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RESUMO

A producao de erva-mate se constitui em uma fonte de renda para pequenas
e médias propriedades rurais dos estados da regiao Sul do Brasil e do Mato Grosso
do Sul. A murcha-de-ceratocystis, causada por Ceratocystis fimbriata, foi encontrada
em erva-mate pela primeira vez em 2018, nos municipios de Sao Mateus do Sul - PR
e Arvorezinha - RS. Devido ser patégeno importante para varios hospedeiros, como
mangueira, eucalipto, kiwi, iniciou-se este trabalho com os objetivos: a) caracterizar
morfologicamente os isolados de C. fimbriata; b) avaliar o efeito do meio de cultura e
da temperatura no crescimento micelial (CM) e na esporulacao (E) de C. fimbriata; c)
avaliar a patogenicidade dos isolados de C. fimbriata; e d) avaliar a resisténcia de
gendtipos de erva-mate em mudas e discos de folhas (DF) a C. fimbriata. Os
experimentos foram conduzidos: no Laboratério de Patologia Florestal e na Casa de
Vegetacédo da Embrapa Florestas, Colombo, PR e no Fitotron da Universidade Federal
do Parana, Curitiba, PR. Os experimentos em laboratério foram conduzidos com
culturas monosparicas de C. fimbriata crescidas em meio batata-dextrose-agar (BDA),
a 24 °C por 15 dias em fotoperiodo 12h luz / 12h escuro. Apos este periodo, foram
retirados discos (5 mm de didmetro) dessas culturas e colocados em meios V8-agar,
cenoura-agar (CA) e BDA para avaliar o crescimento em diferentes temperaturas (8,
12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36 °C). Foram preparadas também laminas em azul de
metileno para determinar as dimensdes das estruturas sexuadas e assexuadas do
fungo. Para os experimentos de patogenicidade e resisténcia os inéculos utilizados
foram suspensdes de esporos (ascésporos, aleuroconidios e endoconidios) de C.
fimbriata na concentracdo de 2,5.10% esporos.mL-'. Foram inoculados 5 uL de
suspensao de esporos em ferimento feito no caule a 5 cm do colo da muda e para o
DF foi depositada uma gota da suspensé&o, em ferimento feito na nervura principal da
face adaxial da folha. Os maiores valores CM e E ocorreram em meio BDA (62,1 mm
e 4,6 esporos.mL™") e V8-Agar (60,7 mm e 4,5 esporos.mL); as temperaturas 6timas
para CM e E foram 22,9 °C e 22,4 °C, respectivamente. Os isolados apresentaram
peritécios com pesco¢co de marrom a preto, hifa ostiolar divergente, ascosporos
hialinos, endoconidios unicelulares, cilindricos, e aleuroconidios com formato globoso
a ovoide. Todos os isolados foram patogénicos a erva-mate e todos gendétipos — alta,
média e baixa cafeina — foram suscetiveis ao patégeno. O método de disco de folhas
destacadas n&o apresentou similaridades a avaliagao de resisténcia em mudas.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Disco de folha. Murcha vascular.



ABSTRACT

The production of yerba mate constitutes a source of income for small and medium-
sized rural properties in the States of Southern region of Brazil and Mato Grosso do
Sul state. Ceratocystis wilt, caused by Ceratocystis fimbriata, was found for the first
time in 2018, in the cities of Sdo Mateus do Sul - PR and Arvorezinha - RS. Due to the
fact that it is an important pathogen for several hosts, such as hose, eucalyptus, kiwi,
this work was started with the objectives: a) to characterize morphologically the isolates
of C. fimbriata; b) to evaluate the effect of culture medium and temperature on mycelial
growth (MG) and sporulation (S) of C. fimbriata; c) to evaluate the pathogenicity of C.
fimbriata isolates; and d) to evaluate the resistance of mate genotypes in seedlings
and leaf discs (LD) to C. fimbriata. The experiments were conducted: in Laboratério de
Patologia Florestal and the Casa de Vegetacao of Embrapa Florestas, Colombo, PR
and Fitotron of the Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR. The laboratory
experiments were conducted with C. fimbriata monosporic cultures grown on potato-
dextrose-agar (PDA) at 24 °C for 15 days in 12h light / 12h dark photoperiod. After this
period, discs (5 mm diameter) were removed from these cultures and placed in V8-
agar, carrot-agar (CA) and PDA to evaluate growth at different temperatures (8, 12,
16, 20, 24, 28 , 32 and 36 °C). Slides were also prepared in methylene blue to
determine the dimensions of the sexed and asexual structures of the fungus. For the
pathogenicity and resistance experiments the inoculums used were suspensions of C.
fimbriata spores (ascospores, aleuroconidia and endoconides) in the concentration of
2.5.108 spores.mL-!, 5 uL of wound spore suspension was inoculated on the stem 5
cm from the molt neck and for LD a drop of the suspension was deposited on a wound
made in the main vein of the adaxial leaf face. The highest MG and S occurred in PDA
(62.1 mm and 4.6 spores.mL"") and V8-Agar (60.7 mm and 4.5 spores.mL"); the
optimum temperature for MG and S was 22.9 ° C and 22.4 ° C, respectively. The
isolates presented perithecia with brown to black neck, divergent ostiolar hyphae,
hyaline ascospores, unicellular, cylindrical endoconides, and globuroid globular to
ovoid. All isolates were pathogenic to mate and all genotypes - high, medium and low
caffeine - were susceptible to the pathogen. The disc method of detached leaves did
not present similarities to the evaluation of pathogenicity in seedlings.

Keywords: llex paraguariensis. Leaf disc. Vascular wilt.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) € conhecida pelo
consumo na forma de chimarrao, tereré e chas, porém o seu uso abrange as areas
alimenticia, farmacéutica, cosmética e médica (SANTOS et al., 2014). O cultivo da
erva-mate ocorre nos estados da regiao sul do Brasil e em Mato Grosso do Sul, numa
area de 78.190 hectares, englobando mais de 180 mil propriedades rurais, gerando
mais de 700 mil empregos em toda sua cadeia produtiva, tendo grande impacto

socioeconémico nas regides produtoras (ANTONIAZZI et al., 2018).

Em 2018, em alguns plantios comerciais localizados em Sao Mateus do Sul,
PR e Arvorezinha, RS foi relatado a mortalidade de até 5% das plantas, devido a
murcha da erva-mate causada por Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted (SANTOS et
al, 2018). Esta doenca pode tornar-se limitante para o cultivo de erva-mate, visto que
os relatos da murcha-de-ceratocystis em outros hospedeiros tiveram grandes
impactos, como nos caso da mangueira (Mangifera indica L.) e eucalipto (Eucalyptus
spp.) em que houve a queda de producédo, devido a morte das plantas (FIRMINO et
al.,, 2013). Diante disso, € importante a obtencdo de informagbes sobre este

patossistema para que se possa desenvolver estratégias de controle.

O fungo Ceratocystis spp. € polifago e esta distribuido no territério nacional
em varios hospedeiros como a mangueira, eucalipto, seringueira (Hevea brasiliensis
(Willd. ex A.Juss.) Mull. Arg.), café (Coffea sp.) e batata doce (lpomoea batatas (L.)
Lam.). O género Ceratocystis possui cinco espécies no Brasil, sendo elas Ceratocystis
fimbriata, Ceratocystis cacaofunesta Engelberecht & Harrigton e Ceratocystis
paradoxa (De Seynes) Moreau (FIRMINO, 2011; ANTONIO et al., 2016; RODRIGUES
et al., 2018; SANTOS et al., 2017), causando descoloragédo dos tecidos internos do

caule, murcha de folhas e vindo até a causar a morte de plantas (SILVA et al., 2018).

As medidas de controle da murcha-de-ceratocystis envolvem a remogéo e
destruicdo de plantas infectadas, diminuigdo de ferimentos (redu¢do das chances de
infeccao pelo patdgeno), rotagao de culturas com plantas que nao sejam hospedeiras
do patdgeno e uso de materiais genéticos resistentes em areas onde se sabe que o
patdégeno ja esteja estabelecido (TUMURA; DE PIERI; FURTADO, 2012). O uso de



materiais genéticos resistentes a Ceratocystis spp. tem se mostrado como a opgao
mais efetiva no controle da doenca (TUMURA; DE PIERI; FURTADO, 2012).

A utilizagdo de métodos que selecionem materiais genéticos resistentes a
Ceratocystis spp. de forma mais rapida, colabora para a obtengdo em um menor
espaco de tempo. Dessa forma, a utilizacdo do método de disco foliar para verificagdo
prévia de resisténcia e suscetibilidade de individuos a este fungo tornou-se uma
importante ferramenta (OLIVEIRA, 2017), pois diminui o tempo de espera e avaliagéo

quando comparado a metodos de inoculagédo em mudas.

Embora tenha um importante papel socioecondmico para os estados do
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, sendo a principal
fonte de renda para familias de pequenas e médias propriedades, a erva-mate tem
sido pouco trabalhada na area fitossanitaria. Neste trabalho, objetivou-se caracterizar
morfofisiologicamente isolados de Ceratocystis fimbriata e avaliar a resisténcia clonal
da erva-mate. Os objetivos especificos foram: a) caracterizar morfologicamente os
isolados de C. fimbriata; b) avaliar o efeito do meio de cultura e da temperatura no
crescimento micelial e na esporulagao de C. fimbriata; c) avaliar a patogenicidade dos
isolados de C. fimbriata; e d) avaliar a resisténcia de genoétipos de erva-mate em

mudas e discos de folhas a C. fimbriata.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ERVA-MATE

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) € uma planta nativa, nao
endémica do Brasil, ocorrendo nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul e Mato
Grosso (FLORA DO BRASIL, 2018) (Figura 1). Fora do territério nacional, também é
encontrada na Argentina, Paraguai e Uruguai (SILVESTRINI; WEINGARTNER,;
TACHIBANA, 2018) (Figura 1).

FIGURA 1: DISTRIBUIGAO DE llex paraguariensis NO BRASIL

FONTE: FLORA DO BRASIL (2018)

Pertencente a familia Aquifoliaceae, possui um porte arbustivo, com alturas
variando de acordo com a idade e o sitio em que se localizam as plantas. Geralmente,
arvores que sofreram tratos silviculturais de podas nao ultrapassam sete metros de
altura (MAZUCHOWSKI, 1991). O tipo de erval também influencia na altura das

arvores, se cultivado atinge alturas entre trés a cinco metros, e quando se encontra
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em sua area de ocorréncia natural, em sub-bosques, chega a atingir trinta metros de
altura (CARVALHO, 2003).

O cultivo de erva-mate é diretamente ligado a permanéncia de familias no
meio rural, por se tratar de uma arvore que consegue se adaptar bem as intempéries
climaticas, sofrendo pouco com suas variagdes, fato que ndo ocorre com a maioria
das espécies agricolas (LUZ; DAL SOGLIO; KUBO, 2017).

A producgao nacional de erva-mate é realizada por quatro estados brasileiros,
sendo o Parana o maior produtor, seguido por Santa Catarina, Rio Grande do Sul e
Mato Grosso do Sul (JUNQUEIRA; BASSO; SOUZA, 2017). Em termos mundiais, no
ano de 2017, o Brasil liderou a produgéo de erva-mate com 619 mil toneladas, seguido
por Argentina com 290 mil toneladas e Paraguai com 105 mil toneladas (FAO, 2019).
A exportagdo brasileira de erva-mate em 2011, foi de quase US$ 61 milhdes de
dolares colaborando economicamente com o pais, principalmente com a regidao Sul

do Brasil, que é responsavel pela produgao deste produto (VIEIRA, 2012).

Segundo a resolugao da ANVISA, RDC n° 277, de 22 de setembro de 2005,
aprova e regulamenta o “Regulamento Técnico para Café, Cevada, Cha, Erva-mate e
Produtos Soluveis”, descrevendo que a erva-mate € um produto constituido por folhas
e ramos de llex paraguariensis, sendo estes obtidos por processos de secagem e
fragmentacao tendo seu destino a producao de chimarrao e tereré, podendo ou nao
ser adicionado agucar (ANVISA, 2018). O consumo de erva-mate é diversificado em
varias areas, partindo da parte alimenticia, como o cha-mate, chimarrdo, tereré,
bebidas energéticas, sorvetes, cremes e aditivos alimenticios como antioxidante,
corante e conservante; passando para parte de cosméticos que variam desde po6
faciais, maquiagens, sabonetes, desodorantes, cremes, gel e emulsdes; até a
utilizacado em medicamentos em forma de capsulas, tintura, extratos, comprimidos e
antimicrobianos (BERTE, 2011).

A produgao de erva-mate esta diretamente ligada a qualidade das mudas que
sao plantadas para a formagdo do erval. Comumente as mudas utilizadas sao
produzidas via sementes, por ser um método de produgao mais simplificado, estando
intrinseco as atividades dos produtores de erva-mate que trabalham nesse ramo a
mais tempo, pelo dominio da tecnologia e por ser mais barata em relagao a utilizagao
da propagacao vegetativa (WENDLING; SANTIN, 2015).
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A propagacéo via sementes € a base dessa produgédo de mudas de erva-mate,
assim garante-se herdabilidade de algumas caracteristicas da planta-mae, fato este
que pode tornar uma muda mais adaptavel ao ambiente (XAVIER; WENDLING,;
SILVA, 2013). Muitas vezes devido a este fato, € encontrado em plantios comerciais,

uma grande diversidade de plantas e rendimento por planta na colheita.

Como as plantas de erva-mate produzem pouca ou nenhuma semente, faz-
se necessario a utilizagao de outras formas de propagacdo. Com a utilizagdo de
técnicas como estaquia, miniestaquia, enxertia, minienxertia e micropropagacao, as
mudas geradas terdo as mesmas caracteristicas produtivas e qualidade da planta
matriz, sendo possivel obter plantios homogéneos (XAVIER; WENDLING; SILVA,
2013).

2.2. GENERO Ceratocystis

O género Ceratocystis esta inserido na classe dos Pyrenomycetes, na ordem
Ophistomatales, na subdivisdo Ascomycota e na familia Ceratocystidaceae
(TRINDADE; FURTADO, 1997). Este fungo € caracterizado pela presenca de
peritécios negros, com pescogo longo e/ou curto, ascosporos unicelulares hialinos,
sendo estes liberados em grandes quantidades numa massa gelatinosa. Este fungo
produz diferentes tipos de esporos da fase assexuada, podendo apresentar
endoconidio hialino e cilindrico, e aleuroconidios (clamidésporos) que surgem
lateralmente ao micélio e podem ser encontrados sozinhos ou em cadeias
(ENGELBRECHT; HARRIGTON, 2005). Em algumas espécies também podem ser
encontrados endoconidios barriliformes (JOHNSON; HARRINGTON;
ENGELBRECHT; 2005).

Este género de fungo é responsavel por um grande numero de doencas em
diversos hospedeiros de importancia econémica atingindo plantas perenes e anuais e
caracteriza-se principalmente pela murcha (HARRINGTON, 2009). Diferentes
espécies deste género de fungo (C. fimbriata, C. cacaofunesta, C. paradoxa, C.
mangicola M. van Wyk & M.J. Wingf., C. mangivora M. van Wyk & M.J. Wingf.) ja foram
relatadas causando danos em culturas no Brasil como: Mangifera indica (ARRUDA,
1940; WYK et al., 2011), Cajanus indicus Spreng., Crotalaria expectabilis ROTH e
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Nicotiana tabacum L. (VIEGAS, 1961), Ficus carica L. (FIGUEIREDO; PINHEIRO,
1969; YAKUSHIJI et al., 2012), Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg.
(ALBUQUERQUE; DUARTE; SILVA, 1972), Theobroma cacao L. (BASTOS; EVANS,
1978), Citrus spp. (BORJA; CAYCEDO; RiOS, 1995), Eucalyptus spp. (FERREIRA et
al., 1999), Acacia mearsnii De Wild. (SANTOS; FERREIRA, 2003), Coffea arabica L.
(MARIN et al., 2003), Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang & A. R. Ferguson
(SONEGO et al.,, 2010), Passiflora edulis Sims (FIRMINO et al., 2016) e, mais

recentemente, llex paraguariensis (SANTOS et al., 2018).

Ceratocystis fimbriata ganhou maior importancia no Brasil em meados de
1990, onde este deixou de ser apenas um problema para plantios de mangueira
(Mangifera indica) (FIRMINO, 2011). Em 1997, em alguns plantios comerciais de
eucalipto no sudeste da Bahia foi constatada a ocorréncia de C. fimbriata causando
acima de 40% de mortalidade de plantas. Inicialmente foram atacados apenas dois
clones de eucalipto e, posteriormente, outros trés foram infectados. Com o passar dos
anos, dez clones em quatro estados brasileiros (Espirito Santo, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais e Sao Paulo) apresentavam a infec¢cao (FERREIRA et al., 2006), e assim
a cultura de eucalipto (Eucalyptus spp.) passou a sofrer com a agao deste fungo
(ALFENAS et al., 2009).

Ceracocystis fimbriata € encontrado em varios estados brasileiros, sendo que
0 mesmo se encontra estabelecido como patégeno do eucalipto em Minas Gerais,
Espirito Santo, Para, Maranhao, Mato Grosso do Sul e Sao Paulo (ALFENAS et al.,
2009; FERREIRA, 2009). Recentemente, produtores de kiwi (Actinidia deliciosa) no
Rio Grande do Sul tiveram perdas de produgao devido ao C. fimbriata (PIVETA et al.,
2013) e, desde 2016, alguns produtores de erva-mate do Parana e Rio Grande do Sul
tiveram perdas pela acao de C. fimbriata (SANTOS et al., 2018).

Ceratocystis fimbriata € um tipico fungo vascular, atingindo principalmente o
xilema das plantas, provocando sintomas como o amarelecimento das folhas, seguido
de murcha, secamento das folhas e morte das plantas (FIRMINO, 2011). A infeccao
de Ceratocystis em plantas lenhosas costuma ocorrer por ferimentos ou a partir do
solo, via raizes, atingindo o colo das plantas. A observagao de sintomas como murcha
de ramos e galhos € um dos primeiros sintomas dessa doenga. Através do xilema o
fungo se move na planta e apds se estabelecer num determinado local do xilema, este

comega a se mover no sentido radial no interior das células do parénquima. Neste
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momento, 0s primeiros sintomas visuais s&o observados, como o amarelecimento de
folhas, murcha da copa e galhos, e posterior, morte da planta (FERREIRA; ALFENAS;
MAFIA, 2013).

A dispersao do indculo de C. fimbriata pode ocorrer via cupins e coleobrocas
que se alimentam do fungo e ao entrar em contato com o fungo, este acaba ficando
em seu interior e ao redor do corpo pelo contato direto, podendo levar para outras
plantas. A disseminagcdo pode ser realizada por agua de chuvas, irrigacéo,
transferéncia de mudas, tratos culturais e ferramentas de corte e podas (FERREIRA,;
ALFENAS; MAFIA, 2013). Estudos de resisténcia a C. fimbriata ja foram realizados
por Zauza et al. (2004), Alfenas et al. (2009), Firmino (2011) e Magalhaes et al. (2016).

O teste de resisténcia genética de individuos a C. fimbriata € demorado, pois
passa pela inoculagdo em plantas e pode demorar meses para se obter uma resposta
ou resultado desse teste. Visando uma resposta mais rapida Magalhaes et al. (2016)
utilizaram o método de discos de folhas de cacaueiro, que consistiu em obter discos
foliares, remover a nervura central do disco, colocar uma gota de suspensao de
esporos do fungo, incubar por alguns dias e avaliar a formacgao de peritécios. Os testes
realizados por Magalhaes et al. (2016) foram similares aos testes a campo, dessa
forma os autores conseguiram diferenciar gendtipos resistentes e suscetiveis a C.
fimbriata. A utilizagdo de discos foliares também foi utilizada em outro hospedeiro
desse fungo, Oliveira (2017) testou o método de discos foliares em eucalipto e também

obteve respostas satisfatorias, diferenciando gendétipos resistentes dos suscetiveis.
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3.MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados in vitro e in vivo no Laboratério de Patologia
Florestal e na Casa de Vegetacado da Embrapa Florestas, Colombo, PR e no Fitotron

da Universidade Federal do Parana, Campus Agrarias, Curitiba, PR.

3.1.HOSPEDEIRO

As mudas de erva-mate utilizadas nos experimentos foram cedidas pelo
programa de melhoramento da Embrapa Florestas, sendo que para os experimentos
foram utilizadas mudas seminais e mudas clonais de erva-mate com diferentes
concentragdes de cafeina (Tabela 1). As mudas clonais encontravam-se com idade
entre oito a dez meses, em tubete de 110 cm?3, com o substrato comercial TNMIX ®
da Agrinobre e receberam adubag¢ao mensal ( uréia — 4 g.L de agua; Yoorin — 3 g.L

de agua; FTE BR10 - 0,25 g.L de agua; Cloreto de potassio — 3 g.L de agua).

TABELA 1: MUDAS CLONAIS DE ERVA-MATE, SEU TEOR DE CAFEINA E ORIGEM.

Clones Teor de cafeina Origem
IVA7 Baixo ivai — PR
IVA8 Baixo ivai — PR
A35 Médio Ponta Grossa — PR
AC1 Médio fvai — PR
IVA42 Alto fvai — PR
BRS BLD Aupaba Alto Sao Mateus do Sul — PR

FONTE: O autor (2018)

3.2.0RIGEM DOS ISOLADOS

Neste trabalho foram utilizados 11 isolados de C. fimbriata pertencentes a
colegado de Fungos e Oomicetos Florestais da Embrapa Florestas, Colombo, PR. Os
isolados foram oriundos de amostras sintomaticas de plantas de erva-mate de duas
regides: os isolados G, |, J e K sdo provenientes de Sao Mateus do Sul, PR e os
isolados L, M, N, O, P, Q e R sao procedentes de Arvorezinha, RS (Tabela 2).
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TABELA 2: ISOLADOS DE Ceratocystis fimbriata, DE ERVA-MATE: ORIGEM E EPOCA DE

OBTENCAO.
Isolado Origem Data de obtencéao
G 1 J,K S&o Mateus do Sul — PR 11.04.2016
L, M Arvorezinha - RS 09.07.2016
N,O,P, QR Arvorezinha — RS 10.08.2016

Fonte: O autor (2018)

3.3.0BTENGCAO DE CULTURAS MONOSPORICAS

As culturas de C. fimbriata foram crescidas em placas de Petri de plastico (90
mm de didmetro) contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) comercial da marca
KASVI (42 g.L de agua ultrapura), por 15 dias em camara BOD, a temperatura de 24
t 2 °C, em fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h escuro. Para a obtencdo das culturas
monosporicas para os 11 isolados fez-se uma adaptagdo do método de Jarek (2018)

que utilizou para Fusarium spp.e Colletotrichum spp., e procedeu-se, conforme segue:

Inicialmente utilizando uma micropipeta automatica (P200), foi coletado 0,03
mL de Tween 20. Apds isso a placa de Petri contendo a cultura de Ceratocystis foi
colocada em uma lupa, esse procedimento visou favorecer a coleta apenas de
ascosporos, colocando o Tween na massa de ascdsporos e puxando-o0s para dentro
da ponteira da micropipeta. Essa por¢cdo adquirida foi transferida para um tubo de
micro centrifuga contendo 0,02 mL de &gua ultrapura esterilizada. Fez-se uma
agitacdo deste em vortex por 1 minuto € na sequéncia, essa porgado coletada foi
transferida para um tubo de ensaio com 9,5 mL de agua ultrapura esterilizada. Fez-se
uma agitacdo de 3 minutos em vortex e foi coletada uma amostra para contagem de
esporos em hemacitdbmetro. Se a concentragdo de esporos estivesse acima de 7.10°
esporos.mL-', uma suspensdo fracionada foi preparada a partir desta primeira
concentracdo obtida, passando 1 mL da primeira suspensao para um novo tubo de
ensaio contendo 9 mL de agua ultrapura esterilizada. E, este procedimento era

repetido sucessivamente até a obtengao da concentragao desejada.

Com a suspensdo em concentragdo menor do que 7.10° esporos.mL-", foram
coletadas gotas de 5 pyL e acondicionadas em placas de Petri de plastico,

normalmente 20 gotas por placa. Em seguida, invertia-se a placa e, apés uma hora
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(periodo para decantar os esporos contidos em cada gota), estas gotas foram
observadas em microscopio com aumento de 100x. Caso fosse observado a presenca
de apenas um esporo, esta gota era transferida para uma placa de Petri contendo
meio de cultura BDA, incubada em camara BOD a 24 °C com fotoperiodo de 12h
luz/12h escuro. Nos dias subsequentes, observou-se crescimento micelial e, nos

casos positivos, este foi mantido como isolado monospérico.

3.4.PRODUCAO DE INOCULO

As culturas monosporicas obtidas no item 3.3 foram crescidas em placas de
Petri por 15 dias em camara BOD, a 24 °C, em fotoperiodo de 12 h luz / 12 h escuro.
A esta cultura adicionou-se 10 mL de agua ultrapura esterilizada em autoclave e, com
uma alca de Drigalski, raspou-se superficialmente a colénia fungica para liberagao das
estruturas reprodutivas. Com estes propagulos fungicos liberadas na suspensao, fez-
se uma dupla filtragdo com uma peneira e dupla camada de voal (para evitar a
passagem de peritécios e micélio). Com esta suspenséo inicial, fez-se a determinagao
da concentracao de esporos com um hemacitémetro. A concentragao foi ajustada para

2,5.108 esporos.mL-".

3.5.EXPERIMENTOS EM LABORATORIO

3.5.1. Avaliagao do crescimento micelial e esporulagao de Ceratocystis fimbriata em
trés meios de cultura

Foram testados trés meios de cultura para o crescimento micelial e
esporulacao das culturas de C. fimbriata: meio BDA, meio cenoura-agar (CA) e meio

V8-agar.

O meio CA foi preparado a partir de 200 g de cenoura sem casca. Cortou-se
a cenoura em pequenos pedagos, colocou em liquidificador, adicionou 500 mL de
agua ultrapura. Triturou-se a cenoura no liquidificador em alta velocidade por

aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, esta mistura foi filtrada em peneira e
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voal, completou-se para 1 litro com agua ultrapura, adicionou 20,0 gramas de agar

bacteriologico e foi esterilizada em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

O meio V8-agar foi preparado utilizando 200 mL de suco V8 (Campbell),
adicionando-se 3,0 g de carbonato de calcio, 800 mL de agua ultrapura e 20,0 g de
agar bacteriolégico. Apos a mistura destes ingredientes, o meio foi esterilizado em

autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri descartaveis (90 mm

de diametro) para a realizagao do ensaio.

Discos de cultura de 5 mm de didmetro do isolado M de C. fimbriata
previamente cultivado em meio BDA por 15 dias em camara BOD a 24 + 2 °C e
fotoperiodo de 12h de luz / 12h de escuro, foram repicados para o centro das placas
contendo os trés meios de cultura. Posteriormente, essas placas foram fechadas e
vedadas com filme plastico PVC sendo incubadas em camara BOD a 24 °C, em
fotoperiodo de 12h luz e 12h escuro. O experimento foi instalado com 3 repetigdes,
sendo considerada uma placa com uma repeticdo, no delineamento inteiramente

casualizado.

Na avaliagao foi realizada medicédo de crescimento micelial a cada trés dias,
com paquimetro digital, até a cultura atingir 15 dias de idade. Apds a ultima medicao,
foi feita a avaliagdo da esporulagédo. Para tal, foram adicionados 10 mL de agua
ultrapura esterilizada em placa de Petri e, com uma al¢a de Drigalski, raspou-se
superficialmente a cultura para liberagdo das estruturas e, com estes propagulos
soltos do meio de cultura, fez-se uma dupla filtracdo das estruturas obtidas com uma
peneira e dupla camada de voal (para evitar peritécios e micélio). Com a obtencgao
desta suspenséo, fez-se a determinagdo da concentragdo de esporos (ascdsporos,

endoconidios e aleuroconidios) em um hemacitémetro.

O delineamento experimental utilizado foi um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés repeticdes, e apds a obtengédo dos dados foi realizada uma

estatistica descritiva dos resultados obtidos no Programa R®.
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3.5.2. Avaliagéo do crescimento micelial e esporulacéo de isolados de Ceratocystis
fimbriata em diferentes temperaturas

A avaliagao de crescimento micelial e esporulagao foi realizada a partir de
culturas crescidas em BDA por 15 dias a temperatura de 24 + 2 °C em fotoperiodo de
12 h luz / 12 h escuro. Apds esse periodo, repicou-se trés discos de meio de cultura
com micélio (5 mm) de cada isolado e colocado no centro de trés placas de Petri de
plastico (90 mm de didmetro) com meio de cultura BDA. Posteriormente, estas placas
foram fechadas, lacradas com filme plastico PVC e mantidas em cadmara BOD em
diferentes temperaturas: 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 e 36°C.

O crescimento micelial (mm) foi determinado com auxilio de um paquimetro
digital (Starrett®, modelo 799A), a intervalo de 3 dias, até a cultura atingir 15 dias de
idade.

Apos a ultima medicdo, fez-se a determinagdo da esporulacédo. Para isso,
adicionou-se 10 mL de agua ultrapura esterilizada a cultura de C. fimbriata na placa
de Petri. As estruturas fungicas foram liberadas com o auxilio de uma alga de Drigalski.
Entdo, a suspensao foi passada por peneira e dupla camada de voal e foi feita a
avaliacdo da esporulagdo (ascosporos, endoconidios e aleuroconidios) das trés

placas de cada isolado com um hemacitdmetro.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste F a 5%
de probabilidade no Programa R®, também foi realizada uma analise de regressao
quadratica polinomial, obtendo-se o R? da equacéo, posteriormente fez-se a derivada
da equacgao para obtencao da temperatura 6tima de crescimento e esporulagao para

cada um dos isolados.

3.5.3. Caracterizacao morfologica de Ceratocystis fimbriata

As colbnias de C. fimbriata formadas em meio BDA possuem cor marrom a
marrom escura, com presenca de micélio na cor branca, formagao de peritécios
marrons a negros, com rostro longo e no apice destes a presenga de uma massa de
ascosporos. Essas estruturas morfolégicas sexuadas e assexuadas dos 11 isolados

de C. fimbriata foram obtidos, conforme segue: as culturas foram crescidas durante 15
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dias em meio BDA em camara BOD a 24 + 2 °C, em fotoperiodo de 12h luz / 12h
escuro. Apos, foram coletadas porgdes do fungo com uma alga e depositadas em
ldamina para microscopia com uma gota de corante azul de metileno e examinadas em
Microscopio Zeiss Axio Lab.A1 com software especifico do fabricante. Em aumento
de 100x foram determinada as medidas de largura e comprimento da base ascomatal;
do comprimento do pesco¢o do peritécio, da largura da base e do apice deste
pescoco; Em aumento de 400x, determinou-se o comprimento da hifa ostiolada; o
comprimento e largura do ascésporo; o comprimento do endoconidiéforo e a largura
da base e do ponto mais amplo; o comprimento e largura do conidio e 0 comprimento
e largura do clamiddsporo. Foram quantificadas 100 repeticbes de cada estrutura

fungica.

3.5.4. Método de disco de folhas de erva-mate para avaliar a patogenicidade de
Ceratocystis fimbriata a erva-mate

Folhas de erva-mate foram coletadas de mudas clonais em minijardim com
idade entre 2 a 3 anos que estdo em canaletdes dentro de estufas do Laboratério de
Propagacédo de Espécies Florestais da Embrapa Florestas em Colombo, PR. Em
seguida, foram lavadas em agua de torneira para remog¢ao dos residuos que
pudessem estar agregados a folha. Apds este primeiro enxague, foi realizado outro
com agua ultrapura esterilizada e na sequéncia foram preparados discos de folhas
com 15,9 mm de didmetro. Com os discos prontos, a nervura principal dos mesmos
era removida com um bisturi, depois eram colocados 10 discos por caixa gerbox
contendo duas folhas de papel filtro umedecidas, para manter a saturacdo de
umidade. Cada disco recebeu uma gota de suspensdao de C. fimbriata na
concentragédo de 2,5.108 esporos.mL™" do isolado M ou isolado O (Figura 2). Para
testemunha, utilizou-se 10 discos que receberam apenas uma gota de agua ultrapura
esterilizada. Todas as caixas gerbox foram fechados com tampa e vedadas com
plastico filme PVC para preservar a umidade. Sendo incubadas em bancada a

temperatura ambiente com luz fria continua.

Foram inoculados seis clones de erva-mate, conforme segue: alta cafeina
IVA42 e BRS BLD Aupaba; média cafeina A35 e AC1; e baixa cafeina IVA7 e IVAS.
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Este experimento foi realizado duas vezes, sendo a primeira vez em 24 de
setembro de 2018, com a temperatura média do laboratério em torno de 18°C. A
segunda vez foi realizada em 6 de dezembro de 2018 com a temperatura média em
torno de 25°C.

A avaliagao ocorreu no sétimo dia apds a inoculagéo, contando-se o0 numero
de peritécios formados em cada um dos discos de folha dos seis gendtipos testados,
com auxilio da Lupa Zeiss Stereo Discovery.V20. O experimento foi realizado no
delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3 (isolados e

testemunha) x 6 (clones).

FIGURA 2: INOCULACAO EM DISCOS DE FOLHAS DE ERVA-MATE COM Ceratocystis fimbriata

Fonte: O autor (2018)

Apos obtengao dos dados, estes foram submetidos a analise de variancia e

teste F a 5% de probabilidade. Depois da realizagdo deste teste, fez um agrupamento
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das médias de peritécios obtidos por clone com o teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade no Programa R®.

3.6.EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO E FITOTRON

3.6.1. Avaliagao da agressividade de 11 isolados de Ceratocystis fimbriata em mudas
de erva-mate

Para a execucéao do teste foram utilizados 11 isolados de C. fimbriata oriundos
de culturas monosporicas e cultivados por 15 dias em meio BDA em camara BOD a

24 + 2 °C, em fotoperiodo de 12h luz / 12h escuro.

Foi preparada uma suspensdo de esporos (ascésporos, endoconidios e
aleuroconidios) para cada um dos 11 isolados na concentracdo de 2,5.10°
esporos.mL-'. Realizou-se um corte transversal no caule das mudas com um bisturi
flambado a altura de 5 cm do colo da muda e com uma seringa foi inoculado 5 L da
suspensao e em seguida, os ferimentos inoculados foram cobertos com filme plastico
PVC por 49 dias.

Este experimento foi realizado duas vezes: a primeira na casa de vegetacéo
da Embrapa Florestas em Colombo, PR, que possui sombrite e a irrigagdo ocorre de
forma manual, com temperaturas que variaram entre 10 e 40 °C e temperatura média
foi de 27,5 °C; a segunda foi realizada em Fitotron do setor de Fitossanidade da UFPR

Agrarias — Curitiba, PR, com irrigacédo manual e a temperatura usada foi de 25 + 2 °C.

A avaliacdo ocorreu semanalmente apds a inoculagdo, observando a
incidéncia ou ndo da doenca. Foi considerada doente quando uma muda apresentou:
folnas amareladas, folhas murchas ou quando a muda morreu. Caso contrario foi

considerado sadia. Essas avaliagbes foram realizadas durante 7 semanas.

Apos a ultima avaliacdo os dados foram tabulados, foi realizada uma analise
de incidéncia da doenga, calculada a area abaixo da curva de progresso da doencga
(AACPD). Os dados obtidos receberam uma analise de variancia e foi realizado teste

F a 5% de probabilidade no Programa R®.
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3.6.2. Avaliacao da resisténcia de seis clones de erva-mate a Ceratocystis fimbriata

Para a realizagao deste experimento foram utilizadas suspensdes de esporos
(ascésporos, endoconidios e aleuroconidios) dos isolados M e O (estes isolados foram
0s que mataram todas as mudas do teste 3.6.1 em menor tempo) de C. fimbriata na
concentragéo de 2,5.108 esporos.mL-".

Para o ensaio utilizou-se seis clones de erva-mate, conforme segue: IVA42 e
BRS BLD Aupaba (alta cafeina); A35 e AC1 (média cafeina); e IVA7 e IVA8 (baixa

cafeina).

Foram inoculadas 10 mudas de cada gendétipo para cada isolado (M e O),
sendo realizadas incisdes no caule de mudas dos clones a 5 cm do colo, depositando-
se nestes 5 yL de suspensio de esporos dos isolados, e posteriormente envolvidos

em filme plastico PVC por 49 dias (Figura 3).

A testemunha foram 10 mudas que receberam um corte transversal no caule
a 5 cm do colo e, em seguida, foi depositado 5 mL de agua ultrapura esterilizada,
posteriormente o ferimento foi coberto com plastico filme PVC. O experimento foi
realizado no delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3 (isolados

e testemunha) x 6 (clones).

A avaliacdo ocorreu semanalmente apds a inoculagdo, observando a
incidéncia ou ndo da doenca. Foi considerada doente quando uma muda apresentou:
folhas amareladas, folhas murchas ou quando a muda morreu. Caso contrario foi

considerado sadia. Essas avaliacbes foram realizadas durante 7 semanas.

Apos a ultima avaliagédo os dados foram tabulados, foi realizada uma analise
de incidéncia da doenga, calculada a area abaixo da curva de progresso da doencga
(AACPD). Os dados obtidos receberam uma analise de variancia e foi realizado teste

F a 5% de probabilidade no Programa R®.



24

FIGURA 3: INOCULACAO DE MUDAS CLONAIS DE ERVA-MATE COM Ceratocystis fimbriata.

FONTE: O autor (2018)

LEGENDA: A) Corte transversal (seta), B) Inoculagao da suspenséo de esporos (seta).

Este experimento foi realizado duas vezes, conforme segue: a primeira no
Fitotron do setor de Fitossanidade da UFPR Agrarias — Curitiba, PR, com irrigagao
manual e a temperatura foi de 25 + 2 °C; a segunda vez ocorreu na casa de vegetagao
da Embrapa Florestas em Colombo, PR, que possui sombrite, com irrigagdo manual,

as temperaturas variaram entre 13 e 40 °C, e a temperatura média de 29,5 °C.



4. RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTOS EM LABORATORIO

4.1.1. Avaliacdo do crescimento micelial e esporulagao de Ceratocystis fimbriata em

meios de cultura

Os meios BDA, V8-agar e CA produziram um bom crescimento micelial e
esporulagao, embora tenha havido um menor crescimento micelial em CA (Figura 4A).
Também nota-se que os desvios padrao apresentados em cada um dos meios de

cultura, acabou expressando uma equivaléncia entre eles, nao ocorreu diferenca na

esporulacao entre os meios, em fungao da grande variagao estatistica.

FIGURA 4: CRESCIMENTO MICELIAL (A) E ESPORULAGAO (B) DE Ceratocystis fimbriata
EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Crescimento Micelial (mm)

Esporulagao (esporos x 10°/mL )

Cenoura/Agar v8/Agar

Meios de Cultura

FONTE: O autor (2018).

NOTA: As barras representam o desvio padrao das médias de crescimento micelial e da esporulagéao

V8/Agar

Cenoura/Agar
Meios de Cultura

nos diferentes meios de cultura.

4.1.2. Avaliagao do crescimento micelial e esporulagao de isolados de Ceratocystis
fimbriata em diferentes temperaturas
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A temperatura 6tima de crescimento micelial dos 11 isolados de C. fimbriata,

foi observada em um intervalo de temperatura que variou de 22,2 a 23,1 °C (Figura
5).

Crescimento (mm)

Crescimento (mm)

Crescimento (mm)

FIGURA 5: CURVAS DE CRESCIMENTO MICELIAL DOS 11 ISOLADOS DE C. fimbriata
EM DIFERENTES TEMPERATURAS.
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FIGURA 5: CURVAS DE CRESCIMENTO MICELIAL DOS 11 ISOLADOS DE C. fimbriata
EM DIFERENTES TEMPERATURAS.
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observada em um intervalo de temperatura que variou de 21,7 a 23,5 °C (Figura 6).
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FIGURA 6: CURVAS DE ESPORULAGAO DOS 11 ISOLADOS DE C. fimbriata EM
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Y= -0,0375x2+1,6922x
-10,949 °

Y=-0,0392x2+1,7235x
¢ -11,001

T T T

8 12 16 20 24 28 32 36

Temperatura (°C)

T T T

8 12 18 20 24 28 32 38

Temperatura (°C)

(continua)
12
Isolado G R2=0,75 Isolado | R2=0,60
. *
1 T,=227°C* L4 A‘O' T,=235°C™
iy
E a4
8
o
8
8 4
B 24
Y=-0,0375x2+1,7035x Y=-0,0371x2+1,7511x
-11,027 * 09 -11,720 .
8 12 16 220 24 2 a2 3 8 12 16 20 24 28 s 3
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
12
Isolado J R2=0,75 Isolado K R2=10,89
1 T,=220°C* A‘O' T,=222°C™
“ihy
E g
3
o
g
g 4
B 24
Y= -0,0329x2+1,4507x Y=-0,0379x2+1,6849x
* -8,697 . 01 @ -10,782 .
s 12 16 2 24 2 32 3 & 12 16 2 24 28 32 3
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
12
Isolado L R2=10,76 Isolado M RZ=0,91
1 T,=225°C* . A‘O' T,=219°C*
iy
E a4
8
o
2
8 a4
B 24



Esporulagao (esporos.mL™)

Esporulagéo (esporos.mL™)

FIGURA 6: CURVAS DE ESPORULAGAO DOS 11 ISOLADOS DE C. fimbriata EM
DIFERENTES TEMPERATURAS.

29

(fim)

Temperatura (°C)

Esporulagao (esporos.mL™)

Temperatura (°C)

Isolado R
%1 T,=234°C*

Y= -0,0385x2+1,8028x
o7 -12,134 °

T T T

8 12 16 20 24 28 32 36

Temperatura (°C)

FONTE: O autor (2018)
LEGENDA: * Temperatura étima

Isolado N R2=0,89 Isolado O R2=10,86
1 T,=21,7°C* 101 T,=219°C~
. T . ®
E a4
8
8
8 4
B 24
Y=-0,0367x2+1,5939x Y=-0,0423x2+1,8600x
. -9,813 09 -12,123
8 12 16 220 24 2 a2 3 8 12 16 20 24 28 s 3
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
12
Isolado P RZ=0,81 Isolado Q R2=10,90
1 T,=227°C* Am- T,=219°C~
lTEf 8 4 i ®
8
g
8 4
B 24
Y= -0,0366x2+1,6638x Y= -0,0398x2+1,7496x
-10,806 . 1 -11,501
s 12 16 2 24 2 32 3 & 12 16 2 24 28 32 3

NOTA: Para cada um dos isolados foi calculada a equagao da curva e o R quadrado.
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4.1.3. Caracterizagao morfolégica de Ceratocystis fimbriata

Os dados morfolégicos das estruturas sexuadas e assexuadas dos 11
isolados de C. fimbriata encontram-se nas Tabelas 3, 4, 5 e 6. Os isolados
apresentaram peritécios (Figura 7B) superficiais ou submersos no substrato, com
coloragao variando de marrom a preta na base, com 94,6 - 353,8 um de comprimento
e 79,0 - 330,8 ym de largura. O pescogo do peritécio apresentou a mesma coloragéo
da base e seu comprimento variou de 254,7 - 1354,4 ym, o didmetro da base do
pescoco mediu 21,7 — 52,0 um e 14,1 — 26,8 um na extremidade distal. As hifas
ostiolares (Figura 7A) sao divergentes, marrom clara a hialina, nao septadas, medindo
23,5 - 72,6 ym de comprimento. Os ascoésporos (Figura 7C) sao hialinos, pequenos,
em formato de chapéu e apresentam 3,6 — 5,9 ym de comprimento e 1,8 — 3,4 um de
largura, os ascosporos encontram-se acumulados em uma matriz creme na
extremidade do peritécio. Os endoconidiéforos (Figura 7E) originam-se lateralmente
as hifas vegetativas com dimensdes de 15,9 — 53,1 ym de comprimento e 3,1 — 6,4
pum de largura na base. Os endoconidios sdo unicelulares, hialinos a marrom claro,
cilindricos com dimensbes 8,5 — 27,6 um de comprimento e 3,2 — 6,6 de largura. Os
aleuroconidios (Figura 7D) possuem dimensbes de 9,7 — 15,3 ym de comprimento e

7,1 —12,2 ym de largura.

TABELA 3: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS G, | e J DE Ceratocystis fimbriata.

(continua)
ESTRUTURAS ISOLADO G ISOLADO | ISOLADO J
Base Ascomatal
Comprimento
(pum) 179,6 - 216,3 - 248,42 94,5-148,9-177,6 156,8 - 189,4 - 270,2
Largura (um) 130,5-181,3 - 225,6 78,9-139,1-1754 129,5-175,1 - 264,6
Pescoco
Ascomatal
Comprimento
(um) 694,0 - 997,8 - 13544 376,8 - 764,0 - 978,4 254.6 - 682,5 - 977,1
Largura (base)
(um) 28,5-39,8-51,6 21,6 - 30,6 - 49,0 28,5 - 36,4 - 46,3
Largura (apice)
(um) 17,8-21,5-2541 142-17,1-22,2 14,8 - 18,6 - 22,2
Hifa Ostiolo

Comprimento
(um) 27,4-496-725 33,2-42,4-52,8 24,9 -38,0-52,8
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TABELA 3: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS G, | e J DE Ceratocystis fimbriata.

(fim)

Ascosporo
Comprimento

(Hm)
Largura (um)

3,9-46-49
22-31-34

47-49-51
21-23-3,0

45-5,0-5,8
28-3,1-3/1

Endoconidiéforo
Comprimento
(um)
Largura (base)
(um)
Largura (ponto
mais amplo) (um)

34,4-39,6-43,9
4,7-52-6,4

54-6,2-79

15,8 - 28,7 - 36,1
48-52-57

53-6,1-6,7

28,6-33,0-471
46-53-6,4

6,0-6,7-79

Endoconidio
Comprimento

(um)

12,9-19,8-27,5

12,2-13,0-13,5

15,2-19,2-22,6

Largura (um) 3,2-45-275 3,5-42-49 42-50-6,5
Aleuroconidio
Comprimento

(um) 12,1-13,4-14,5 99-10,5-11,3 10,3-13,5-14,6
Largura (um) 9,8-10,7-11,9 9,3-9,8-10,1 9,1-10,6 - 12,1

FONTE: O autor (2018)

LEGENDA: 2 Valor minimo, médio e maximo encontrado para cada estrutura do fungo.

TABELA 4: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS K, L e M DE Ceratocystis fimbriata.

(continua)

ESTRUTURAS

ISOLADO K

ISOLADO L

ISOLADO M

Base Ascomatal
Comprimento

(um) 180,0 - 239,4 - 275,4° 147,8 - 157,6 - 169,9 193,1 - 225,7 - 255,2
Largura (um) 179,8 - 201,7 - 223,8 124,8 - 141,9 - 169-5 191,4 - 210,3 - 233,2
Pescogo
Ascomatal
Comprimento
(um) 860,2 -928,5 - 1026,6 652,6-691,3 - 705,6 597,2 - 802,6 - 985,2
Largura (base)
(pum) 35,2-39,5-44,7 31,9-34,3-36,7 29,2-34,9-39,9
Largura (apice)
(pm) 14,1-16,8-23,4 15,0-17,8-20,2 14,1-17,4-21,2
Hifa Ostiolo
Comprimento
(um) 23,4-31,7-39,9 38,5-40,8-47,5 31,1-36,3-39,9
Ascésporo
Comprimento
(um) 52-54-55 3,99-4,83-5,0 4,25-4,72-5,1
Largura (um) 2,5-2,7-2,8 1,77-2,44-2,6 1,82-2,52-3,1
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TABELA 4: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS K, L e M DE Ceratocystis fimbriata.

(fim)
Endoconidiofor
o
Comprimento
(um) 24,3-28,5-32,1 23,5-24,5-25,8 28,9-40,7-53,0
Largura (base)
(um) 46-52-5,8 3,5-39-4,1 4,8-53-6,2
Largura (ponto
mais amplo) (um) 51-6,1-7,8 3,8-4,6-5,1 56-69-8,0
Endoconidio
Comprimento
(um) 11,6 -16,1-20,2 15,9-16,3-16,8 11,9-12,3-12,7
Largura (um) 44-51-55 4,4-4,6-4,8 4,0-4,1-4,.2
Aleuroconidio
Comprimento
(um) 12,2-13,0- 13,5 12,5-12,8-13,2 13,0-14,3-15,2
Largura (um) 8,5-9,2-9,9 7,4-9,5-10,5 7,7-10,3-11,0
FONTE: O autor (2018)
LEGENDA: 2 Valor minimo, médio e maximo encontrado para cada estrutura do fungo.
TABELA 5: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS N, O e P DE Ceratocystis fimbriata.
(continua)

ESTRUTURAS

ISOLADO N

ISOLADO O

ISOLADO P

Base Ascomatal
Comprimento

220,0 - 287,6 - 315,2

(um) 177,2 - 209,7 - 232,02 231,4 - 309,7 - 353,8
Largura (um) 165,5 - 193,1 - 207,6 218-6 - 291,3 - 330,7 178,0 - 269,0 - 305,6
Pescogo
Ascomatal
Comprimento
(pum) 656,2 - 795,5 - 893,4 450,4 - 663,4 - 1004,0 636,2 - 748,9 - 889,6
Largura (base)
(um) 33,3-43,3-52,0 37,2-40,6 -46,2 28,6 -35,0-39,9
Largura (apice)
(um) 15,2-18,7-22,2 18,3-20,5-234 16,5- 18,1 -20,2
Hifa Ostiolo
Comprimento
(pm) 31,2-38,8-46,5 24.1-30,9-46,9 33,2-40,0-52,8
Ascosporo
Comprimento
(Mm) 39-44-49 40-44-49 4,7-50-5,5
Largura (um) 1,9-2,1-23 29-3,0-3.2 25-27-29
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TABELA 5: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS N, O e P DE Ceratocystis fimbriata.

(fim)
Endoconidi6for
o
Comprimento
(um) 38,2-41,1-44.4 18,2 - 26,3 - 33,5 36,4 -42,2-48,9
Largura (base)
(um) 3,1-3,8-45 42-46-5,0 3,8-40-46
Largura (ponto
mais amplo) (um) 59-6,2-6,9 51-5,7-6,2 54-6,1-6,8
Endoconidio
Comprimento
(um) 8,5-154-17,0 14,9-15,3-15,9 18,6 - 20,4 - 22,2
Largura (um) 35-3,8-43 36-39-42 38-45-55
Aleuroconidio
Comprimento
(um) 9,7-10,3-11,2 10,5-12,6 - 13,6 10,2-11,8-12,8
Largura (um) 7,1-7,8-8,1 8,2-9,0-9,9 8,9-9,1-92
FONTE: O autor (2018)
LEGENDA: 2 Valor minimo, médio e maximo encontrado para cada estrutura do fungo.
TABELA 6: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS Q E R DE Ceratocystis fimbriata.
(continua)

ESTRUTURAS

ISOLADO Q

ISOLADO R

Base Ascomatal
Comprimento

(um) 209,5 - 269,8 - 300,47 197,1-223,3-252,4
Largura (um) 198,2 - 224,7 - 241,0 170,6 - 206,5 - 225,1
Pescogo
Ascomatal
Comprimento
(um) 540,3-714,4 - 893,4 628,8 - 809,6 - 928,0
Largura (base)
(um) 34,9-37,6-39,9 36,4-43,0-50,2
Largura (apice)
(um) 17,8-20,8 - 26,7 22,2-23,7-26,2
Hifa Ostiolo
Comprimento
(pm) 35,3-41,1-47,9 33,6-38,9-46,9
Ascosporo
Comprimento
(Mm) 35-3,8-4,2 4,6-52-5,8
Largura (um) 2,1-2,2-2,5 2,3-2,8-3,0
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TABELA 6: DADOS MORFOLOGICOS DOS ISOLADOS Q E R DE Ceratocystis fimbriata.

(fim)

Endoconidiéforo
Comprimento
(Hm)
Largura (base)
(Hm)
Largura (ponto
mais amplo) (um)

28,6 -31,7-35,6
3,1-3,6-4,1

50-55-6,3

28,9-32,1-35,6
3,2-3,6-4,0

50-5,3-6,2

Endoconidio
Comprimento

(Hm)

17,5-19,9-23,5

14,1-19,2-22,1

Largura (um) 33-4,0-4,4 3,8-4,2-4,7
Aleuroconidio
Comprimento
(um) 10,9-11,6-12,0 99-12,3-15,1
Largura (um) 9,0-9,7-10,1 9,0-9,8-10,2

FONTE: O autor (2018)

LEGENDA: 2 Valor minimo, médio e maximo encontrado para cada estrutura do fungo.

A Tabela 7 compara os valores obtidos para cada estrutura morfolédgica

mensurada dos isolados de erva-mate com os valores obtidos para isolados de

seringueira, eucalipto e kiwi.

TABELA 7: COMPARAGCAO DAS ESTRUTURAS MORFOLOGICAS DE ISOLADOS DE Ceratocystis
fimbriata DE ERVA-MATE COM SERINGUEIRA, EUCALIPTO E KIWIL.

(continua)
Isolados de Isolados de Isolados de Isolados de
ESTRUTURAS erva-mate seringueira eucalipto kiwi
(A) (B) ()
N° de Isolados 11 4 - 4
Base Ascomatal
Comprimento (um) 94,6 -353,8* 120,0-252,0 120,0-250,0 70,0-234,0
Largura (um) 79,0 -330,8 115,0-241,0 110,0-250,0 86,0-250,0
Pesco¢o Ascomatal
Comprimento(um) 254,7-1354,4 172,0-668,0 440,0-770,0 143,0-721,0
Largura (base) (um) 21,7-52,0 23,0-59,0 28,0-40,0 22,0-48,0
Largura (apice) (Um) 14,1-26,8 14,0-24,0 16,0 - 24,0 10,0-34,0
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TABELA 7: COMPARACAO DAS ESTRUTURAS MORFOLOGICAS DE ISOLADOS DE Ceratocystis
fimbriata DE ERVA-MATE COM SERINGUEIRA, EUCALIPTO E KIWIL.

(fim)
Hifa Ostiolo
Comprimento (um) 23,5-72,6 53,0-98,0 20,0-120,0 29,0-98,0
Ascésporo
Comprimento (um) 3,6-5,9 50-7,0 4,5-8,0 4,0-6,0
Largura (um) 1,8-3,4 3,0-4,0 2,5-55 -

Endoconidiéforo
Comprimento (um) 15,9-53,1 51,0-240,0 55,0-120,0 29,0- 88,0

Largura (base) (um) 3,1-6,4 2,0-5,0 3,0-8,0 2,0-7,0
Endoconidio
Comprimento (um) 8,5-27,6 10,0-22,0 9,0-33,0 9,0-21,0
Largura (um) 3,2-6,6 3,0-5,0 3,0-5,0 3,0-5,0
Aleuroconidio
Comprimento (um) 9,7-15,3 13,0-18,0 11,0- 16,0 9,0-14,0
Largura (um) 7,1-12,2 8,0-14,0 6,5-12,0 6,0-11,0

FONTE: A) Valdetaro (2012), B) Ferreira, Alfenas e Mafia (2013), C) Piveta (2013), O autor (2018)

LEGENDA: 2 Valor minimo e maximo encontrado para cada estrutura do fungo, ( - ) dados nao
encontrados.

FIGURA 7: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Ceratocystis fimbriata DE ERVA-MATE.
A) HIFAS OSTIOLARES (SETA), BARRA = 20 pm. B) PERITECIO, BARRA = 100 um.
C) ASCOSPOROS EM FORMATO DE CHAPEU, BARRA = 5 um.
D) ALEUROCONIDIO, BARRA = 10 um. E) ENDONIDIOFORO, BARRA = 20 pm.

FONTE: O autor (2018)
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4.1.4. Método de disco de folhas de erva-mate para avaliar a patogenicidade de
Ceratocystis fimbriata a erva-mate

Os discos de folhas inoculados apresentaram, escurecimento parcial ou total
da nervura principal, bem como surgiu uma colonizagdo micelial branca devido ao
fungo ter crescido nesta area (Figura 8A). A colonizagao do fungo na area, produziu
peritécios (Figura 8B) superficiais ou pouco imersos no tecido foliar. E possivel
observar que houve formacédo de uma massa de coloragado creme na extremidade de
varios peritécios (Figura 8C), sendo esta composta por ascosporos, estando presente
em todos os peritécios ao longo da nervura principal da folha. A testemunha
apresentou ligeira modificagdo na coloragéo da nervura principal, porém nao ocorreu
presenca de fungos la, oque houve nesse caso foi 0 processo natural de oxidagéo da
erva-mate devido aos seus metabolitos (Figura 8D), mesmo assim pode-se reparar
que o material estava viavel aos sete dias, quando ocorreu a avaliagéo dos discos de

folhas.

FIGURA 8: DISCOS DE FOLHAS DESTACADAS DE ERVA-MATE INOCULADAS COM

Ceratocystis fimbriata

FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: A) Coloragéo da nervura principal modificada pela acao do isolado M de C. fimbriata
(seta); B) Peritécio e micélio formado (seta); C) Peritécio, micélio e massa de ascésporos formada
(seta); D) Disco de folhas de erva-mate inoculadas com agua ultrapura esterilizada (seta).
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No primeiro periodo pode-se constatar que houve interagao significativa entre
clones e isolados de C. fimbriata (Tabela 8). Entdo para uma melhor compreensao
dos dados obtidos, foi realizado o teste de Scott-Knott para agrupar as médias de
peritécios formados e pode-se visualizar melhor o comportamento entre clones e
isolados. Ocorreu diferenca entre o numero de peritécios formados entre os dois
isolados (M e O) para os gendtipos IVA7 e BRS BLD Aupaba, sendo que o maior
numero foi formado pelo isolado M. Houve diferenga entre os clones, formando menor

numero de peritécios em IVA8 e IVA42, para os dois isolados.

Para o segundo periodo, ndo houve interagdo entre os clones e isolados,
sendo observado diferengcas apenas entre o comportamento dos clones. Apés o
agrupamento de média realizado pelo teste de Scott-Knott, verificou-se que os clones
apresentaram o mesmo comportamento do primeiro teste. Obtendo-se menor nimero
de peritécios formados em IVA8 e IVA42. Os isolados apesar de terem formado
numeros diferentes de peritécios em cada genaétipo de erva-mate, ndo apresentaram

diferenca estatistica.

TABELA 8: NUMERO MEDIO DE PERITECIOS FORMADOS PELOS ISOLADOS M E O DE
Ceratocystis fimbriata EM DISCOS DE FOLHAS DE CLONES DE ERVA-MATE
EM DUAS EPOCAS.

Teor de Numero médio de peritécios

Cafeina Clones ] Inoculo M’ ’ Inoculo O’
Epoca 1 Epoca 2 Epoca 1 Epoca 2
Médio A35 23,2 Ac 26,0 Ac 27,9 Ab 28,2 Ac
ACA1 46,4 Aa 47,1 Aa 44,4 Aa 46,0 Aa
Baixo IVA8 12,9 Ad 17,8 Ad 16,0 Ac 16,5 Ad
IVA7 37,2 Ab 40,5 Ab 27,4 Bb 43,4 Ab
IVA42 17,7 Ad 17,2 Ad 16,5 Ac 16,0 Ad

Alta BRS BLD

Aupaba 43,7 Aa 446 Aa 30,6 Bb 50,8 Aa

FONTE: O autor (2018).
NOTA: Cada valor é numero médio de peritécios por folhas; Médias seguidas por letras mailusculas

iguais na linha e mindsculas na coluna ndo se diferem significativamente (Scott-Knott a 5% de
probabilidade).
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4.2. EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO E FITOTRON

4.2.1. Avaliagao da agressividade de 11 isolados de Ceratocystis fimbriata em mudas
de erva-mate

Os isolados de C. fimbriata foram agressivos a erva-mate. Na primeira época
os isolados apresentaram um comportamento semelhante em relagao a incidéncia de
doenga apods a inoculagéo. Apesar das barras de area abaixo da curva de progresso
da doencga (AACPD) aparentarem ser diferentes (Figura 9A), o erro padrao equiparou
todos os isolados nesse teste de agressividade, ndo ocorrendo diferencas estatisticas
entre os isolados. Também é possivel observar que na segunda época, onde o teste
ocorreu em Fitotron, as barras da AACPD s&o mais uniformes e o erro padrao diminuiu
(Figura 9B), porém da mesma forma que ocorreu na primeira época, ndao houve

diferenca estatistica entre os isolados.

FIGURA 9: AREA ABAIXO DA CURVA DE PROGRESSO DA DOENCA (AACPD) PARA 11
ISOLADOS DE Ceratocystis fimbriata INOCULADOS EM MUDAS DE ERVA-MATE,
EM CASA DE VEGETACAO (A) E FITOTRON (B)
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FONTE: O autor (2018).

NOTA: As barras representam os erros padrdo das médias da AACPD de cada isolado.
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4.2.2. Avaliagao da resisténcia de seis clones de erva-mate a Ceratocystis fimbriata

Uma semana apo6s a inoculagdo comegou a ser observado que algumas
mudas apresentavam mudancas, sendo observado com maior frequéncia o
amarelecimento das folhas (Figura 10B) e algumas mudas apresentavam folhas
murchas. Com o passar das semanas, varias plantas com murcha foliar e morte
(Figura 10C).

FIGURA 10: MUDAS DE ERVA-MATE SEM SINTOMAS (A) E COM SINTOMAS DE
AMARELECIMENTO (B) E MORTE (C)

FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: A) muda sem sintomas de doenga, B) muda com amarelecimento foliar (sete dias apds a
inoculacéo), C) muda totalmente seca e morta (a partir dos 14 dias ap6s a inoculagéo).

Pode-se constatar que todas as barras de AACPI estao entre 3000 e 4000, os
valores para cada clone testado tanto para o isolado M quanto para o isolado O foram
proximas e devido ao erro padrdo, todos os clones testados, ndo importando o
ambiente e nem o isolado que foi inoculado, ndo apresentou diferenca estatistica

quando submetidos ao teste F a 5% de probabilidade no programa R®.
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Mesmo sendo realizado testes em diferentes ambientes como Fitotron (Figura
11A e Figura 11B) e casa de vegetacdo (Figura 11C e Figura 11D) ndo houve
diferengas quanto a resisténcia dos clones aos dois isolados de C. fimbriata. Nota-se
que mesmo em condi¢des ambientais diferentes, os isolados de C. fimbriata causaram

doenca e as mudas tiveram um comportamento parecido.

FIGURA 11: AREA ABAIXO DA CURVA DE PROGRESSO DA DOENGA (AACPD) DOS SEIS
CLONES DE ERVA-MATE INOCULADOS COM DOIS ISOLADOS DE Ceratocystis
fimbriata EM DUAS CONDICOES AMBIENTAIS DISTINTAS
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FONTE: O autor (2018).

LEGENDA: A e B foram conduzidas em Fitotron; C e D foram conduzidas em casa de vegetacao;
Figura A e C foram inoculadas com o isolado M; B e D com o isolado O.

NOTA: As barras representam os erros padrao das médias da incidéncia da doenga em cada isolado.
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5. DISCUSSAO

No Brasil, ocorrem diferentes espécies de Ceratocystis spp. que atacam
varios hospedeiros perenes e anuais (HARRINGTON, 2009). Em 2018, foi relatado
pela primeira vez a ocorréncia de C. fimbriata em erva-mate (SANTOS et al., 2018).
Diante disso, este trabalho contribui com estudos sobre a caracterizagcao
morfofisiolégica e patogénica de 11 isolados de C. fimbriata em mudas e discos de
folhas de erva-mate e quanto ao crescimento micelial e esporulagdo em CA, V8-agar

e BDA em diferentes temperaturas.

Os isolados de C. fimbriata apresentaram os maiores valores para
crescimento micelial nos meios BDA e V8-agar diferindo dos resultados obtidos por
Santos et al. (2011) que verificaram os maiores valores em meio CA, enquanto que,
Souza (2015) verificou que o maior crescimento micelial da forma anamorfo de
Ceratocystis sp. foi em meio BDA. No presente trabalho, ndo houve diferengas entre
os trés meios de culturas testados para a esporulacdo de C. fimbriata, porém em
trabalho também realizado por Souza (2015) com um anamorfo de C. fimbriata, a

maior esporulagao obtida foi em meio BDA.

Os isolados de C. fimbriata apresentaram um comportamento diferenciado
para cada uma das temperaturas tanto para crescimento micelial quanto para
esporulacdo. As faixas de temperaturas oOtimas para crescimento micelial e
esporulacao dos isolados de C. fimbriata de erva-mate foram 22,2 a 23,1 °C e 21,7 a
23,5 °C, respectivamente. Estes valores aproximam-se dos encontrados para isolados
de C. fimbriata de kiwi provenientes de Farroupilha, RS que foram entre 20 e 25 °C
(PIVETA, 2013). No entanto, estas temperaturas ficaram abaixo dos 28,9 °C para
crescimento micelial e 28,0 °C para esporulacao encontrados por Costa e Carvalho et
al. (2011) em um anamorfo de C. fimbriata em coqueiros. Os isolados utilizados por
Costa e Carvalho et al. (2011) foram provenientes do Nordeste brasileiro,
especificamente o estado de Sergipe, onde tem-se temperaturas mais elevadas e
maior quantidade de dias quentes do que o observado para os isolados utilizados
neste trabalho, provenientes do Parana e Rio Grande do Sul, onde encontram-se
temperaturas mais baixas e menor quantidade de dias quentes por ano do que o

encontradas em Sergipe.
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Os isolados de C. fimbriata de erva-mate apresentaram peritécios superficiais
ou submersos no substrato, com coloragao variando de marrom a preta tanto na base
como no pescogo do peritécio assemelhando-se aos resultados de Engelbrecht e
Harrigton (2005) em batata-doce, cacau e sicbmoro, Valdetaro (2012) em seringueira,
Ferreira, Alfenas e Mafia (2013) em eucalipto e Piveta (2013) em kiwi. No entanto,
verificou-se maiores dimensdes para comprimento e largura da base ascomatal e
pescoc¢o do peritécio; resultados que se aproximam dos valores encontrados por
Firmino (2011), em eucalipto. Para os dados de largura da base e do apice do
pescoco, os valores encontrados estdo muito proximos aos valores apresentados por
Ferreira, Alfenas e Mafia (2013) e Valdetaro (2012). A hifa ostiolar é divergente,
marrom clara a hialina, ndo septada. Os valores minimos obtidos para as hifas
ostiolares estao ligeiramente abaixo dos valores encontrados por Valdetaro (2012) e
Piveta (2013), porém os mesmos encontram-se distribuidos dentro dos intervalos de
medidas minima (20 ym) e maxima (120 ym) de Engelbrecht e Harrigton (2005) ,
Valdetaro (2012), Ferreira, Alfenas e Mafia (2013) e Piveta (2013).

Os ascosporos dos isolados de erva-mate sio hialinos, pequenos, em formato
de chapéu e encontram-se acumulados em uma matriz creme na extremidade do
peritécio, com os comprimentos (3,6 — 5,9) semelhantes aos valores encontrados por
Ferreira, Alfenas e Mafia (2013) (4,5 — 8,0) e Valdetaro (2012) (5,0 — 7,0), em eucalipto
e seringueira, respectivamente. No entanto, os valores para largura foram ligeiramente
inferiores com 1,8 — 3,4 ym para os isolados deste trabalho e 3,0 — 4,0 ym para os
isolados de Valdetaro (2012), em seringueira. Os endoconidiéforos originam-se
lateralmente das hifas vegetativas, tendo o comprimento e largura acompanhando os
valores obtidos por Valdetaro (2012), Ferreira, Alfenas e Mafia (2013) e Piveta (2013),
com uma ressalva nos valores minimos encontrados para os isolados obtidos de erva-
mate onde a menor medida de comprimento foi 82% menor que os valores obtidos
por Piveta (2013). Os endoconidios sao unicelulares, hialinos a marrom claro,
cilindricos. Os aleuroconidios possuem um formato globoso a ovoide, diferenciando-
se um pouco do formato globoso a piriforme descrito por Engelbrecht e Harrigton
(2005).

Todos os isolados de C. fimbriata foram patogénicos a erva-mate, causando

a morte das mudas em até sete semanas. Nao se dispde de outras informacgdes para
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erva-mate na literatura; no entanto, Piveta (2013) testou quatro isolados de C.
fimbriata de kiwi e eucalipto, e todos os isolados utilizados causaram murcha e/ou
morte nas plantas. Diferentemente de Oliveira (2010), que avaliou agressividade de
isolados de C. fimbriata em clones de eucalipto e encontrou diferentes resultados para
cada um dos clones utilizados, demonstrando que houve comportamento diferenciado
da interacdo fungo e planta de acordo com os diferentes materiais genéticos
utilizados. Fato este observado em outro trabalho realizado por Oliveira (2016) com
isolados de C. fimbriata em Mangifera indica, sendo relatado comportamentos
diferenciados entre os isolados utilizados e as diferentes cultivares testadas. Nesses
dois trabalhos foram utilizados clones com comportamento conhecido de resisténcia

e suscetibilidade dos hospedeiros em relagao aos isolados do fungo.

Pouco se conhece sobre a resisténcia genética da erva-mate a C. fimbriata.
Neste trabalho, verificou-se que os gendtipos de alta, média e baixa cafeina foram
suscetiveis, verificando-se a morte das plantas sete semanas apés a inoculagdo. Em
outro hospedeiro, kiwi, Piveta (2003) realizou teste de resisténcia em mudas e
observou que nao houve interagao entre seus isolados de C. fimbriata e as cultivares
utilizadas no teste, ndo sendo encontrada resisténcia por parte do kiwi a agdo deste
fungo. Esse resultado se assemelha com os resultados observados em erva-mate,
onde ndo houve diferenga estatistica entre os clones utilizados, ndo havendo
interacao entre os clones e os isolados de C. fimbriata, consequentemente, todos os
clones testados foram suscetiveis ao fungo. Para testes de resisténcia genética a agéo
de C. fimbriata em eucalipto, Oliveira (2010) encontrou diferentes niveis de resisténcia
e suscetibilidade. Esses resultados encontrados por Oliveira (2010) foram obtidos
testando um maior numero de clones de eucalipto, isso contribuiu para ampliar a base
genética das plantas testadas, favorecendo a obtengdo de variabilidade para os

clones analisados.

Em outros hospedeiros, como a mangueira, Oliveira (2016) encontrou
materiais genéticos resistentes e suscetiveis a acédo de C. fimbriata, demonstrando
que mesmo com informagdes previamente obtidas, faz-se necessario o continuo
trabalho e estudos de resisténcia a acdo deste fungo, que causa muitos danos a

diversas culturas no Brasil.

Verificou-se que, neste trabalho, o uso de discos de folhas destacadas é de

facil execucao e adequado para teste de patogenicidade e resisténcia. Este método



44

tem sido utilizado para varios hospedeiros com Ceratocystis como cacau
(MAGALHAES et al., 2016) e eucalipto (OLIVEIRA, 2017) e outros patégenos, tais
como: Sphaerotheca fuliginea raga 1 em melao (COHEN, 1993), Colletotrichum
kahawae em café (SILVA et al., 2018). No entanto, o estudo da resisténcia dos clones
de erva-mate em mudas ndo mostrou correlagédo com os resultados encontrados para
os discos de folhas, onde neste ultimo houve interagéo entre patégeno e o material
genético, fato este que ndo foi observado nas mudas. Em cacaueiro, os resultados
encontrados por Magalhaes et al. (2016) mostraram correlagao das interagbes entre
patdbgeno e materiais genéticos testados, tanto nos discos de folhas quanto nas
mudas. Uma consideragéao interessante aos resultados obtidos por este autores foi o
conhecimento de um material genético resistente a agdo de Ceratocystis, que
colaborou para se ter um comparativo inicial e poder qualificar melhor os niveis de

resisténcia obtidos.



45

CONCLUSOES

As caracteristicas morfoldgicas de isolados de C. fimbriata de erva-mate sao:
peritécios com pesco¢o de marrom a preto, hifa ostiolar divergente, ascosporos
hialinos em formato de chapéu, endoconidios unicelulares, cilindricos, e

aleuroconidios com formato globoso a ovoide.

Os meios que apresentaram maiores crescimento micelial e esporulacédo de

C. fimbriata foram BDA e V8-agar;

As temperaturas 6timas para crescimento micelial e esporulagédo dos isolados

de C. fimbriata foram 22,9 °C e 22,4 °C, respectivamente;
Todos os isolados de C. fimbriata foram patogénicos a erva-mate;

Nao houve diferenca quanto a resisténcia dos clones a murcha de C. fimbriata

em mudas de erva-mate;

O método de disco de folha destacada nao apresentou similaridade a

avaliacao de resisténcia de clones em mudas de erva-mate.
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