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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil) € uma planta nativa da Floresta com
Araucaria (Floresta Ombréfila Mista), que ocorre nos estados do Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Em 2020, a produgao brasileira atingiu cerca de 954
mil toneladas de erva-mate, sendo 44,7% produzidos pelo extrativismo vegetal e
55,3% gerados por plantios de erva-mate. O Parana produziu aproximadamente 600
mil toneladas, o que corresponde a 63,1% da produgao nacional, resultando em um
valor de R$ 787 milhdes. Apesar de haver estudos especificos sobre doengas na erva-
mate, existe a necessidade de maior conhecimento sobre as doengas que ocorrem na
producao de mudas clonais. O objetivo deste trabalho foi identificar as doencgas e os
agentes causais que ocorrem nas mudas de quatro diferentes clones de erva-mate de
viveiro, em dois periodos do ano. No laboratdrio, foram realizadas analises com folhas
e estacas de erva-mate provenientes de um viveiro da regido de Guarapuava-PR.
Foram coletadas 50 folhas e 50 estacas com sintomas, aleatoriamente ao acaso em
dois periodos do ano, na primavera e no outono. Com as amostras foram realizados
ensaios de isolamento e o sequenciamento genético dos fungos mais encontrados.
Posteriormente, foi realizado o teste de patogenicidade em folhas com e sem
ferimento. Os fungos com maior frequéncia e incidéncia identificados nas folhas e
estacas analisadas foram dos géneros Fusarium e Colletotrichum, dentre os sete
fungos isolados nas amostras. As espécies identificadas por métodos moleculares
foram Fusarium oxysporum, Fusarium pseudocircinatum, Fusarium fujikuroi,
Colletotrichum sp., Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum kahawae. O teste
de patogenicidade mostrou que todas as espécies identificadas pelo sequenciamento
genético foram patogénicas a folhas de erva-mate. As espécies de maior
agressividade, inoculadas em folhas de erva-mate, foram F. oxysporum e
Colletotrichum sp. Este é o primeiro relato de F. fujikuroi e C. kahawae causando

doengas em erva-mate

Palavras-chaves: llex paraguariensis. Fusarium. Colletotrichum. Patogenicidade.



ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis A. St. Hil) is a native plant of the Araucaria Forest
(Floresta Ombrdfila Mista), which occurs in the states of Parana, Santa Catarina, and
Rio Grande do Sul. In 2020, Brazilian production reached about 954,000 tons of yerba
mate, 44.7% produced by vegetal extractivism and 55.3% generated by yerba mate
plantations. Parana produced approximately 600,000 tons, which corresponds to
63.1% of the national production, resulting in a value of R$ 787 million. Although there
are specific studies on diseases in yerba mate, there is a need for more knowledge
about the diseases that occur in the production of clonal seedlings. The objective of
this work was to identify the diseases and causal agents that occur in the seedlings of
four different clones of yerba mate from nurseries, in two periods of the year. In the
laboratory, analyses were performed on yerba mate leaves and cuttings from a nursery
in the Guarapuava-PR region. Fifty leaves and 50 symptomatic cuttings were randomly
collected in two periods of the year, spring and fall. With the samples, isolation and
genetic sequencing tests of the most commonly found fungi were performed.
Subsequently, a pathogenicity test was performed on leaves with and without lesions.
The fungi with the highest frequency and incidence identified on the leaves and cuttings
analyzed were from the genera Fusarium and Colletotrichum, among the seven fungi
isolated in the samples. The species identified by molecular methods were Fusarium
oxysporum, Fusarium pseudocircinatum, Fusarium fujikuroi, Colletotrichum sp.,
Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum kahawae. The pathogenicity test
showed that all species identified by genome sequencing were pathogenic to yerba
mate leaves. The most aggressive species inoculated on yerba mate leaves were F.
oxysporum and Colletotrichum sp. This is the first report of F. fujikuroi and C. kahawae

causing diseases in yerba mate

Key words: Yerba mate. Fusarium. Colletotrichum. Pathogenicity
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1. INTRODUGAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil) € uma planta nativa da Floresta com
Araucaria (Floresta Ombréfila Mista) e sua distribuicdo natural ocorre no Brasil,
Uruguai, Argentina e Paraguai. No Brasil, a erva-mate € encontrada nos trés estados
da regiao Sul, (Parana, Santa Catarina e Rio Grande de Sul), além do estado do Mato
Grosso do Sul e em pequenas areas nos estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais.
A espécie é fonte de varios produtos utilizados na industria alimenticia, quimica e
farmacéutica. As folhas e ramos sao normalmente utilizados em sua forma natural,

como exemplo com o chimarrao, chas e tereré (DANIEL, 2009).

A produgéo de erva-mate também é responsavel pela preservagédo de grande
parte dos fragmentos florestais, principalmente nas florestas de araucaria, ainda
existentes no pais. Além disso, a exploracédo do erval nativo € a atividade extrativista
que menos utiliza produtos quimicos, e quando bem manejada pode ser um dos
sistemas mais sustentaveis do pais (MEDRADO E VILCAHUAMAN, 2014).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de erva-mate do mundo, tendo
produzido aproximadamente 880 mil toneladas produzidas no ano de 2019 (SIDRA,
2022). O segundo maior produtor é a Argentina, com producao de 840 mil toneladas,
e em terceiro, o Paraguai com cerca de 170 mil toneladas (DERAL, 2020). Observa-
se um crescimento da produgao e produtividade dos ervais brasileiros ao longo dos

anos da ultima década.

A producdo de mudas de erva-mate € uma das etapas mais importantes na
implantagao da cultura, pois o sucesso da producao esta diretamente relacionado a
qualidade destas. As mudas seminais, provenientes de sementes, ainda sado as mais
utilizadas na cultura. No entanto, os sistemas de produgao de mudas tém apresentado
avancos importantes em relagdo as técnicas de produgdo para as fases de
desenvolvimento das mudas nos viveiros. A adogao de boas praticas nos viveiros e a
producado de mudas clonais de maior qualidade genética, fisioldégica e sanitaria, reflete

em um aumento da produtividade e qualidade dos ervais (WENDLING et al., 2020).

Segundo Vargas (2020), a principal doenga da erva-mate no Brasil é a

fusariose, que é causada por Fusarium spp., que pode causar até a morte da planta.
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A doenga pode afetar desde plantulas e mudas em viveiros, até arvores adultas em
ervais. Destaca-se que ervais atacados pela podriddo-de-raizes podem ter perdas de
até 30% de produtividade (POLETTO et al., 2006).

Diversos estudos vém sendo realizados de modo a identificar os fungos
incidentes na cultura da erva-mate, principalmente na regido Sul do pais. Cabe
salientar, que nao foi identificado nenhum estudo com mudas clonais. As amostras
avaliadas de erva-mate podem consistir em partes da planta como folhas, raizes,
sementes, frutos, flores, plantulas e mudas, ou no substrato, solo e recipiente em que
as plantas sao cultivadas. O fungo mais presente nos estudos referentes a fungos em
erva-mate no Brasil foi Fusarium sp. (PIASSETTA et al., 2021).

Apesar de haver estudos especificos sobre doencas na erva-mate, existe a
necessidade de maior conhecimento sobre as doencas que ocorrem na producao de

mudas clonais.

1.1.  OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi identificar os agentes causais das doengas que
ocorreram em mudas de quatro diferentes clones de erva-mate de viveiro, em dois

periodos do ano. Os objetivos especificos foram:

e I|dentificar os principais fungos associados com a mortalidade em estacas
clonais de erva-mate, em nivel de espécie;
e Analisar o efeito da época do ano na frequéncia dos fungos isolados;

¢ Analisar a patogenicidade dos isolados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A erva-mate, llex paraguariensis A. St. Hil € uma planta originaria do Brasil,
Argentina e Paraguai, a qual possui folhas que sdo consumidas muitas vezes em sua
forma natural. O produto ¢é utilizado desde os povos nativos, passando depois para os
europeus que colonizaram o Brasil a partir do século XVI. Também pode ser
denominada cha-de-Paraguai, cha dos jesuitas, erva do diabo, yerba-santa e outros
nomes (DANIEL, 2009).

2.1. ERVA-MATE NO BRASIL

O Brasil se tornou nos ultimos anos o maior produtor de erva-mate do mundo,
seguido da Argentina e do Paraguai, com produc¢ao no ano de 2019 de 880 mil, 840 mil
e 170 mil toneladas, respectivamente (DERAL, 2020).

O pais apresentou um aumento de aproximadamente 25% na producdo de
erva-mate entre os anos de 2015 e 2020, com consequente aumento no valor de
produgéo total, de acordo com os dados apresentados no SIDRA (2021). A produgao
de erva-mate no pais gerou uma renda de aproximadamente 560 milhdes de reais em
2020, corresponde a 11,8% do valor da produgéo total da extracdo vegetal nacional
nao madeireiro, que consiste na coleta de produtos em matas e florestas. No Parana,
o valor da produgédo da erva-mate é expressivo e atingiu 84,7% do valor total da
extracao vegetal do Estado, em 2020 (SIDRA, 2021).

Em 2020, a producéo do Brasil atingiu cerca de 954 mil toneladas de erva-mate,
sendo 44,7% produzidos pelo extrativismo vegetal e 55,3% gerado por plantios de
erva-mate. A produgao da cultura gerou uma renda total de 1,36 bilhdes de reais em
2020, tanto para o extrativismo vegetal quanto para lavouras permanentes. Em
relacédo ao extrativismo vegetal, a produgdo de erva-mate foi 11,8% do valor total
arrecadado no Brasil. Por outro lado, para as lavouras permanentes, a erva-mate
apresentou baixo destaque, com menos de 1% do valor total da produgéo (IBGE,
2022).

O pregco da erva-mate no mercado internacional apresentou tendéncia de

crescimento nos ultimos anos devido ao aumento na procura pelos exportadores e
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pela qualidade do produto. No ano de 2019, o Brasil exportou 35.285 toneladas de
outros tipos de mate como chimarrao, cha e tereré. O valor de exportacdo da erva-
mate foi de US$ 79.038 milhdes. O pais que mais importa do Brasil é o Uruguai,
responsavel por 80% de todo produto exportado. Os outros paises com destaque na
importagdo da erva-mate sado Chile, Estados Unidos, Alemanha e Espanha
(DERAL, 2020).

2.2.  ERVA-MATE NO PARANA

Nos municipios produtores de erva-mate no Parana, a cultura apresenta um
grande valor econdmico e cultural. O estado apresenta 138 municipios que a
produzem, sendo que a regido Sul do estado € a principal produtora. Os nucleos que
se destacam sao Unido da Vitéria, Guarapuava e Irati, e sendo responsaveis por 88%
do valor bruto da produgdo (DERAL, 2020).

Na cidade de Curitiba, capital do Parana, foi onde se instalaram os primeiros
engenhos do estado, sendo que no ano de 1870 os engenhos passaram a ser a vapor,
representando uma evolugao na industria paranaense do mate. A riqueza gerada pela
erva-mate possibilitou o desenvolvimento do Parana e de sua infraestrutura de
transporte como estradas, hidrovias e ferrovias, como a ferrovia Curitiba-Paranagua.
Uma das maiores industrias de beneficiamento da erva-mate, a empresa Matte Leéo,
foi fundada em Curitiba no ano de 1901. A criagcao da Universidade Federal do Parana

também foi proporcionada pela economia ervateira do estado (WACHOWICZ, 1983).

O Parana tem grande destaque na producdo de erva-mate nacional,
classificado em 2020 como estado com maior area plantada destinada a colheita do
pais. O Parana apresenta aproximadamente 30 mil hectares de ervais, o que
corresponde a 41,4% da plantagao de erva-mate do territorio nacional (IBGE, 2020).
Segundo DERAL (2020), a cultura sempre teve um papel muito importante no Parana
e na regiao Sul do Brasil, devido a geragao de emprego e renda ao longo de toda sua
cadeia produtiva. Além disso, a erva-mate representa sustentabilidade pela
conservagao da fisionomia vegetal nativa, uma vez que grande parte da produgao é
obtida através de ervais nativos ou sombreados. Da producédo de erva-mate do ano
de 2020 no Parana, cerca de 62% da producgao foi proveniente do extrativismo vegetal

de ervais nativos, e 38% de ervais plantados (SIDRA, 2020).
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Ainda em 2020, o Parana se destacou como o maior produtor de erva-mate do
Brasil, com producédo de aproximadamente 600 mil toneladas, o que corresponde a
63,1% da producgao nacional. A produgao estadual proveniente de ervais nativos ou
adensados da erva-mate correspondeu a 372 mil toneladas, o que representou 87,4%
da producgao nacional. Por outro lado, a produgao de ervais plantados foi de 228 mil
toneladas, que no cenario nacional corresponde a 43,4%. O valor da produgdo no
Parana em 2020 atingiu o valor de R$ 787 milhdes (IBGE, 2022).

Os produtores do estado estdo buscando a aplicagédo de novas tecnologias e
procedimentos de manejo, como adubacgéao, podas e renovagao dos ervais, 0s quais
agregam valor e mercado. Em 2019, foram exportadas 2.857 toneladas de outros tipos
de mate, como chimarrao, cha e tereré, mesma quantidade exportada no ano de 2018.
O valor das exportagdes atingiu US$ 6,5 milhdes. O principal pais comprador foi o
Uruguai com 51% do produto, seguido do Chile com 22%. Outros paises como
Estados Unidos, Alemanha e Franga também possuem papel importante nas
exportacdes. A quantidade de mate cancheado que foi exportada pelo Parana em
2019 foi de 279 toneladas, totalizando US$508 mil, com destaque para a Alemanha
com 32% das exportacdes nesta modalidade (DERAL, 2020).

2.3. PRODUCAO DE MUDAS EM VIVEIROS

A producgdo de mudas de erva-mate é uma das etapas mais importantes das
atividades relacionadas ao cultivo, uma vez que a qualidade e produtividade dos

ervais esta diretamente ligada a qualidade das mudas.

Segundo Poletto (2010a), a elevada contaminagao por patégenos do sistema
radicular em frutos, sementes, mudas e substrato, sdo as possiveis fontes de inéculo
da doenca em viveiro. Algumas medidas relacionadas ao manejo integrado de
doencgas devem ser utilizadas para reducao da contaminagéo, como a adog¢ao de nova
técnica de beneficiamento e estratificacdo das sementes, realizagcado de tratamentos
antes da estratificacédo, utilizacédo de substrato livre de patdgenos, realizagdo de
analise sanitaria das mudas por profissional habilitados antes de serem levadas para

0 campo, entre outras.

De acordo com o Manual de Producdo de Mudas Clonais de Erva-Mate,

desenvolvido pela Embrapa Florestas (WENDLING et al., 2020), os viveiros para
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produgcdo de erva-mate devem estar cadastrados e registrados nos o6rgaos
competentes, como no Registro Nacional de Sementes e Mudas. Para garantir uma

producéo de qualidade, os viveiros devem apresentar:

e Sistema de drenagem adequado;

e Sementes ou materiais vegetativos com procedéncia qualificada;

e Substratos adequados ao método de propagagao empregado;

e Aplicacao de técnicas e manejo com a finalidade de produzir mudas com
qualidade genética e sanitaria superiores;

e Realizagao de praticas de irrigacéo e adubacéo;

e Aplicacao de boas praticas, de acordo com as recomendacgdes de pesquisas

para a produc¢ao de mudas de erva-mate.

Nesse cenario, o viveiro em estudo utiliza a técnica de propagacao vegetativa
por miniestaquia proveniente de mudas de minijardim clonal. A propagacao vegetativa
permite a manutencdo das caracteristicas da planta matriz, gerando uma maior
uniformidade na produg¢do. Para miniestaquia, os materiais sdo selecionados pela
qualidade e caracteristicas desejaveis, uma vez que as mudas geradas sao
geneticamente idénticas ao clone. Apesar de normalmente do custo de produgao com
esta metodologia ser mais alto, as vantagens sdo que o erval € homogéneo e
uniforme, facilitando aspectos relacionados ao manejo como adubagado, poda e
colheita. Além disso, é possivel ter plantas com maior vigor e potencial de produgao
de massa foliar, gerando maior produtividade e rentabilidade dos plantios de erva-
mate (WENDLING et al., 2020).

Segundo Wendling et al. (2020), o local de implantagdo do viveiro também é
um fator essencial devido as variaveis climaticas como incidéncia de radiagao,
umidade e vento, além de caracteristicas do terreno como as condi¢gdes de drenagem,

que refletem nos aspectos fitossanitarios.

Os recipientes utilizados para producao de mudas e o substrato utilizado
também sao fatores importantes. Wendling et al. (2020) recomendam o uso de tubetes
plasticos pelas suas vantagens como: melhor uso da area do viveiro, facilidade
operacional e de manejo, reutilizacdo das embalagens, melhor ergonomia e melhor
desenvolvimento radicular das mudas. Em relagao ao substrato, este deve ser isento

de semente de plantas espontaneas, pragas e fungos patogénicos, para evitar a
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incidéncia de doengas e a competicdo por agua e nutrientes. Nao € recomendado o
uso de terra com materiais organicos como substrato devido a questdes ambientais e
maior ocorréncia de doencas (WENDLING et al, 2020).

2.3.1. Clones de erva-mate

As mudas clonais vém aumentando sua participagéo nos plantios de ervais por
possuirem vantagens como: maior uniformidade, maior produtividade e caracteristicas
especificas, como o sabor da erva. Dentre os principais clones produzidos no estado

do Parana, tem-se o Aupaba, Yari, 408 e 409, que s&o abordados na sequéncia.

O clone BRS BLD Aupaba, produzido pela Embrapa Florestas e Baldo S/A
Comeércio, Industria e Exportagdes, foi selecionado de erval nativo do municipio de
Sao Mateus do Sul-PR. A produtividade esperada em 18 meses para cultivo
sombreado entre 30% e 50%, e em pleno sol é de 15.000 kg ha-! e 25.000 kg ha™,
respectivamente. Para essa produtividade € considerado um plantio de elevada
adocéo tecnolégica (WENDLING et al., 2017a).

O clone BRS BLD Yari, produzido pela Embrapa Florestas e Baldo S/A
Comeércio, Industria e Exportagdes, apresenta uma produtividade esperada de 24.000
kg ha™' de massa verde a cada 18 meses, em manejo adequado, sob pleno sol ou
com sombreamento de até 30% (WENDLING et al., 2017a).

O clone BRS 408 foi obtido de um individuo procedente de Cascavel-PR e
propagado por miniestaquia. A produtividade esperada para este clone € de 18.000
kg ha' de massa verde, a cada 18 meses, em plantio com manejo adequado sob
pleno sol ou sombreamento de 30% (WENDLING et al., 2017b).

O clone BRS 409 teve procedéncia de um individuo de Bocaiuva do Sul-PR,
em que com as técnicas apropriadas de manejo espera-se atingir uma produtividade
de 24.000 kg ha' em um periodo de 18 meses sob pleno sol ou sombreamento de
30% (WENDLING et al., 2017b).
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2.4. DOENCAS NA ERVA-MATE

A erva-mate tem como ambiente de ocorréncia natural a Mata Atlantica, que
possui grande biodiversidade, e que contribui para as diferengas morfolégicas
observadas nas plantas. S&do exemplos a altura, tamanho da arvore, formato das
folhas, e também a suscetibilidade a doencgas e pragas, que dependem do ambiente
que estdo inseridas. Fatores climaticos e variagdes genéticas das populagdes

influenciam diretamente nas caracteristicas das plantas (COELHO et al., 2002).

O que também interfere nos problemas encontrados na produgéo de erva-mate
é o sistema de cultivo. De acordo com Borges et al. (2011), ervais nativos apresentam
menor ocorréncia de pragas quando comparados com ervais adensados. Cabe
salientar que a rentabilidade do erval adensado é superior ao nativo, mas apresenta
maiores problemas com pragas. Por isso, devem ser controlados com estratégias
integradas de manejo, de modo a atender os requisitos de producéao, rentabilidade

econdmica e manuteng¢ao do equilibrio ecologico do ecossistema.

O grande numero dos insetos encontrados na cultura de erva-mate ndo causa
danos econémicos significativos devido ao baixo nivel populacional, sendo necessario
apenas um monitoramento frequente para manter o desequilibrio. Com relagao a
sanidade na erva-mate, as doengcas de maior ocorréncia na produgao s&o
relacionadas aos fungos (DANIEL, 2009).

Os maiores problemas com doengas fungicas na erva-mate normalmente
ocorrem em viveiros de producdo de mudas clonais, pois estes combinam as
condi¢des favoraveis para a disseminagao dos problemas, como alta temperatura e
umidade. As doencgas principais encontradas em erva-mate sao a podridao de estacas

e miniestacas, podridao de raizes, pinta preta e antracnose (WENDLING et al., 2020).

2.4.1. Podriddo de estacas e miniestacas

A podriddo de estacas e miniestacas € causada por fungos dos géneros
Colletotrichum, Cylindrocladium, Fusarium e Rhizoctonia, sendo o principal sintoma
uma leséo escura que evolui da base para o apice da estaca (AUER & SANTOS,

2016). A doencga pode ocorrer proximo ao substrato ou em regides superiores da
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estaca. A lesdo ataca os tecidos da planta e impede o enraizamento levando a morte
das gemas devido a queda das folhas (AUER & SANTOS, 2016).

Os fatores que propiciam a doenca sao: a presenca de contaminagcdo no
substrato, tubetes, bandejas, material genético ou minijardim e excesso de umidade.
Para controle do patégeno € necessaria a melhoria do manejo e da estrutura do
viveiro. Dentre os principais itens, destacam-se: um adequado sistema de drenagem
em relagao ao substrato, limpeza e desinfestacao de materiais utilizados no processo
produtivo, limpeza da casa de vegetacédo, utilizagcdo de substrato estéril, coleta de
cepas com qualidade e remogao de mudas e folhas mortas e caida (WENDLING et
al., 2020).

2.4.2. Podridao de raizes

O principal fungo associado a doenga podridao de raizes é pertencente ao
género Fusarium. A doencga foi constatada inicialmente no estado do Parana na
década de 1990, causada por Fusarium sp. (AUER & SANTOS, 2016). No Rio Grande
do Sul, a doencga foi identificada em 2006 por Poletto et al. (2006), causada por
diferentes espécies do género Fusarium, além de Pythium sp. e Rhizoctonia sp. No
entanto, os autores indicaram que os sintomas foram observados na regidao desde
1996.

Segundo Paula et al. (2018), Fusarium é o patégeno mais abundante em
viveiros e ervais e se destaca em relagdo aos demais fungos. Os principais sintomas
da podridao de raizes ocorrem no sistema radicular, com lesées necréticas que

provocam o escurecimento e podridao da parte aérea (AUER & SANTOS, 2016)).

Nos viveiros de erva-mate observados por Poletto (2010b) foi constatada alta
porcentagem de sementes infectadas por Fusarium e Rhizoctonia, indicando que a
infecgao se inicia na fase de flores e frutos. Além disso, a técnica de beneficiamento
e estratificacdo de sementes, que é utilizada por viveiristas contribui para o aumento
da incidéncia de patdégenos. Além das sementes, o autor também observou que
plantulas e mudas no final do ciclo de viveiro podem apresentar incidéncia por

patdogenos nas raizes, mesmo sem apresentar sintomas de podridao de raizes.
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Poletto et al. (2015) estudaram a podridéo de raizes em erva-mate em viveiro
e em ervais no Rio Grande do Sul, pela analise de flores, frutos, sementes, plantulas,
mudas e substrato. Os autores identificaram os géneros Fusarium, Rhizoctonia e
Pythium, sendo que Fusarium spp. e Rhizoctonia sp. foram os principais patégenos
incidentes nas sementes de erva-mate. Em relagao as sementes, foi identificado que
o0 método de estratificagdo utilizado pelos viveiristas gerou um aumento significativo
da contaminacéo por patdégenos, com incidéncia de 100% das sementes no momento
da semeadura. Os autores constataram que 80% das flores estavam contaminadas.
A presenca de Fusarium nas flores e substrato pode indicar que estes sao portas de

entrada para o patégeno.

Oliveira et al. (2015) realizaram analises de sementes e frutos de erva-mate
coletados em municipios do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Foram identificados
seis fungos, sendo Alternaria sp., Penicillium sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp.,
Phomopsis sp. e Trichoderma sp. O principal fungo foi o Penicillium sp. e o Fusarium

sp. foi detectado tanto em frutos como em sementes, de um dos lotes avaliados.

Pimentel et al. (2006) realizaram a identificagdo dos fungos presentes em folhas
de erva-mate no municipio de Colombo-PR, com a comparacgéao de ervais nativos e
plantados. Os autores identificaram que a maior diversidade de fungos ocorreu em
folhas de ervais adultos em florestas nativas. Mesmo apresentando maior diversidade
de patdégenos, os ervais nativos apresentaram maior potencial para biocontrole

quando comparado com ervais plantados.

Segundo Poletto (2010b), a n&o uniformidade do substrato observado em
viveiros em relacdo aos elementos quimicos, como altos teores de nutrientes, pode
contribuir para a predisposicdo das mudas as doencgas. Além disso, a matéria organica
€ a que mais influéncia na populacado de Fusarium no solo, além dos teores de calcio

e fésforo no solo.

Paula et al. (2017) avaliaram os fungos presentes em amostras de solo de
ervais localizados no Rio Grande do Sul. O principal género identificado foi Fusarium
sp., além de Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp., Verticillium sp., Botrytis
sp., Phomopsis sp. e Rhizopus sp. Alguns fungos identificados ndo causam prejuizos
para a cultura, como o género Trichoderma sp. com alto percentual nas amostras, que
apresentam potencial de biocontrole das espécies do género Fusarium, que sao

prejudiciais a cultura da erva-mate.
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Borges et al. (2011) também detectaram que géneros de fungos identificados
podem ser utilizados para o controle de pragas e doengas da erva-mate. Os autores
avaliaram amostras de solo de um erval de Santa Catarina coletados nas quatro
estagdes do ano, e identificaram Aspergillus sp., Penicillium sp., Acremonium sp.,
Cladosporium sp., Fusarium sp., Paecilomyces sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp.,
Metarhizium sp., Gliocladium sp. e Lecanicillium sp. O fungo Fusarium sp. foi
identificado somente nas estagcdes de verao e inverno, e Aspergillus sp., Penicillium

sp. foram encontrados em todas as estacdes avaliadas.

Plantas de erva-mate que sao submetidas aos menores niveis de
sombreamento ou a pleno sol apresentaram um desenvolvimento prejudicado e
ficaram mais suscetiveis a doenca podridao de raizes (POLETTO, 2008). Poletto et
al. (2010c) avaliaram o cultivo de erva-mate a pleno sol e com sombreamento de 26%,
41%, 84% e 95% em mudas inoculadas com isolados de F. oxysporum e F. solani. Os
autores concluiram que o maior crescimento, desenvolvimento e resisténcia da erva-

mate ocorreram com 0s maiores niveis de sombreamento.

Mezzomo et al. (2018a) avaliaram o crescimento e esporulagdo de Fusarium
spp. em diferentes meios e niveis de luminosidade. Independente do meio de cultura,
a maior concentragcdo de esporos de Fusarium ocorreu sob luz continua, indicando
que culturas a pleno sol podem estar mais suscetiveis a doenca. Poletto (2008) testou
bioprotetores comerciais nos testes realizados no controle da podridao-de-raizes na

erva-mate, porém nao foram eficientes para as condigdes do experimento.

Piassetta et al. (2021) realizaram uma revisdo bibliografica sobre o tema de
doengas fungicas na erva-mate, com a apresentacdo dos principais estudos

relacionados aos fungos do género Fusarium (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 — Principais estudos sobre Fusarium sp. no Brasil

Autor Estado Tipo de amostra Patégeno

F. oxysporum, F. solani,

Poletto et al. (2006) RS Solo, raiz e planta F. decemcellulare, F. tabacinum. e
F. tricinctum.
Poletto et al. (2010b) RS Solo e mudas F. oxysporum e F. solani
Poletto et al. (2012) RS Raizes e planta F. oxysporum e F. solani
Mezzomo et al. (2018a) RS Raizes e mudas F. oxysporum e F. solani
Mezzomo et al. (2018b) RS Isolados F. oxysporum e F. solani

F. solani, F. decemcellulare,

Vargas (2020) PR Raizes e sementes F. sterilihyphosum, F. graminearum,

Vargas (2020) avaliou diferentes espécies de isolados de Fusarium para
realizagdo de teste de patogenicidade na erva-mate. As espécies de Fusarium
avaliadas foram: F. sterilihyphosum, F. decemcellulare, F. tucumaniae, F. cortaderiae,
F. graminearum, F. striatum, F. ambrosium, F. virguliniforme, F. brasiliense, F.
cuneirostrum, F. phaseoli, F. falciforme, Nectria plagianthi, F. asiaticum, F. boothii, F.
austroamericanum, F. meridionale, F. acaciae-mearnsii, F. brasilicum, F.
mesoamericanum, F. staphyleae, F. solani, F. proliferatum, F. verticillioides, F.
anthophilum, F. chlamydosporum, F. globosum, Giberella fujikuroi, F. fujikuroi, F.
subglutinans, F. circinatum, F. nygamai, F. guttiforme, F. bulbicoa, F. udum, F.
acutatum, F. pseudocircinatum, F. nisikadoi, F. thapsinum e F. sacchari. Os resultados
demonstraram que F. decemcelullare e F. solani foram associadas com a
patogenicidade em raizes, enquanto F. sterilihyphosum e F. graminearum foram os
causadores da fusariose de sementes em erva-mate. A autora também identificou pela
primeira vez o fungo F. sterilihyphosum como agente causal de doencas relacionadas

ao Fusarium.

2.4.3. Antracnose

A antracnose é uma doenga causada pelo fungo Colletotrichum sp. e ocorre
principalmente nas partes tenras das plantas, como brotagcbes e ramos jovens. Nas
sementeiras, a doenga pode queimar o apice das plantas impedindo seu crescimento.

Os principais sintomas sdo manchas escuras e irregulares que ocorrem normalmente
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nas bordas e deformam as folhas jovens. Plantas em ambientes com muita umidade
podem apresentar sinais do patégeno na forma de massa de conidios de coloragao
amarelo-alaranjada (AUER & SANTOS, 2016). O que favorece o aparecimento da
doenca sdao o excesso de umidade e sombreamento, e estresses fisicos, como
geadas, que aumentam a possibilidade de infeccéo pelo fungo (WENDLING et al.,
2020).

O controle da antracnose pode ser realizado pela desinfestagao do substrato e
dos recipientes antes da semeadura, adubagéo nitrogenada e selegéo de plantulas
sadias (AUER & SANTOS, 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AREA DE ESTUDO

Os estudos das patologias em mudas de erva-mate foram realizados no
Laboratério de Patologia Florestal da Embrapa Florestas, Colombo-PR. As amostras
sintomaticas de erva-mate foram coletadas no viveiro comercial da empresa Golden
Tree, no municipio de Guarapuava-PR. O viveiro Golden Tree produz mudas de
diferentes espécies florestais, e entre elas a erva-mate, com diferentes clones. A

produgcao de mudas de erva-mate ocorre por miniestaquia.

O municipio de Guarapuava esta a uma altitude de 1098 m, na regido Centro-
Sul do estado do Parana (IPARDES, 2018). Segundo a classificagdo climatica de
Kbppen, seu clima predominante € o Cfb (clima temperado), com temperatura média
no més mais frio abaixo de 18 °C, com verdes frescos e sem estacao seca definida
(IAPAR, 2021).

O processo de miniestaquia é feito conforme Wendling et al. (2020) e consiste
em obter mudas por estaquia a partir de uma planta matriz, a qual tem as
caracteristicas desejadas, localizada em um minijardim clonal para produgdo de
brotos. A partir dos brotos da matriz, sdo coletadas brotacbes denominadas
miniestacas para a formacao de novas mudas. As brotacdes sao plantadas em tubetes
com substrato apropriado e mantidas na casa de vegetacéo para o seu enraizamento.
ApOs o0 enraizamento, as mudas s&o levadas para casa de vegetagcdo com umidade e
temperatura controladas, protegidas das intempéries para a sua aclimatagédo e
crescimento. Depois de aclimatadas é feita a selecdo das mudas, sendo que as mortas
ou com algum problema fitossanitario sdo descartadas. As mudas que apresentam as
caracteristicas desejadas, como um bom enraizamento, boa formagao da parte aérea
e livre de patdgenos séo levadas a rustificagdo em sol pleno, para entdo estarem aptas

para plantio definitivo em campo.

Dentre os clones de erva-mate produzidos pelo viveiro, os clones avaliados
neste estudo foram BRS BLD Aupaba, BRS BLD Yari, BRS 408 e BRS 409,
produzidos pela Embrapa Florestas e parceiros. A descri¢éo dos clones € apresentada

no item 2.3.1.
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A Figura 3.1 apresenta o minijardim clonal de erva-mate, de onde foram
retiradas as estacas (Figura 3.1a) para a produ¢do de mudas. Pode-se observar
algumas mudas de erva-mate na casa de vegetacdo (Figura 3.1b) com folhas

apresentando sintomas de necrose e morte.

Figura 3.1 — Vista geral do jardim clonal e identificagdo de mudas com sintomas de necrose e morte

de folhas e de estacas

Legenda: (a) Minijardim clonal; (b) Casa de vegetagdo com mudas clonais doentes.
Fonte: O autor (2022).
O presente estudo se deu pelo fato de o viveiro estar encontrando dificuldades
em seu sistema produtivo, com alta mortalidade das miniestacas de erva-mate.
Durante a visita foi possivel identificar alguns problemas no processo produtivo que

podem contribuir para o aparecimento de doengas nas mudas de erva-mate, como:

e Tubetes muito proximos entre si, o0 que gera baixa ventilacdo e
sombreamento das mudas;

e Bandejas muito proximas ao solo, que pode ocorrer contaminagao por
respingos nas mudas durante a irrigacao;

e Excesso de folhas mortas, que podem ser possivel fonte de indculo de
patogenos e de doencas.
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3.2. COLETA DE AMOSTRAS DE MATERIAL DOENTE

As coletas foram realizadas em duas épocas do ano, a primeira foi em 19 de
outubro de 2020 e a segunda em 26 de abril de 2021. O objetivo da realizagao de
duas coletas foi avaliar as doengas e sua incidéncia em duas épocas diferentes do

ano, sendo primavera e outono.

No viveiro foram coletadas folhas e estacas com sintomas caracterizados por
podriddo basal, podriddo mediana das miniestacas ou que apresentavam folhas com
manchas. Tentou-se verificar a presenga de reboleiras de miniestacas com podridao
estacas mortas, folhas com manchas e folhas caidas. A ocorréncia destes sintomas
estava presente por toda a casa de vegetagao e, em uma observagao preliminar, os
sintomas apresentavam as caracteristicas de doencas como antracnose e fusariose.
A coleta das amostras foi realizada ao acaso, percorrendo-se toda a estrutura da casa

de vegetacao.

Para a avaliagao nas duas coletas foram retiradas amostras de 4 diferentes
clones de erva-mate, sendo: Aupaba, Yari, 408 e 409. Em cada coleta, ocorreu a
retirada de aproximadamente 50 folhas e 50 estacas de mudas de erva-mate com
sintomas, para cada clone. O material coletado foi separado por clone, colocado em
sacos plasticos e acondicionados em caixa de isopor para preservagao do material
até sua analise laboratorial. As analises foram realizadas na Embrapa Florestas, no

dia seguinte ao de sua coleta.

3.3. ISOLAMENTO DOS FUNGOS

Para a realizacédo do estudo foram adotados dois procedimentos de isolamento
dos fungos: isolamento direto (material em camara umida) e isolamento indireto. Estes
procedimentos foram baseados na metodologia proposta por Alfenas et al. (2016b).
Antes de realizar as analises de isolamento direto e indireto, todos os materiais
coletados foram desinfestados com a imersdao em alcool 70% por 30 s e
posteriormente em solugéo de hipoclorito de sédio a 1% por 1 min. Na sequéncia, foi

realizada a lavagem com agua ultrapurificada estéril.
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3.3.1. Isolamento direto

Para a metodologia da camara umida, o material coletado foi disposto em
caixas de gerbox com o objetivo de formagao das estruturas reprodutivas e posterior
identificagdo. As amostras de estacas e folhas foram isoladas separadamente. As
caixas foram desinfestadas com o uso de solugédo de hipoclorito de sédio a 1%. Foi
utilizado papel mata-borrao esterilizado em autoclave a 120 °C e 1 atm por 20 min, e
posteriormente umedecido com agua ultrapurificada estéril. Em cada caixa foram
colocadas de 3 a 5 folhas ou estacas desinfestadas sobre o papel umedecido. As
folhas e estacas foram dispostas de maneira que nenhuma delas ficasse sobreposta
as outras. As caixas foram fechadas e envoltas com filme de PVC e acondicionadas
em estantes com iluminacao continua com lampadas de LED a temperatura ambiente.
O periodo de incubacao foi de 7 a 14 dias, de modo a possibilitar a formacao de

estruturas reprodutivas e posterior identificagdo dos fungos.

3.3.2. Isolamento indireto

O isolamento indireto foi realizado com pedacos circulares de folhas com 5 mm
de diametro produzidos com a utilizagao de um furador de rolha e se¢cdes das estacas
cortadas com bisturi. O furador e o bisturi foram esterilizados por flambagem, apés a
cada uso. As amostras utilizadas apresentavam tanto uma parte sadia, como a parte
doente, e foram desinfestadas conforme abordado anteriormente. Para cada clone, as
amostras foram dispostas em dez placas de Petri com meio de cultura, com cinco

pedagos em cada (Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Placa de Petri com amostras circulares de folha de erva-mate para isolamento indireto

O meio utilizado nas placas de Petri plasticas foi o meio batata-dextrose-agar
(BDA), preparado com 42 g de extrato comercial e 1.000 mL de agua ultrapurificada,
e adigdo de antibidtico. O meio de cultura BDA foi esterilizado em autoclave por 20
min, depois foi suplementado com antibiéticos (ampicilina 80 ppm e cloranfenicol 40
ppm) e vertido nas placas de Petri. A colocagao das amostras de folhas e estacas nas
placas foi realizada em uma camara de fluxo laminar para reducédo de contaminacao.
Posteriormente, as placas foram identificadas, vedadas e acondicionadas na camara
de crescimento do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), a temperatura de 25 £ 2
°C e fotoperiodo de 12 h luz/escuro, por 7 dias. Apds o crescimento das colénias dos

fungos, estes foram repicados para obtengao de culturas puras.

3.4. IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

A identificagdo preliminar dos fungos foi realizada apos a purificagdo das
culturas obtidas no primeiro isolamento indireto. Para tal, retirou-se um pedaco do
micélio, juntamente com o meio de cultura das placas, colocou-se em laminas para

microscopia e preparadas as laminas semipermanentes.

O procedimento de ensaio foi baseado na técnica apresentada por Alfenas et
al. (2016a), que consiste em utilizar uma lamina de vidro para a colocacédo das
estruturas fungicas, sua coloracdo com uma solugao de lactoglicerol mais azul de
metileno e recobrimento com uma laminula de microscopia. Para auxiliar a

identificagao dos fungos foram utilizadas as descri¢gdes de fungos de Barnett e Hunter
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(1972), com a observacédo das laminas através de microscopio 6tico em aumentos de
100x e 400x.

Apos a identificagdo dos fungos, optou-se por trabalhar somente com fungos
dos géneros Fusarium e Colletotrichum, devido a maior frequéncia de isolados e por
se tratar de fungos que sao frequentes agentes causais de doengas e danos na cultura

da erva-mate.

Deste modo, foram selecionados oito isolados identificados preliminarmente
como Fusarium sp. e quatro isolados de Colletotrichum sp. para serem identificados
por sequenciamento genético. A escolha desses isolados se deu a partir da variagéao
dos tipos de esporos e da coloragao dos diferentes morfotipos, de modo a avaliar

também se a variacdo cromatica poderia indicar espécies diferentes.

Posteriormente, foi realizado o cultivo monospoérico para obtencido de cultura
pura, de somente um unico isolado por espécie. O procedimento consistiu em retirar
massas de esporos de culturas puras do fungo em questédo, diluir em gota de agua
estéril e distribuir os esporos diluidos, na superficie da placa de Petri com meio de
cultura BDA, utilizando uma alga de Drigalsky. Apds a germinagao, com o uso de um
microscopio 6tico em aumentos de 100x, o esporo foi localizado e a superficie do meio
sob o esporo foi cortada com auxilio de uma agulha esterilizada. O conjunto composto
por meio de cultura e esporo germinado foi transferido para uma nova placa com meio

de cultura BDA, obtendo-se uma cultura monospérica.

Para a identificagcdo molecular, os isolados foram repicados em meio BDA.
Apods 14 dias, 11 amostras foram submetidas a extracdo e sequenciamento de DNA.
Tais procedimentos foram executados pela empresa de biotecnologia especializada
em sequenciamento GoGenetic, incubada na Pontificia Universidade Catdlica do

Parana (PUCPR), utilizando os seguintes protocolos:

A extragdo do DNA dos isolados foi feita com as culturas dos isolados dos
géneros Fusarium e Colletotrichum identificados como: FUS01, FUS02, FUSO03,
FUS04, FUSO05, FUS06, FUS07, FUS08, COL02, COL03 e COLO04, crescidas em
placas de Petri contendo meio BDA por um periodo de 14 dias. Aproximadamente
15 mg de micélio foram utilizados para extracdo de DNA com o kit Wizard Magnetic

DNA Purification System (Promega, Madison, EUA), conforme recomendacgdes do
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fabricante. O DNA foi quantificado e avaliado quanto a pureza em Nanodrop2000
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA).

A amplificagdo das amostras de DNA gendmico foi realizada em termociclador
Veriti (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), em reagcédo contendo 20 ng de DNA
gendmico purificado. Para a amplificacéo da regiao ITS utilizou-se os primers ITS1(5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG ’3) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC ‘3), foram
utilizados 32 ciclos de desnaturagao (96 °C por 30 s), anelamento do primers (58 °C

por 45 s) e extenséo do produto (72 °C por 45 s).

Os produtos do DNA foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(tampédo TAE). As reagbes foram purificadas com Exol/SAP (Thermo Fischer

Scientific, Waltham, MA), conforme recomendacgao do fabricante.

As amostras foram sequenciadas em Genetic Analyser 3500xL (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA), utilizando capilares de 50 cm com polimero Pop7
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA), conforme orientagdes do fabricante. Os
eletroforetogramas gerados foram convertidos em sequéncia de bases com o

programa Sequencing Analysis v5.4 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA).

As sequéncias obtidas foram comparadas com acessos depositados no

GenBank utilizando-se o “Nucleotide BLAST’ no servidor do NCBI para identificagdo.

3.5. TESTE DE PATOGENICIDADE

Para avaliar a patogenicidade, foram utilizados os isolados dos fungos que
apresentaram maior incidéncia dentre os fungos encontrados. Além disso, os géneros
selecionados sido os responsaveis pelas principais doencgas da cultura da erva-mate.
Para os testes foram utilizados os isolados identificados através do sequenciamento
genético: Fusarium oxysporum (Schlecht.), F. pseudocircinatum (O'Donnell &
Nirenberg), F. fujikuroi, (Nirenberg), Colletotrichum sp., C. gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. e C. kahawae. (J.M. Waller & Bridge).

O teste consistiu-se na inoculagéao de discos de micélio-agar dos seis isolados
identificados, em folhas sadias de erva-mate. Para realizacdo do experimento foram
utilizadas folhas do clone Aupaba, proveniente do minijardim clonal da Embrapa

Florestas, localizado em Colombo-PR. Este clone foi selecionado por apresentar
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maior quantidade disponivel de folhas, no momento do estudo. Para selegdo das
folhas, buscou-se coletar brotagdes apicais novas e sadias livres de qualquer sintoma
e sinais de patogenos, e folhas de tamanhos proximos. As folhas foram cortadas da
planta matriz com uma tesoura esterilizada e posteriormente desinfestadas
superficialmente com imersdo em alcool 70%, solugéo de hipoclorito a 1% e seguido

de lavagem com agua ultrapurificada para retirada do excesso.

Para cada fungo avaliado, foram utilizadas trés folhas por caixa Gerbox com
papel mata borrdo esterilizado e umedecido com agua ultrapurificada, com duas
repeticdes para cada um dos trés tratamentos, totalizando 18 folhas por isolado e 108
folhas no total. Os tratamentos adotados foram: folhas sadias; folhas com ferimentos

induzidos; e testemunha.

Os ferimentos foram realizados no centro das folhas com o auxilio de agulhas,
formando quatro furos (Figura 3.3). Todos os peciolos das folhas foram envoltos com
algodao esterilizado e embebido em agua ultrapurificada para fornecer agua para a

folha durante o periodo do ensaio.

Figura 3.3 — Detalhe de folhas de erva-mate com ferimentos induzidos para o teste de patogenicidade

Para a inoculacao dos isolados nas folhas, foram retirados pequenos discos de
micélio-agar com 5 mm de didmetro, com o auxilio de um furador de esterilizado, e

colocados sobre o centro das folhas (Figura 3.4b). Para a testemunha, foram utilizados
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discos de meio BDA sem micélio com 5 mm de didmetro sobre as folhas (Figura 3.4a).

Os discos foram colocados sempre na face inferior da folha (Figura 3.4).

(a) (b)

Figura 3.4 — Detalhe da testemunha do teste de patogenicidade com folhas de erva-mate sadias.

Legenda: (a) Discos de meio BDA com fungo; (B) Disco de meio BDA sem fungo.

As caixas gerbox foram colocadas em uma sala com temperatura controlada
de 25 + 2 °C, com luz de LED continua por 14 dias. A verificagdo da presenca de

sintomas ocorreu no sétimo e décimo quarto dia apds a inoculacéo.

A avaliacao do teste de patogenicidade consistiu na atribuicdo de notas para
diferentes niveis de severidade da lesao nas folhas inoculadas, baseado no trabalho
de Vargas (2020), sendo:

e 0 - Auséncia de sintomas nas folhas;

e 1 - Presenca de lesbes necréticas nas folhas ou manchas com
comprometimento de até 25 % do limbo foliar;

e 2 - Presenca de lesdes necroticas ou manchas entre 25 e 50% da
superficie;

e 3 - Presenca de lebdes necroéticas ou manchas entre 50 e 75% da
superficie e,

e 4 - Presenca de lebdes necrdticas ou manchas acima de 75% da
superficie. A severidade foi estimada visualmente com a divisdo da folha

em quadrantes e avaliagdo da area afetada pelo fungo.
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Para analise dos dados foi definida a média entre a nota da severidade e o

numero de folhas avaliadas.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram analisados estatisticamente a partir da
analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade através do software Assistat 7.7.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO DE FUNGOS

Para o isolamento direto, os géneros dos fungos foram identificados e
classificados como presentes ou ausentes nas amostras de maneira qualitativa. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.1, em relagcdo ao clone, tipo de
amostra: folha ou estaca, coleta 1 e coleta 2. A coleta 1 ocorreu em outubro de 2020
e a coleta 2 foi realizada em abril de 2021, nas estacbes de primavera e outono,
respectivamente.

Tabela 4.1 — Fungos encontrados em folhas e estacas de mudas de 4 clones em duas épocas do ano

em isolamento direto. Guarapuava/PR. 2020/2021.

Aupaba Yari 408 409

Fungo C1 C2 Cc1 C2 Cc1 C2 C1 C2
F E F E|F E F F E F E|F E F E
Fusarium sp. - X X X |X X X X|x - X X|x X X -
Colletotrichum sp. X X X -|/XxX X X -|/XxX X X X|XxX x X X
Gliocladium sp. X - X =-|/x x x =-1]1- - - xX|- x - X
Trichoderma sp. X - X X |x x - - lx x - - |l- x x -
Cladosporium sp. X - - -l x - x - - X X x| - - X -
Rhizopus sp. X X X -|/x X - X|x - X XxX|x x - X
Aspergillus sp. X - X X | x X X - - X X X | - X X -

Legenda: “C1”: coleta 1; “C2”: coleta 2; “F”: folha; “E”: estaca; “X”: presente; “-“: ausente.

Nos ensaios em camara umida foram identificados os fungos dos géneros
Fusarium, Colletotrichum, Gliocladium, Trichoderma, Cladosporium, Rhizopus. e
Aspergillus. 1solados dos fungos Fusarium spp. e Colletotrichum spp. foram
identificados em praticamente todas as amostras de folhas e estacas, de ambas as

coletas e em todos os clones.

Para os ensaios de isolamento indireto realizados nas folhas de erva-mate, em
ambas as coletas foram identificados sete géneros de fungos, sendo: Fusarium,
Colletotrichum, Gliocladium, Trichoderma, Cladosporium, Rhizopus e Aspergillus.
Também ocorreram fungos em que néo foi possivel realizar a identificagdo com auxilio
do microscépio, por falta de esporulagcado, e estes foram relacionados como “Nao

identificados”.
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A Tabela 4.2 apresenta a frequéncia dos fungos identificados para cada clone
para as duas coletas realizadas. Para cada clone, foram utilizadas 50 folhas, divididas

em 10 placas. Desse modo, algumas amostras apresentaram mais de um fungo no
isolamento.

Tabela 4.2 — Fungos encontrados a partir do isolamento indireto de folhas de mudas de 4 clones em

duas épocas do ano. Guarapuava/PR. 2020/2021.

Fungo Aupaba Yari 408 409

C1 C2 C1 Cc2 C1 C2 C1 C2

Fusarium sp. 15 24 17 18 12 22 12 18
Colletotrichum sp. 14 13 16 21 15 20 15 18
Gliocladium sp. 6 6 2 2 5 4 5 4
Trichoderma sp. 10 4 9 5 4 10 4 3
Cladosporium sp. 7 6 3 3 5 5 5 5
Rhizopus sp. 4 1 3 3 2 2 2 2
Aspergillus sp. 6 2 8 3 12 7 12 5
Nao identificado 7 6 4 4 6 5 6 3
Total 62 56 58 55 55 70 55 55

Legenda: C1: coleta 1; C2: coleta 2. Valores indicam a quantidade de folhas com a presenca do fungo
em 50 amostras.

A analise estatistica entre os resultados foi realizada com a comparacéao entre
a média da quantidade de cada fungo nas diferentes coletas encontrados em todos
os clones, e pode ser observada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Comparagao de médias entre os fungos identificados nas folhas de clones de erva-mate

em duas épocas de coleta

Fungo Coleta 1 Coleta 2
Fusarium sp. 14,75 aB 20,50 aA
Colletotrichum sp. 15,75 aA 18,00 aA
Gliocladium sp. 5,00 bcA 4,00 bA
Trichoderma sp. 8,75 bA 5,50 bB
Cladosporium sp. 5,25 bcA 4,75 bA
Rhizopus sp. 3,25 cA 2,00 bA
Aspergillus sp. 9,25 bA 4,25 bB
Nao identificado 5,50 bcA 4,50 bA

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e minudscula na coluna nao se

diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



35

A Figura 4.1 apresenta as médias obtidas para as folhas dos quatro clones nas

duas coletas.
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Figura 4.1 — Comparagédo de média da incidéncia de fungos em folhas de duas coletas

E possivel perceber que a incidéncia maior foi dos fungos dos géneros
Fusarium e Colletotrichum, quando comparados com os demais. Além disso, todos

apresentaram variagdes entre as épocas de coleta.

Os géneros Fusarium e Colletotrichum foram os fungos, em ambas as coletas,
que se diferenciaram estatisticamente dos demais, sendo os mais abundantes nos
isolados retirados das folhas de erva-mate. Em relagédo a estes dois fungos, somente
para o Fusarium houve uma diferenca estatistica significante entre as coletas (Tabela

4.3), o que pode indicar alguma correlagao do fungo com a época do ano.

O Fusarium e Colletotrichum s&o fungos expressivos na cultura da erva-mate,
e ja foram identificados em diversos estudos. Dentre os demais fungos, Trichoderma
sp. e o0 Aspergillus sp. o também apresentaram diferenga significativas entre épocas

de coleta.

Nos ensaios realizados com as estacas de erva-mate coletadas na primavera
(C1) e no outono (C2) foram identificados cinco fungos, sendo: Fusarium sp.,
Colletotrichum sp., Gliocladium sp., Trichoderma sp. e Aspergillus sp. Os cinco
géneros também foram detectados nas amostras de folhas coletadas de mudas dos

mesmos clones e no mesmo periodo.
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A Tabela 4.4 apresenta a quantidade de fungos identificados em estacas de

mudas de erva-mate. Para cada clone foram avaliadas 50 estacas em cada coleta.

Tabela 4.4 — Fungos encontrados no isolamento indireto de estacas de quatro clones em duas

épocas do ano. Guarapuava/PR. 2020/2021.

Fungo Aupaba Yari 408 409
C1 C2 C1 Cc2 C1 Cc2 Cc1 Cc2
Fusarium sp. 25 34 21 37 21 14 14 26
Colletotrichum sp. 23 18 17 8 25 17 20 13
Gliocladium sp. 4 0 3 1 8 7 3 3
Trichoderma sp. 9 9 10 12 6 5 8 10
Aspergillus sp. 1 1 7 6 8 2 3 1
Total 62 62 58 64 68 45 48 53

Legenda: C1: coleta 1; C2: coleta 2. Valores indicam a quantidade de estacas com a presenca do fungo
em 50 amostras.

A Tabela 4.5 apresenta a analise estatistica realizada entre os resultados com
a comparagao entre a meédia da quantidade de cada fungo nas diferentes coletas
encontrados em todos os clones.

Tabela 4.5 — Comparagédo de médias entre os fungos identificados nas estacas das duas coletas

Fungo Coleta 1 Coleta 2
Fusarium sp. 20,3 aA 27,8 aB
Colletotrichum sp. 21,3 bA 14,0 aA
Gliocladium sp. 4,5 cA 2,8 bA
Trichoderma sp. 8,3 bcA 9,0 bA
Aspergillus sp. 4,8 cA 2,5 bA

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna nédo se

diferem estatisticamente entre si.

A Figura 4.2 apresenta as médias obtidas para as estacas dos quatro clones
nas duas coletas.
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Figura 4.2 — Comparagédo de média da incidéncia de fungos em estacas de duas coletas

A incidéncia dos géneros Fusarium e Colletotrichum foi estatisticamente
diferente dos demais fungos, sendo que Fusarium foi 0 que mais se destacou. A
diferenca entre as coletas se mostrou significativa somente para o Fusarium (Tabela
4.5), diferente do identificado nas folhas, o que indica que a incidéncia do fungo em

diferentes partes da planta pode estar relacionada com a estagao do ano.

Nos ensaios de isolamento realizados, foram identificados sete géneros de
fungos nas folhas, como nas estacas de erva-mate, sendo Fusarium, Colletotrichum,
Gliocladium, Trichoderma, Cladosporium, Rhizopus e Aspergillus. Para melhor analise
dos resultados, os fungos encontrados foram comparados com outros trabalhos

semelhantes.

Os géneros Fusarium, Colletotrichum e Rhizoctonia s&o os principais
causadores da doenca de podriddo de estacas e miniestacas, sendo Fusarium o
principal agente causal da podriddo de raizes, enquanto o Colletotrichum esta
associado com a doencga antracnose (WENDLING et al., 2020).

O género Fusarium foi o género com maior frequéncia de identificagdo nas
folhas e estacas, e se apresenta como um fungo comum da cultura da erva-mate.
Poletto et al. (2006) constataram Fusarium em amostras de raizes de ervais indicando
patogenicidade para a doenga podridao de raizes. Borges et al. (2011) identificaram,
em amostras de solo, a maior incidéncia do Fusarium nas estag¢des de verao e outono

(dezembro a maio), como também foi observado nas folhas da coleta 2 (outono), com
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maior média de incidéncia (Tabela 4.3). Para as estacas, a maior média foi observada
na coleta 1 (primavera), com diferenga significativa entre épocas de coleta (Tabela
4.5).

Pimentel et al. (2006) identificaram o fungo Fusarium nos ensaios realizados
em amostras de folhas, com incidéncia em folhas jovens e velhas de erva-mate
cultivada, e somente em folhas velhas de erva nativa. Paula et al. (2017) indicaram
que o Fusarium também foi o patdégeno mais abundante entre os fungos identificados
nas amostras de solo de ervais coletadas em profundidades de 10 e 20 cm. Oliveira
et al. (2015) avaliaram sementes e frutos de erva-mate, e Fusarium foi o segundo
género mais incidente, tanto nos frutos quanto nas sementes. Poletto et al. (2015)
identificaram que Fusarium foi o principal contaminante, com mais de 80% de
contaminacgao das flores, as quais podem ser a porta de entrada do patégeno. Para

as sementes, a contaminagao pelo fungo variou entre 45% a 84%.

O género Colletotrichum foi o segundo género com maior incidéncia, tanto nas
folhas como nas estacas, com a maior média na coleta 1 para folhas e na coleta 2
para estacas, apesar de nao se diferenciar estatisticamente entre coletas. Borges et
al. (2011) identificaram a presenca do género somente nas estagcdes de verao e
outono. Pimentel et al. (2006), que também avaliaram folhas de erva-mate,

identificaram o fungo com maior incidéncia em folhas velhas de erva-mate cultivada.

Borges et al. (2011) identificaram a presencga de Gliocladium sp. em amostra
de solo somente na estacdo da primavera. No presente trabalho, a coleta que
apresentou maior média também foi a primavera (coleta 1), tanto para folhas quanto

para estacas, apesar de ndo apresentarem diferenga significativa entre coletas.

Trichoderma foi o terceiro fungo mais frequente, tanto nas folhas como nas
estacas de erva-mate. A maior média ocorreu na coleta 1 (primavera) para folhas e
na coleta 2 (outono) para estacas. Borges et al. (2011) relataram a presencga deste
fungo somente na estagao do inverno. Este fungo também foi identificado em diversas
pesquisas (Pimentel et al. 2006, Borges et al. 2011, Oliveira et al. 2015, Poletto et al.
2015, Paula et al. 2017, Paula et al. 2018). Poletto et al. (2015) identificaram a
presenca de Trichoderma em diferentes amostras de erva-mate, que possivelmente
atuou como antagonista contra a infecgao por Fusarium. Paula et al. (2017) também
identificaram alta incidéncia de Trichoderma nas amostras de solo dos ervais

avaliados, e apresentaram potencial para o biocontrole do patégeno Fusarium.
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O género Cladosporium foi observado somente nas folhas e apresentou maior
meédia de incidéncia na coleta 1, que ocorreu na primavera, poréem sem diferenca
estatistica significativa em relagdo a coleta no outono. Borges et al. (2011)
identificaram este fungo no solo somente no verdo e no outono. O fungo também foi
identificado por Paula et al. (2017) em amostras de solo, sendo que foi o segundo
fungo mais presente na camada mais superficial (até 10 cm) e terceiro na camada

mais profunda (10 a 20 cm).

Nas folhas analisadas, o género Rhizopus nao apresentou diferenga estatistica
entre coletas no outono e na primavera, sendo que a maior média de incidéncia
ocorreu na primavera (coleta 1). Este género foi identificado somente nas folhas e
também foi o que apresentou a menor frequéncia entre todos os fungos encontrados.
Diferente do obtido no presente trabalho, Borges et al. (201 1) identificaram a presenca

de Rhizopus em amostra de solo apenas na estagcédo do outono.

O fungo Aspergillus foi o quarto mais identificado nas amostras de folhas e
estacas. Para ambas as amostras, o fungo apresentou maior média de incidéncia na
coleta 1, que ocorreu na primavera, mas somente para as folhas a coleta 1 se difere
estatisticamente da coleta 2 (outono). Pimentel et al. (2006) também identificaram
Aspergillus como o segundo fungo mais frequente em folhas de erva-mate, com
presenca em folhas jovens e adultas, de ervais nativos e plantados. Borges et al.
(2011) identificaram que o fungo do género Aspergillus sp. foi 0 mais abundante em

solo na cultura de erva-mate avaliada e foi identificado em todas as estagdes do ano.

4.2. IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Varios isolados de Fusarium e Colletotrichum foram obtidos (Tabela 4.6) e
foram identificadas trés espécies diferentes de Fusarium, sendo F. oxysporum, F.
pseudocircinatum e F. fujikuroi. Na triagem inicial uma das amostras foi identificada
em laboratério como Fusarium, porém ao realizar o sequenciamento genético, esta foi
identificada como Clonostachys rosea. Em relacdo ao Colletotrichum, das quatro
amostras enviadas, em uma néo foi possivel realizar o sequenciamento genético e na
outra nao foi identificada a espécie (Colletotrichum sp.), as demais foram identificadas

como C. gloeosporioides e C. kahawae.
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Tabela 4.6 — Identificagao dos isolados de Fusarium e Colletotrichum encontrados em folhas e

estacas clonais de erva-mate

Codigo Fonte Espécie Base Identidade
FUS 01 Folha Fusarium oxysporum 510/518 99%
FUS 02 Estaca Clonostachys rosea 556/559 99%
FUS 03 Folha Fusarium pseudocircinatum 536/539 99%
FUS 04 Folha Fusarium pseudocircinatum 558/560 99%
FUS 05 Folha Fusarium pseudocircinatum 541/544 99%
FUS 06 Estaca Fusarium fujikuroi 531/539 98%
FUS 07 Folha Fusarium pseudocircinatum 551/559 98%
FUS 08 Folha Fusarium pseudocircinatum 675/680 99%
COL 02 Folha Colletotrichum sp. 467/471 99%
COL 03 Folha Colletotrichum gloeosporioides 468/470 99%
COL 04 Folha Colletotrichum kahawae 458/463 99%

Vargas (2020) avaliou a patogenicidade de diferentes tipos de Fusarium,
incluindo as espécies encontradas na identificagao F. pseudocircinatum e F. fujikuroi.
Cabe salientar que o F. pseudocircinatum é uma espécie pertencente ao complexo
Fusarium fujikuroi (FFSC) que s&do observados como causadores de doengas em
diversas plantas, causando danos significativos (WIGMANN et al., 2019). Todos os
isolados de Fusarium avaliados por Vargas (2020) foram patogénicos as mudas de

erva-mate com diferentes niveis de agressividade.

43. TESTE DE PATOGENICIDADE

Os testes foram realizados com inoculagdo dos discos de micélios com meio
BDA para cada tratamento (folha sadia, folha com ferimentos e testemunha sem
indculo). Na Figura 4.3 pode-se observar as folhas de erva-mate inoculadas com os
fungos dos géneros Colletotrichum e Fusarium: folhas com ferimento ao 7° dia (a),
folhas sem ferimento ao 7° dia (b), folhas sem ferimento ao 14° dia (c) e folhas sem

ferimento ao 14° dia (d).

Os valores da Tabela 4.7 indicam a média da soma das notas de severidade

em 6 folhas para cada espécie de fungo avaliada.



41

Figura 4.3 — Folhas de erva-mate inoculadas com isolados dos fungos dos géneros Colletotrichum e

Fusarium. Legenda: Fotos (a) e (b) com Colletrotrichum. Fotos (c) e (d) com Fusarium.

Tabela 4.7 — Avaliagao do teste de patogenicidade de isolados de Fusarium spp. em folhas

destacadas de erva-mate aos 7 e 14 dias apods a inoculagéo.

F. oxysporum F. pseudocircinatum F. fujikuroi
Tratamento
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Testemunha 0,0 0 0 0 0 0
Fo"]la sadia sem 1,33 2,00 0,33 0,66 0,50 0,83
erimento
Folha sadia com 1,50 2,16 0,50 0,83 116 150

ferimento
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Os valores nao apresentaram significancia entre si, e por isso nao foi realizada
a comparagao de médias. Para os isolados de F. oxysporum e F. fujikuroi, a
comparacdo de meédias foi superior entre as analises com folhas sadias e com
ferimentos em comparacdo com os isolados de F. pseudocircinatum. A espécie F.
oxysporum foi a que apresentou maiores médias de severidade, tanto em folhas sem
ferimento como em folhas com ferimento. Verificou-se a formagcado de manchas e

queimas foliares nas folhas inoculadas com os isolados de Fusarium.

A espécie mais agressiva foi F. oxysporum seguida por F. fujikuroi e F.
pseudocircinatum. O isolado de F. oxysporum apresentou maior agressividade em
relacdo aos demais isolados quando inoculados nas folhas de erva-mate,
demonstrando capacidade de causar danos em folhas sadias com ferimentos. A
espécie F. fujikuroi mostrou comportamento similar ao F. oxysporum de causar lesées
em folhas sadias com ferimento. Somente para o isolado F. pseudocircinatum houve
pequena diferenca entre os valores dos ensaios com folhas sadias e folhas com

ferimentos.

O fungo F. oxysporum também foi identificado por diversos autores, como
Poletto et al. (2006), Poletto et al. (2010b), Poletto et al. (2012), Mezzomo et al.
(2018a) e Mezzomo et al. (2018b). Mezzomo (2018a) identificou que esta espécie é
responsavel pela podridao de raizes em erva-mate. Além disso, Poletto et al. (2006)
e Poletto et al. (2010a) indicam que F. oxysporum € uma das espécies mais virulentas
e que possuem maior abrangéncia em plantios infestados. Poletto et al. (2006) indica
que a grande disseminagao da espécie pode ser causada pela contaminagédo das

mudas em viveiro.

F. oxysporum e F. pseudocircinatum sao causadores da doenga podridao de
estacas e miniestacas, e podridao de raizes. Fusarium fujikuroi € uma espécie que
ainda nao foi relatada causando doencgas na cultura da erva-mate. Este € um patégeno
de grande importancia em outras culturas tais como arroz, cana de acgucar, trigo e
outras (Cen et al. 2020).

Para os isolados de Colletotrichum, sao apresentadas as médias das notas
atribuidas para o grau de severidade observadas nas folhas no sétimo e décimo quarto

dias apos a inoculagao (Tabela 4.8). Os valores indicam a média da soma das notas
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de severidade em 6 folhas, e a analise estatistica ndo revelou diferenca significativa

entre as médias.

Tabela 4.8 — Avaliagao do teste de patogenicidade de isolados de Colletotrichum spp. em folhas

destacadas de erva-mate aos 7 e 14 dias ap6és a inoculagao.

Colletotrichum sp. C. gloeosporioides C. kahawae
Tratamento
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Testemunha 0,0 0 0 0 0 0
Folha sadia sem 0,50 0,83 0,66 0,83 0,16 0,33
ferimento
Folha sadia com 0,66 116 0,66 1,00 0,33 0,50

ferimento

Foi possivel perceber que a maior média de severidade ocorreu com
Colletotrichum sp., seguido de C. gloeosporioides, e C. kahawae, este ultimo
apresentando a menor média. Para o fungo Colletotrichum sp. nao foi possivel
identificar sua espécie no sequenciamento genético, porém sabe-se que pertence ao

género de patdgenos causadores da antracnose.

Em relacdo a agressividade, Colletotrichum sp. apresentou as médias
levemente superiores aos demais e foi mais agressiva nas folhas de erva-mate. A
espécie C. gloeosporioides veio em segundo lugar em agressividade nas folhas de
erva-mate seguido pelo C. kahawae, o qual se mostrou menos agressivo. Em relagao
a capacidade de cada espécie em causar doengas, quer seja em folha sadia sem ou
com ferimentos, ndo houve grande diferenca entre as médias de severidade
encontradas. Isto demonstrou que as espécies testadas possuem potencial de infectar

tanto plantas sadias quanto com injuriadas.

Com o teste de patogenicidade foi possivel verificar a diferenca entre a
agressividade dos fungos para cada espécie. Todas as espécies utilizadas no teste
de patogenicidade se demonstraram patogénicas as folhas de erva-mate. O
reisolamento dos isolados das espécies de Fusarium e Colletotrichum das folhas
inoculadas, tanto sintomaticas quanto assintomaticas, foi elevado e variou de 75 a
100%. A testemunha ndo apresentou sintomas quer seja de antracnose ou fusariose

e também no reisolamento ndo revelou a presenga dos patégenos inoculados.
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Na revisdo da literatura ndo foram encontrados outros trabalhos com o
patogeno C. kahawae causando doengas na cultura da erva-mate. Estudos
demonstraram que este fungo € patogénico na cultura do café, em que Gimase et al.
(2020) indicaram que 80% dos cultivares de Coffea arabica foram suscetiveis a

doencga dos graos de café causados por esse fungo.
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5. CONCLUSOES

Nas folhas e estacas doentes das mudas clonais, foram encontrados fungos
dos géneros Fusarium, Colletotrichum, Gliocladium, Trichoderma, Cladosporium,
Rhizopus e Aspergillus. Os géneros de maior frequéncia foram Fusarium e

Colletotrichum.

As espécies do género Fusarium foram as causadoras de manchas e queima
nas folhas de erva-mate. As espécies do género Colletotrichum foram os agentes

causais da antracnose.

Para o fungo Fusarium, a época do outono (coleta 2) foi de maior incidéncia do
fungo em amostras de folhas e estacas. Para os fungos Trichoderma e Aspergillus, a
época de coleta que ocorreu maior incidéncia dos fungos nas folhas foi a primavera

(coleta 1).

As espécies identificadas pelo sequenciamento genético pela regido do ITS
foram Fusarium oxysporum, Fusarium pseudocircinatum, Fusarium fujikuroi,

Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum kahawae.

O teste de patogenicidade indicou que os isolados de Fusarium e de

Colletotrichum foram patogénicos as folhas de erva-mate inoculadas.

Os isolados de F. oxysporum e Colletotrichum sp. foram os fungos que

apresentaram maior agressividade nas folhas de erva-mate.

Este é o primeiro relato de F. fujikuroi e C. kahawae causando doengas em

erva-mate.
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