao avaliar hibridos provenientes do cruzamento entre E.
grandis ¢ E. urophylla quanto a suscetibilidade a infeccdo por C. fimbriata.,
demonstraram que ambos 0s gendtipos foram suscetiveis ao patogeno, ainda que com
diferentes velocidades e intensidades de resposta, evidenciando variagdo na agressividade
da infeccdo e no comportamento fisiopatologico dos materiais avaliados. A metodologia
adotada baseou-se na medicao da extensao da lesao no lenho aos 60 dias apos a inoculagao
(DAI), permitindo caracterizar a severidade da doenca. Diferentemente do observado no
presente estudo, entretanto, as mudas avaliadas por Silva et al. (2020) apresentaram
sintomas visiveis de murcha, sugerindo que a manifestagdo externa da doenca pode ser
influenciada pela interagdo entre gendtipo e isolado.

A auséncia de sintomas reflexos no eucalipto ndo foi parametro para desconsiderar
a presenga da doenga nas plantas inoculadas. Ao longo do periodo experimental, os vasos
do xilema de todas as plantas infectadas com isolados de Ceratocystis spp. estavam
colonizados, principalmente aos 60 DAI. Contudo, a avaliagdo de parametros como
SPAD e pigmentos fotossintéticos indicavam plena atividade fisioldgica, diferentemente
do que foi encontrado na literatura, em que Silva et al. (2024), ao realizar estudos com
hibrido obtido de cruzamento entre E. grandis e E. urophylla, constataram, ao final dos
60 dias de avaliacdo, declinio significativo nos valores de indice SPAD e eficiéncia da

clorofila.
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Em estudo conduzido por Trang et al. (2021), os sintomas reflexos, associados a
infec¢do por C. fimbriata em Eucalyptus spp., comecaram a se manifestar entre 10 e 15
dias ap0s a inoculagdo, com o surgimento de cancros visiveis e mudanga na coloragao das
folhas, que passaram de verde para amarelo antes da queda. No entanto, no presente
estudo, ndo foram observadas manifestacdes externas caracteristicas da infec¢do, como
murcha foliar ou necrose de ramos. Essa auséncia de sintomas reflexos pode estar
relacionada a resposta fisiologica do material vegetal utilizado, o hibrido AEC-144 (E.
urophylla), que possivelmente apresenta algum grau de resisténcia ao patogeno, limitando
a expressao externa da doenca. Essa diferencga reforca a importancia da variabilidade
genética entre genotipos de eucalipto e destaca a necessidade de estudos adicionais que
envolvam a caracterizagdo da resisténcia varietal ao patogeno.

Mafia et al. (2011) foram capazes de desenvolver um método eficiente para
selecdo e identificagdo de fontes de resisténcia a murcha do eucalipto causada por C.
fimbriata, avaliando varias espécies de eucalipto e detectando variagdes na resisténcia,
conforme a espécie e a procedéncia das sementes. No estudo, houve destaque para o E.
urophylla, que apresentou maior variacdo entre individuos suscetiveis, corroborando a
suscetibilidade apresentada pelo genotipo utilizado no experimento deste estudo, apesar

da auséncia de sintomatologia externa.
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6 CONCLUSOES

A inoculagdo artificial das variedades de mangueira ‘Coquinho’ e ‘Espada’
com isolados de Ceratocystis spp. demonstrou que o isolado proveniente de mangueira
apresentou maior agressividade, resultando em lesdes mais severas € maior impacto
fisiologico, principalmente na variedade ‘Coquinho’, identificada como a mais
suscetivel. No hibrido de E. urophylla (AEC-144), ndo foram observados sintomas

externos, entretanto, o patégeno foi detectado através de lesdes no lenho.
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