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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis (St. Hil.) é o principal produto florestal nao
madeireiro da regido Sul do Brasil, sendo uma cultura de grande importancia social,
econdmica e ambiental. A erva-mate € atacada por varios patdgenos e entre esses,
destaca-se o género Fusarium, causador da podridao de raizes, principal doencga da
cultura. Entretanto, as espécies envolvidas na etiologia dessa doenga ainda nao sao
totalmente conhecidas, dado o pequeno numero de isolados caracterizados. Além
disso, nos anos de 2021 e 2022, observou-se um fendmeno de morte de ponteiros de
erva-mate, no municipio de Unido da Vitoria, estado do Parana, tanto em viveiros
como em plantas adultas. Durante os procedimentos de isolamento realizados para
identificar o agente causal dessa doenca, foi constatada uma associacao frequente
de Fusarium com o tecido afetado. Essa doenca ja havia sido relatada; no entanto, as
espécies envolvidas, bem como a patogenicidade dessas espécies de Fusarium as
brotagdes de erva-mate nunca foram estudadas. Com isso, os objetivos deste estudo
foram: Confirmar a patogenicidade dos isolados de Fusarium em brotagdes de erva
mate, realizar a caracterizagdo morfologica e filogenética visando a identificagdo dos
isolados e desenvolver metodologia de inoculagcdo de Fusarium spp. em folhas e
brotos destacados de erva-mate. Os isolados foram oriundos de plantas adultas
sintomaticas, de areas produtoras de erva-mate dos municipios de Unido da Vitdria,
Cruz Machado e Colombo, estado do Parana, e Venancio Aires e Espumoso, estado
do Rio Grande do Sul. Os isolados de Fusarium obtidos de brotos sintomaticos foram
caracterizados por morfologia (conidiogénese, esporodoquios, macro e
microconidios, clamidosporos, tipo de micélio aéreo e cor), sendo para isso,
cultivados em meios de cultura especificos para cada avaliagao, e filogenia molecular
multilocus (RNA polimerase Il subunidade, fator de elongagéo 1-a e B-tubulina). Os
isolados obtidos de raizes foram caracterizados por morfologia. Para confirmar a
capacidade desses isolados de Fusarium em causar doenga em brotagdes de erva-
mate, procedeu-se a inoculagdo em folhas destacadas, sob condi¢cdes controladas,
bem como em brotos de plantas adultas a campo, e reisolamento em meio Batata
Dextrose Agar (BDA), cumprindo os postulados de Koch. Com o objetivo de obter um
método que permitisse comparar a agressividade dos isolados, bem como reproduzir
melhor os sintomas observados no campo, aprimorou-se o método de inoculagdo em
folhas destacadas e, desenvolveu-se metodologia para inoculagéo de Fusarium em
brotos destacados. As espécies F. guttiforme e F. mexicanum, foram identificadas
como agentes causais da morte de ponteiros em erva-mate. Este € o primeiro relato
de F. guttiforme e F. mexicanum causando doenca em brotos de erva-mate. Além
dessas espécies identificadas, envolvidas com a etiologia desta doenca, outros
isolados do complexo F. fujikuroi e complexo F. graminearum também estdo. Os
complexos Fusarium solani e F. oxysporum foram identificados associados a
podriddo de raizes, estes isolados foram patogénicos quando inoculados em folhas
destacadas. Os métodos de inoculagdo em folhas e brotos destacados de erva-mate
foram adequados para estudos de patogenicidade. Essas informagdes serdo uteis
no desenvolvimento de medidas de controle das doencas.

Palavras-chave: llex paraguariensis. inoculagéo. sintomas



ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis (St. Hil.) is the main non-timber forest product in the
southern region of Brazil, holding significant social, economic, and environmental
importance. Yerba mate is attacked by several pathogens and among these, the
genus Fusarium stands out, causing root rot, the main disease of the crop. However,
the species involved in the etiology of this disease are not yet fully known, given the
small number of characterized isolates. Furthermore, in the years 2021 and 2022, a
phenomenon of dieback in yerba mate shoots was observed, in the municipality of
Union of Vitéria state of Parana, in both nurseries and adult plants. During isolation
procedures conducted to identify the causal agent of this disease, a frequent
association with Fusarium was noted in the affected tissue. Although this disease had
been previously reported, the species involved, as well as the pathogenicity of these
Fusarium species to the shoots of yerba mate, had never been studied. Therefore, the
objectives of this study were to confirm the pathogenicity of Fusarium isolates on
yerba mate shoots, conduct morphological and phylogenetic characterization aiming
at identification of the isolates, and develop a methodology for inoculating Fusarium
spp. on detached yerba mate leaves and shoots. The isolates were obtained from
symptomatic adult plants in yerba mate-producing areas of the municipalities of Uni&o
da Vitéria, Cruz Machado, and Colombo in the state of Parana, and Venéancio Aires
and Espumoso in the state of Rio Grande do Sul. The Fusarium isolates obtained from
symptomatic shoots were characterized by morphology (conidiogenesis, sporodochia,
macro and microconidia, chlamydospores, type of aerial mycelium and color), being
cultivated in specific culture media for each evaluation, and multilocus molecular
phylogeny (RNA polymerase Il subunit, elongation factor 1-a and B-tubulin). The
isolates obtained from roots were characterized by morphology. To confirm the ability
of these Fusarium isolates to cause disease in yerba mate shoots, inoculation was
carried out on detached leaves, under controlled conditions, as well as in shoots of
adult plants in the field, and reisolation on Potato Dextrose Agar (PDA) medium,
fulfilling Koch's postulates. With the objective of obtaining a method that would allow
comparing the aggressiveness of the isolates, as well as better reproducing the
symptoms observed in the field, the method of inoculation in detached leaves was
improved and a methodology was developed for inoculation of Fusarium in detached
shoots. The species F. guttiforme and F. mexicanum were identified as causal agents
of die back in yerba mate. This is the first report of F. guttiforme and F. mexicanum
causing disease in yerba mate shoots. In addition to these identified species involved
in the etiology of this disease, other isolates of the F. fujikuroi complex and F.
graminearum complex are also present. Fusarium solani and F. oxysporum species
complexes were identified associated with root rot, these isolates were pathogenic
when inoculated on detached leaves. Inoculation methods on leaves and detached
shoots of yerba mate were adequate for pathogenicity studies. This information will be
useful in the development of disease control measures.

Key-words: llex paraguariensis. inoculation. symptoms.
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1 INTRODUGAO

A erva-mate (llex paraguariensis (St. Hil.) € o principal produto florestal ndo
madeireiro do Sul do Brasil, sendo uma cultura de grande importancia social,
econdmica e ambiental. A erva-mate é uma espécie nativa da América do Sul,
ocorrendo no Sul do Brasil, Nordeste da Argentina e Leste do Paraguai (PENTEADO
e GOULART, 2019). A planta é uma angiosperma caracteristica da Floresta
Ombrdfila Mista (CARVALHO, 2003), onde € cultivada em remanescentes florestais
nativos deste bioma, ou ainda, na forma de ervais que sado arborizados com outras
espécies nativas, como a araucaria (PENTEADO e GOULART, 2019). Da erva-
mate sdo colhidos folhas e ramos finos e esta matéria-prima recebe a denominacéao
de erva-mate comercial (SANTIN et al., 2016).

A partir desta matéria-prima, séo preparadas bebidas muito tradicionais: como
o cha mate, o chimarrao e o tereré, sendo estas as principais formas de consumo no
Brasil. Além dos usos tradicionais, a erva-mate faz parte da composi¢ao de produtos
como alimentos, cosméticos e produtos de higiene e limpeza (FACCIN et al. 2015;
DALLABRIDA et al., 2016). Possuindo ainda potencial para ser incluida na dieta de
animais como bovinos (CELI, 2013; BARBATO et al., 2019) e ovinos (BAERLEY et
al., 2023). O Brasil é o principal produtor de erva-mate do mundo e, em 2021, o total
produzido foi de cerca de um milhdo de toneladas de folha verde (IBGE, 2023). No
Brasil é cultivada principalmente nos trés estados do Sul: Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, que juntos representam mais de 99% da producao brasileira
(IBGE, 2023). Para o Parana, estado que mais produz a erva-mate no Brasil, a
cultura representou um Valor Bruto da Producgdo (VPB) de R$ 1,09 bilhdo, o que
representa 84% do VPB dos produtos florestais ndo madeiraveis (erva-mate, pinhao,
palmito, resina e latex) sendo, portanto, o principal produto florestal ndo madeiravel
do estado (PEREIRA, 2022).

Com a saida da erva-mate do sistema extrativista, ela passou a ser cultivada
em diferentes sistemas produtivos, como o adensamento de ervais nativos e o
cultivo a pleno sol (PENTEADO e GOULART, 2019). A adog¢ao de técnicas de
manejo como o0 uso de mudas melhoradas, uso da adubagdo e diminuicdo do
intervalo entre colheitas incrementou significativamente a producdo desses ervais
(GOULART et al., 2019). No entanto, com isso surgiram novos desafios com relagao

ao manejo fitossanitario da cultura, uma vez que a modificagdo do ambiente



favoreceu o agravamento de algumas doencgas, como é o caso da podridao radicular
causada por espécies de Fusarium, que é influenciada pelo nivel de sombreamento
do erval e pelo uso inadequado da adubagao (POLETTO et al., 2009; POLETTO et
al., 2011; AUER e DOS SANTOS, 2016).

Fusarium € um dos principais patégenos que ocorrem na erva-mate, pois
pode causar doencgas tanto em condigdes de viveiro como de campo (AUER e DOS
SANTOS, 2016; POLETTO et al., 2012). O conhecimento do agente causal de uma
doenga é o primeiro passo para a definicdo de estratégias de controle. No entanto,
ainda ha duvidas em relagcado a identificacdo das espécies envolvidas na etiologia
dessa doencga. No caso do género Fusarium, essa identificagdo que até pouco antes
dos anos 2000 era baseada apenas em morfologia, nos dias atuais esta
fundamentada em analise filogenética multilocus (TAYLOR et al., 2000; AOKI et al.,
2014; CROUS et al., 2021). A filogenia molecular multilocus melhora a resolu¢ao dos
clados e o suporte estatistico dos ramos (FRASLEV et al., 2005; TORRES-CRUZ et
al., 2022). Sendo tef-1a e rpb2 os dois principais genes usados para identificagdo ao
nivel de espécie, ambos 0s genes apresentam grande poder discriminatorio e estao
bem representados nos bancos de dados (GEISER et al., 2004; CROUS et al. 2021).

Nos anos de 2021 e 2022, verificou-se uma doenca de etiologia desconhecida
em viveiros e plantios de erva-mate nos municipios de Unidao da Vitéria, Cruz
Machado e Colombo, estado do Parana, e Venancio Aires, estado do Rio Grande do
Sul, caracterizada pela morte de brotos de mudas e plantas adultas. Nos isolamentos
feitos em meio de cultura constatou-se associagdo constante de fungos do género
Fusarium nos tecidos lesionados. Na literatura, ha um relato de Grigoletti e Auer
(1996) de Fusarium sp. Causando a morte de brotos de plantas de erva-mate; no
entanto, desconhece-se qual a espécie de Fusarium esta envolvida na etiologia

dessa doenca.



2 OBJETIVOS

Nos dois casos de ataque de Fusarium spp. (morte de ponteiros e podridao
de raizes), os estudos realizados ainda sao insuficientes para um melhor
entendimento das espécies envolvidas, com isso, o objetivo deste estudo identificar

e avaliar a patogenicidade de espécies de Fusarium patogénicas a erva-mate.

Os objetivos especificos do estudo sdo os seguintes:

A. Realizar a caracterizagdo morfologica dos isolados de Fusarium spp.
obtidos de brotagdes e raizes sintomaticas de erva-mate, com o objetivo
de identificagdo em nivel de complexo.

B. Realizar analise filogenética multilocus para os isolados do complexo F.
fujikuroi obtidos de brotagdes, com o objetivo de identificagdo em nivel
especifico.

C. Avaliar a patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. em folhas
destacadas e brotagbées em campo, em plantas adultas de erva-mate.

D. Desenvolver métodos de inoculacdo que permitam medir a
agressividade dos isolados, bem como reproduzir o sintoma de morte

descendente de brotagdes de erva-mate observado no campo.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ERVA-MATE

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma planta Angiosperma, da familia
Aquifoliaceae, caracteristica da Floresta Ombrdfila Mista e trata-se de uma espécie
climax, tolerante a sombra (CARVALHO, 2003). A planta é originaria da América do
Sul, onde ocorre de forma natural nos paises da regido Sul do continente, como
Brasil, Paraguai e Argentina (OLIVEIRA e ROTTA, 1985; PENTEADO e GOULART,
2019). No Brasil € cultivada principalmente nos trés estados do Sul: Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, que juntos representam mais de 99% da produgao
brasileira (IBGE, 2023).

Da erva-mate sao colhidos folhas e ramos finos, esta matéria prima recebe a
denominacéo de erva-mate comercial (SANTIN et al., 2016), também chamada de
erva-mate folha verde. No processo de preparacao para chimarrao ou tereré, a erva-
mate passa pelo "sapeco", uma etapa em que a erva-mate é brevemente exposta a
calor intenso, essa etapa inativa enzimas, realga o sabor e fixa a cor verde. Em
sequéncia, ocorre a secagem e a fragmentagcao das folhas e ramos, resultando na
erva-mate cancheada. Notavelmente, a fragmentacdo pode ocorrer antes ou depois
da secagem, dependendo do tipo de secador utilizado. Na fase final, a moagem e a
classificacdo ocorrem de maneira distinta, adaptando-se ao uso pretendido
(chimarrao ou tereré) (DANIEL, 2009).

A erva-mate € bastante conhecida por seus usos tradicionais em bebidas
muito apreciadas, como o chimarrao, o tereré e o cha mate, sendo esta a principal
forma de consumo de erva-mate no Brasil. Além dos usos tradicionais, a erva-mate
faz parte da composicdo de produtos como alimentos, cosméticos e produtos de
higiene e limpeza (FACCIN et al. 2015; DALLABRIDA et al., 2016). Possuindo ainda
potencial para ser incluida na dieta de animais como bovinos (CELI, 2013;
BARBATO et al., 2019) e ovinos (BAERLEY et al., 2023).

O Brasil é o principal pais produtor de erva-mate, em 2021 representou cerca
de 50% (1.064.121 toneladas de erva-mate folha verde) da produgdo mundial de
erva-mate, em segundo lugar esta a Argentina com 42%, seguida do Uruguai com
8% da produgdo mundial (PEREIRA, 2022). Na producéo brasileira de erva-mate,
considerando todos os sistemas produtivos, o Parana é o estado que mais produz

erva-mate, em 2021 foram produzidas cerca de 680.929 toneladas de erva-mate



folha verde (64% da produgao nacional), seguido por Rio Grande do Sul com 25% e
Santa Catarina com 11% (IBGE, 2023). A cultura é importante economicamente para
o Sul do Brasil, sendo que em alguns municipios, como Cruz Machado, a erva-mate
representa o principal produto agricola (PEREIRA, 2022).

Parte da producdo brasileira € exportada para paises como Uruguai e
Argentina, que sao os principais importadores da erva-mate brasileira. De acordo
com dados do AgroStat (2023), em 2021 foram exportados 55.211.982 Kg de erva-
mate, sendo 33% na forma de erva-mate cancheada e 67% na forma de outros
produtos.

A erva-mate pode ser cultivada junto com espécies arbodreas nativas, sistema
conhecido como erva-mate sombreada, seja através da arborizagao de ervais
implantados a pleno sol, ou pelo plantio de erva-mate em remanescente florestal
nativo (PENTEADO e GOULART, 2019). Segundo dados do IBGE (2023), em 2021,
65% da erva-mate produzida no Parana veio destes sistemas de cultivo.

O uso dessas espécies florestais junto com a erva-mate também melhora a
retencédo de carbono do erval (BAGGIO et al., 2008) e protege o solo do declinio de
nutrientes (ILANY et al., 2010). Entre as espécies florestais nativas encontradas nos
ervais, destaca-se a presenga do pinheiro do parana (Araucaria angustifélia), da
imbuia (Ocotea porosa) e do cedro (Cedrela fissilis) (CHAIMSOHN e RADOMSKI,
2016).

A erva-mate € uma fonte rica em compostos ativos, incluindo polifendis com
propriedades antioxidantes e metilxantinas como cafeina e teobromina, conhecidas
por seus efeitos estimulantes (CARDOSO, 2021). A concentragao desses compostos
é influenciada por fatores ambientais, como o nivel de sombreamento (FERRERA,
2016), bem como por fatores genéticos (STUEPP, 2021). Em um estudo realizado
junto as ervateiras do Planalto Norte Catarinense, Dallabrida et al. (2016) destacam
que a qualidade da matéria-prima da erva-mate produzida nessa regiao é um dos
principais diferenciais de mercado.

As folhas jovens da planta de erva-mate apresentam caracteristicas distintas,
como uma tonalidade mais clara, frequentemente com pigmentagdo avermelhada,
em contraste com as folhas maduras. Além disso, é marcante a presenca de brilho
nas folhas novas. Esse brilho esta relacionado a variacdo na cerosidade das folhas

jovens de erva-mate, conforme identificado por Silva e Silva em 1994.



Quando a luz incide sobre a superficie de uma folha, ela pode interagir de
diversas maneiras. A luz pode ser refletida na superficie, resultando no fenbmeno
chamado refleténcia, que pode ser especular ou difusa. A reflexdo especular (de
forma direta) é determinada pela estrutura e composi¢do quimica da cuticula.
Quando a luz penetra internamente na folha, pode ser transmitida, absorvida ou
refletida dentro dos tecidos. A reflexao interna da luz carrega informagdes relevantes
sobre as propriedades bioquimicas e estruturais da folha (USTIN e JACQUEMOUD,
2020).

O brilho visivel que se percebe na superficie das folhas jovens de erva-mate
pode estar relacionado a deposicido de ceras epicuticulares. Conforme discutido por
Yeats e Rose (2013), a acumulagado dessas ceras epicuticulares sobre o limbo foliar
conferem certas propriedades, como o brilho visivel observado quando presentes na
forma de filme epicuticular. A cera cuticular desempenha papéis cruciais nas plantas,
agindo como uma barreira protetora contra a perda excessiva de agua por
transpiracao, protegendo contra radiagao ultravioleta intensa e atuando como defesa
contra pragas e patoégenos (revisado por XUE et al. em 2017).

A absorgao da luz nas plantas € principalmente mediada por pigmentos, tanto
fotossintéticos quanto nao fotossintéticos, que seletivamente absorvem certos
comprimentos de onda e refletem os nao absorvidos. A luz refletida, que compde a
aparéncia visual da folha, € o resultado da interagdo entre esses pigmentos. Nesse
cenario, a presenga significativa de certos pigmentos, como antocianinas e
carotenoides, em concentragdbes mais elevadas nas folhas jovens, resulta na
coloracdo avermelhada ou alaranjada dessas folhas, que contrasta com as cores
predominantes encontradas nas folhas maduras. (USTIN e JACQUEMOUD, 2020).

As antocianinas compreendem uma classe de flavonoides, responsaveis por
cores vermelha, rosa, roxa e azul nas plantas. Elas desempenham multiplas fungbes
na planta, uma das ideias mais amplamente aceitas sobre a fungado das antocianinas
foliares € que elas protegem as folhas contra estressores bidticos e abidticos. A
capacidade delas de mitigar os efeitos adversos do excesso de luz nos cloroplastos
€ o topico mais amplamente discutido. Outras possiveis fungdes uteis na planta,
como a capacidade de atuar como agente quelante de metais em solos com excesso
de ions metalicos também foram estudadas (LANDI et al., 2015). Essa produgéo de
folhas novas com cor avermelhada pelas plantas € uma caracteristica que pode ser

modificada pelo ambiente. Folhas novas de cor vermelha podem diferir das folhas



novas de cor verde quanto a presenga de multiplas caracteristicas de defesa, como
cuticula melhorada, epiderme multicamadas e posicao vertical da folha, com folhas
jovens verdes podendo usualmente desenvolver mais tipos de defesa (HAN et al.,
2019).

3.2 DOENCAS DA ERVA-MATE

Com relacao a parte aérea, destacam-se as doencas: Mal da teia causada
por Ceratobasidium niltonsouzanum, doenga que causa o desprendimento das
folhas da erva-mate que ficam retidas no ramo por um filamento de micélio do fungo,
caracteristica que da nome a doenga (AUER e DOS SANTOS, 2016; LIMA et al.,
2019). A pinta preta causada por Cylindrocladium spathulatum, doenca que atinge
principalmente folhas mais velhas, causando uma intensa desfolha das plantas
(AUER e DOS SANTOS, 2016). E a antracnose, causada pelo género
colletotrichum, doenga que causa manchas necroéticas escuras e irregulares,
causando perfuragdes e deformagdes de folhas novas (AUER e DOS SANTOS,
2016).

Dentre as doencgas que afetam o caule e o sistema vascular estdo a podridao
de caule, cuja etiologia ainda ndo € bem conhecida, doenga que pode progredir e
causar a morte da planta. (GRIGOLETTI e AUER, 1996). E a murcha vascular
causada por Ceratocystis fimbriata. A doenga atinge plantas de diferentes idades e é
caracterizada pela murcha das plantas. Os fatores relacionados ao aparecimento
desta doenca em erva-mate ainda n&o foram estudados (DOS SANTOS et al.,
2018).

Com relagcao as doencas que afetam o sistema radicular, destaca-se a
podriddo de raizes de erva-mate, causada por Fusarium spp. (AUER e DOS
SANTOS, 2016). Fatores como aplicagao incorreta de calcario e NPK (POLETTO et
al., 2011) e auséncia de sombreamento (POLETTO et al., 2009) estdo associados
ao aparecimento e progressao da doenga. Outra doenga fungica que atinge o
sistema radicular causando também problemas de podridao é a roseliniose causada
Poe espécies do género Rosellinia, os fatores relacionados incluem a presenca de
restos vegetais em decomposigao e solos argilosos (AUER e DOS SANTOS, 2016).



3.2.1 O género fusarium na erva-mate

Fusarium é o patégeno de maior frequéncia na cultura da erva-mate
(GRIGOLETTI JUNIOR e AUER, 2000; AUER e DOS SANTOS, 2016) . Em viveiros,
Fusarium spp. pode causar a mortalidade de plantulas e de mudas (GRIGOLETTI
JUNIOR e AUER, 2000; AUER e DOS SANTOS, 2016; VARGAS, 2020). No campo,
0 patdgeno causa a doenga conhecida como podriddao radicular, duas espécies
estdo associadas, F. solani e F. oxysporum (POLETTO et al., 2012; MEZZOMO et
al., 2018; MEZZOMO et al., 2021). E pode estar associado com sementes, flores e
frutos de erva-mate (POLETTO et al., 2015; MIRESKI 2018).

A podriddo de raizes é a principal doenga da cultura, causando grandes
perdas aos produtores. Os principais sintomas reflexos relatados para mudas
incluem amarelecimento, estagnag¢ao do crescimento, clorose das folhas seguida de
necrose, queda de folhas e necrose de raizes (POLETTO et al. 2009; POLETTO et
al. 2012). Em plantulas o fungo ataca a regido do colo, causando seu tombamento
(GRIGOLETTI JUNIOR e AUER 1997). A podridao de raizes pode ocorrer tanto na
fase de viveiro quanto a campo (GRIGOLETTI JUNIOR e AUER 2000).

Os estudos realizados sobre caracterizacdo de espécies de Fusarium

associadas a erva-mate encontram-se na TABELA 1.
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3.3 O GENERO Fusarium

O género Fusarium contém importantes fitopatdgenos, causando doengas em
varias culturas (AOKI et al., 2014) e, duas espécies, F. graminearum e F. oxysporum
estdo entre os cinco principais fungos patégenos de plantas, com base em sua
importancia cientifica e econémica (DEAN et al., 2012). Espécies deste género de
fungos s&o comumente encontradas em plantas, em restos vegetais e no solo, mas
também sdo encontradas na agua, no ar, em insetos e até mesmo em humanos e
animais, podendo sobreviver na forma de clamiddsporos ou esclerddios por longos
periodos de tempo (revisado por NIKITIN et al., 2023).

Dentro do género Fusarium, a maior parte das espécies patogénicas de
plantas estdo incluidas dentro de quatro complexos de espécies, complexo F.
oxysporum complexo F. graminearum, complexo F. fujikuroi e complexo F. solani.
Espécies desses complexos causam doengas em diversas culturas importantes ao
redor do mundo, como soja, arroz, milho, trigo, cana de agucar, banana e pinus,
além de contaminarem os alimentos com micotoxinas (revisado por AOKI et al.,
2014). Fusarium também é conhecido causador de doengas em humanos, podendo
causar infecgcdes em pessoas saudaveis, como € o caso da ceratite, e infecgdes
oportunistas com risco de vida em individuos imunocomprometidos (O’'DONNELL et
al., 2020).

O género Fusarium esta incluido dentro da familia Nectriaceae (INDEX
FUNGORUM, 2023) e foi descrito por Heinrich Friedrich Link em 1809, tendo sido
validado por Fries em 1821, essa descricdo foi baseada em F. roseum, dois
espécimes avaliados posteriormente por Wollenweber e Reinking (1935) foram
identificados como pertencendo as espécies F. sambucinum e F. graminearum
(BOOTH, 1971).

Desde a descricdo do género Fusarium em 1809 até o primeiro sistema
taxondmico de Fusarium ser publicado (Die Fusarien), espécies eram muitas vezes
definidas com base em sua associagao com determinado hospedeiro, 0 que levou a
descricdo de aproximadamente 1000 espécies. Posteriormente a essa publicagao,
diferentes sistemas taxondmicos foram propostos, com isso, o numero de espécies
de Fusarium aceitas sofreu grandes alteragdes ao longo do tempo (SUMMERELL,
2019; NIKITIN et al., 2023).



O primeiro sistema taxondmico para o género Fusarium foi proposto por
Wollenweber e Reinking em 1935, onde foram reconhecidas 65 espécies,
pertencendo a 16 sessdes. Posteriormente, Snyder e Hansen (1940) modificaram
este sistema taxondmico, as 10 espécies da sessdo Elegans foram reduzidas a
espécie F. oxysporum (SNYDER e HANSEN 1940), a sessédo Martiella foi reduzida a
especie F. solani (SNYDER e HANSEN 1941). Essa vis&o ultra reducionista reduziu
0 numero de espécies de Fusarium para apenas 8 (SNYDER e HANSEN 1945). O
objetivo era criar um sistema taxonémico, baseado em morfologia, que fosse simples
de usar. A préxima publicagao relevante sobre taxonomia de Fusarium, The Genus
Fusarium, foi publicada por Booth (1971), onde foram descritas 44 espécies,
agrupadas em 12 sec¢des. Essa publicagdo é considerada relevante, pois mostrou a
diversidade do género Fusarium. Gerlach e Nirenberg (1982) publicaram The Genus
Fusarium- a Pictorial atlas, onde o sistema Wollenweber e Reinking foi expandido e
foram descritas 78 espécies. Nelson et al. (1983) publicaram um manual de
identificacao cuja filosofia seguiu o sistema de de Snyder e Hansen, o numero de
espécies foi reduzido para 41. A ultima importante publicagdo com objetivo de
identificacdo de espécies do género fusarium baseada em morfologia foi publicada
por Leslie e Summerell (2006), onde foram descritas cerca de 70 espécies.

De acordo com as alteragdes que ocorreram no Cdédigo Internacional de
Nomenclatura para algas, fungos e plantas, definido em 2011 no XVIII Congresso
Internacional de Botanica em Melbourne, Australia, onde adotou-se o fim da dupla
nomenclatura para Fungos, O nome Fusarium prevaleceu em detrimento no nome
Giberella dada ao seu teleomorfo (HAWKSWORTH, 2012).

Recentemente o género Fusarium foi reavaliado e com base em analise
filogenética o complexo de espécies F. solani, que consistia em um clado do género
Fusarium, foi proposto como o género Neocosmospora (SANDOVAL-DENIS et al.,
2019; CROUS et al., 2021). No entanto, tal proposigao foi contestada por O’Donnell
et al., (2020 ) e Geiser et al., (2021).

Com isso, existem atualmente 220 espécies aceitas de Fusarium, e 71
espécies de Neocosmospora (complexo de espécies F. solani) (CROUS et al.,
2021).

A taxonomia de Fusarium € bastante complexa, e essa dificuldade na
definigdo dos critérios de espécie levou ao surgimento do termo complexo de

especies, usado para designar um grupo de espécies que compartilham certas



caracteristicas (NIKITIN et al., 2023). Essa abordagem foi inicialmente utilizada para
os complexos F. oxysporum e F. fujikuroi, sendo que o termo complexo de espécies
F. fujikuroi foi utilizado como alternativa ao termo secdo liseola, do sistema
taxondmico de Wollenweber e Reinking, a partir dai novos complexos foram sendo
criados, e novas espécies descobertas foram sendo adicionadas a estes complexos
(revisado por SUMMERELL, 2019).

Os principais marcadores macroscopicos que tém sido empregados na
taxonomia deste género incluem cor e tipo de micélio aéreo e esporodoquios. Os
principais marcadores microscopicos podem ser de origem sexual ou assexual. Os
de origem sexual incluem o peritécio (cor, tipo de parede, ornamentagéo...) e
ascosporos (forma, cor, septacdo...). Para a forma assexuada os principais
marcadores incluem a célula conidiogénica (mono ou polifialide), microconidios
(forma, arranjo), macroconidios (forma geral, septacgao, tipo de célula basal e apical)
e clamidosporos (SUMMERELL et al., 2003; CROUS et al., 2021).

Os caracteres morfoldgicos (sexuais e assexuais) do grupo Neocosmospora
sdo bastante distintos, esse grupo ndo produz micotoxinas, e sao fungos de solo
frequentemente associados a podridao radicular. Este grupo forma um clado
monofilético e bem suportado na filogenia (CROUS et al., 2021).

Como citado acima, antes do advento da filogenia molecular, a taxonomia de
Fusarium era fortemente baseada em morfologia, tendo sido propostos varios
sistemas de classificacdo nesse periodo. Hoje esta fundamentada em analise
filogenética multilocus (TAYLOR et al., 2000; AOKI et al., 2014; CROUS et al., 2021).

Importante destacar que para um pesquisador ou um diagnosticador, nem
sempre as nuances taxondmicas interessam. Muitas vezes, anexar um nome ao seu
isolado é tudo o que precisa. No caso de Fusarium, quando se trata de doencgas bem
documentadas, uma identificacdo a nivel de complexo pode ser feita utilizando
simplesmente morfologia. Utilizando-se de ferramentas moleculares somente
quando a diagnose for mais complexa (SUMMERELL, 2019).

Quando é necessario empregar ferramentas moleculares, os genes tefl e
rpb2 destacam-se como os principais marcadores utilizados para identificar espécies
dentro do género Fusarium. Ambos o0s genes exibem uma boa capacidade
discriminatdria e tém uma representagédo abrangente nos bancos de dados (GEISER
et al., 2004; CROUS et al. 2021).

O gene do fator de alongamento 1-alfa (tef1) codifica uma enzima que



pertence ao grupo das GTPases e esta presente em todos os organismos celulares,
desempenhando um papel crucial na iniciacao, extensao e finalizagao da traducéo.
Este gene tem sido amplamente empregado em analises filogenéticas (KEELING e
INAGAKI, 2004). No contexto de Fusarium, o gene tef1 é de grande importancia
filogenética, pois fornece informacgdes altamente discriminatérias a nivel de espécie,
nao apresenta coépias nado ortélogas e foram desenvolvidos primers universais
capazes de abranger toda a diversidade filogenética do género (GEISER et al.
2004).

O uso do gene rpb2 para analises filogenéticas foi proposto por Liu et al.
(1999). De acordo com estes autores, uma consideravel taxa de heterogeneidade de
substituicdo de aminoacidos foi observada nas sequéncias da proteina rpb2 , sendo
a regiao central a mais variavel, o que confere a este gene boa capacidade de
resolucdo, podendo ser usada para analises filogenéticas em taxons intimamente
relacionadas, tal como ocorre no complexo F. fujikuroi (CROUS et al. 2021). De
acordo com Frgslev et al. (2005) as regides variaveis rpb1 e rpb2 aumentam a
resolugcdo e o suporte estatistico para espécies intimamente relacionadas. Este
desempenho esta relacionado a quantidade de sitios informativos.

Muitos outros genes, tais como acl1, tub2, cmdA e rpb1, sdo frequentemente
utilizados de maneira suplementar nesse processo. A escolha entre esses genes
pode variar de acordo com o complexo de espécies em questdo (CROUS et al.,
2021). Um exemplo € o estudo para desvendar o complexo de espécies F. fujikuroi,
no qual foram utilizadas as seguintes regides génicas: fator de elongagao 1-alfa
(tef1), B-tubulina (tub2), calmodulina (cmdA), subunidade grande da RNA polimerase
(rpb1) e subunidade grande da RNA polimerase Il (rpb2) (YILMAZ et al. 2021).

O uso inadequado ou confuso de nomenclatura cientifica em Fusarium tem
historicamente representado um desafio significativo no estudo desse género. Com o
proposito de superar essa questdo, diversas bases de dados foram desenvolvidas
especificamente para sequéncias de Fusarium spp., como FUSARIUM-ID (GEISER
et al., 2004; TORRES-CRUZ et al., 2022), Fusarioid-ID www.fusarium.org (CROUS
et al. 2021) e Fusarium MLST (http://fusarium.mycobank.org). Fusarioid-ID contém

sequéncias de varios genes comumente utilizados para identificar Fusarium spp. e
fungos semelhantes (act1, cmdA, his3, rpb1, rpb2, tef1, tub2, ITS e LSU).
Inicialmente, FUSARIUM-ID (GEISER et al., 2004) abarcava exclusivamente

sequéncias do gene tef1, com alguns complexos de espécies de importancia nao



sendo adequadamente representados. A versdo 3.0 do FUSARIUM-ID trouxe
melhorias substanciais, incluindo metadados atualizados (como complexo de
espécies, hospedeiro/substrato e localidade geografica) e uma ampliagdo nas
espécies representadas para o gene tef1. Agora, aproximadamente 270 espécies de
Fusarium, pertencentes a 23 complexos, estdo representadas (TORRES-CRUZ et
al., 2022).



4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE Fusarium spp.

Os isolados de Fusarium spp. foram obtidos de plantas sintomaticas de erva-
mate de areas produtoras dos municipios de Unido da Vitdria, Colombo e Cruz

Machado do estado do Parana e Venancio Aires e Espumoso do estado do Rio
Grande do Sul, conforme a TABELA 2.

TABELA 2 - Origem dos isolados de Fusarium spp. de erva-mate usados neste estudo.

Estado Parte da Local de coleta .COd'go do . Tipo de sintoma
planta isolado/ espécie
Casca parcialmente
Casca Unido davitéoria R2B lesionada, com cor
RAIZ esbranquicada nos
Lenho Unido da vitéria  R3B tecidos intemnos. Lenho
com tecidos apodrecidos.
. Unido da vitéria  T1A Caule parcialmente
% CnLls Unido da vitéria T1B apodrecido (planta viva)
< Uni&o da vitéria ~ RM1A . X
& BROTO Unido da vitéria  RM2 Lesdo na haste do broto 5
Unido da vitéria RM3A Leséo na haste do broto 2
Colombo F2A Lesao em folhas novas E
FOLHA Colombo F2B Lesdo em folhas novas E
a
o Espumoso R6A -
(a] RAIZ Espumoso R6B M?;Chla = [poelide
ol Espumoso R6C radicutar
<zt E') ll6polis F. solani (EMO1)* Podridao radicular
Y
g FOLHA Venancio Aires F3 Lesédo em folhas novas
74
SEMENTE Ivai F. sterilihyposum (EM18)* -
BROTO (Matriz Colombo RMM1A Les&o na haste do broto
< clonal)
<zt Guarapuava F. oxysporum (RF1)*
€ ESTACAS Guarapuava F. pseudoc:_rc:_natum (RF4)* Podridao de estacas
E Guarapuava F. pseudocircinatum (RF5)
Guarapuava F. pseudocircinatum (RF8)*
Folha da Colombo FE1 Podriddo de estacas
estaca

*Isolados provenientes da colecdo de Fungos e Oomicetos Florestais da Embrapa Florestas,
Colombo, PR.



As amostras dos brotos e raizes sintomaticas foram processadas através do
isolamento indireto, conforme segue: fragmentos de tecidos foliares e radiculares
foram desinfestados superficialmente pela imersdo em alcool 70% por 30 s e em
solugdo de hipoclorito de sodio a 1% por 40 s, seguido pela lavagem em agua
ultrapurificada e plaqueamento em meio batata-dextrose-agar (BDA) (TABELA 5)
acrescido de ampicilina (80 ppm) e cloranfenicol (40 ppm).

Para o método direto, as amostras de brotos e raizes sintomaticos foram
mantidas em camara umida constituida de caixas ‘gerbox’ com papel mata-borrao
umedecido com agua ultrapurificada. Apds o surgimento de estruturas do patégeno,
estas foram transferidas com auxilio de uma agulha estéril para placas de Petri
contendo meio BDA.

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 24 °C, no escuro, por cinco dias.
Apos este periodo, as coldnias de Fusarium obtidas foram purificadas por repicagem

para placas contendo meio sintetic nutrient Agar (SNA) (Tabela 5).

4.2 OBTENGCAO DAS CULTURAS MONOSPORICAS

Utilizou-se o método de cultura monosporica adaptado de Jarek (2018).
Porcdes de micélio esporulante do isolado de Fusarium cultivado em meio SNA por
10 dias, fotoperiodo de 12 h, foram transferidos para eppendorf de 2 mL, contendo 1
mL de agua ultrapurificada e, em seguida, agitados por 30 s. Posteriormente, com
auxilio de um pipetador automatico foram realizadas diluicées seriadas até atingir a
concentracdo de 1 x 10 esporos/mL. Aliquotas de 100 uL das suspensdes de
esporos nas concentracdes 1 x 102 e 1 x 10 foram depositadas sobre placas de
Petri contendo meio agar-agua e espalhada na superficie do meio com auxilio de
uma alga de Drigalski. Apds 18h, os esporos individualizados e germinados foram

transferidos para placas de Petri contendo meio SNA.

4.3 PRESERVACAO DAS CULTURAS MONOSPORICAS

A preservagcdo dos isolados de Fusarium foi realizada em agua destilada
estéril (CASTELLANI, 1967), conforme segue: frascos de vidro com capacidade de
10 mL foram preenchidos com agua ultrapurificada até a metade da sua capacidade
e autoclavados a 120 °C por 20 min. Cinco discos (5 mm de didmetro) de meio de

cultivo com micélio em crescimento ativo foram transferidos para cada frasco com o



auxilio de uma alga de platina, sendo feitos trés frascos para cada isolado. Os
frascos foram lacrados, identificados e depositados na Colecdo de Fungos e

Oomicetos Florestais Florestais da Embrapa Florestas, Colombo, PR.

4.4 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS DE Fusarium spp.
4.4.1 Caracterizagao molecular
Extracdo do DNA, PCR e sequenciamento

As etapas de extracdo, PCR e sequenciamento foram realizadas pela empresa
GoGenetic, Curitiba, PR. O DNA genbmico foi extraido de culturas apds 7 dias de
cultivo em placas de Petri contendo meio BDA, incubadas sob fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 24 °C, usando Loccus Extracta Kit Fast — DNA/RNA viral, seguindo
as recomendagdes do fabricante. Trés locais, ou seja sequéncias parciais das
regides gendmicas fator de elongacdo 1-alfa (teff ), B-tubulina (fub2) e segunda
maior subunidade da RNA polimerase (rpb2) foram amplificadas e sequenciados em
ambas as direcdes. Os pares de primers e as condigcdes da PCR estdao na TABELA
3. A mistura da reagdo de PCR de 25 pL consistiu de 2,5 pyL de tampéo, 2,5 mM
MgCI2, 200 uM de cada dNTP, 0,8 pM de cada primer (forward e reverse), 1 U de
GoTaqg DNA Polimerase e 20-40 ng de DNA. Os produtos da PCR foram separados
em gel de agarose 2%, corados com Sybrsafe e examinados sob luz ultravioleta. Os
fragmentos amplificados foram purificados com Exo/Sap (Thermo Fisher Scientific) O
sequenciamento dos fragmentos foi conduzido em Genetic Analyser 3500xL, pop7,

capilar 50cm -.

Anélise filogenética

Os eletroferogramas foram avaliados e as fitas consenso foram obtidas
usando o programa SegAssem. As fitas consenso foram comparadas com as
sequéncias de referéncia disponiveis em Fusarioid-ID (CROUS et al. 2021),

Fusarium MLST (http://fusarium.mycobank.org) e NCBIs GenBank

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias mais relevantes das espécies

de Fusarium encontradas foram usadas neste estudo e encontram-se na TABELA 4.
Todos os conjuntos de dados foram alinhados usando o programa Mega
versao X (KUMAR et al.,, 2018), sendo o alinhamento ajustado manualmente,

quando necessario. As analises filogenéticas por inferéncia Bayesiana e maxima



Likelihood foram realizadas no portal Cipres Science Gateway (MILLER et al., 2011).
Para Maxima Likelihood foi utilizada a ferramenta RAXML hpc Blackbox, para 1000
bootstraps replicates. Para a Inferéncia Bayesiana foi utilizada a ferramenta MrBayes
on XSEDE, com duas corridas paralelas, 04 cadeias de 10 000000 de geragdes (das
quais as 25% iniciais foram descartadas) e frequéncia amostral de 1000. As arvores

foram visualizadas no Figtree v.1.4.4 (https://github.com/rambaut/figtree/releases) e

editadas no Inkscape 1.1.1 (https://inkscape.org/pt-br/release/inkscape-1.1.1/).
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4.4.2 CARACTERIZACAO CULTURAL E MORFOLOGICA

Os isolados de Fusarium foram caracterizados morfologicamente seguindo a
metodologia descrita por Leslie e Summerell (2006). A composicdo dos meios de
cultura utilizados encontra-se na TABELA 5.

Para cor de micélio aéreo e pigmentacgéo difundida no meio, os isolados foram
crescidos em tubos de ensaio contendo meio BDA natural. A incubac&o ocorreu no
escuro sob temperatura de 24°C, por sete dias para cor do micélio aéreo e por 14
dias para cor difundida no meio. A avaliagao das cores seguiu a metodologia de
Nelson (1983).

Para a caracterizagdo das células conidiogénicas (presencga e tipo das falsas
cabecas, presenga de mono e polifidlides), os isolados foram crescidos em placas de
Petri contendo meio SNA. Para a formacao de cadeias, o meio usado foi o KCI sob
temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo foi realizada
observando-se as placas diretamente no microscépio optico, na objetiva de 20x.

Para a caracterizacdo dos esporoddquios, os isolados foram crescidos em
meio folha de cravo agar (FCA) sob temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 horas
ou luz negra continua, para os isolados que nao produziram na condi¢ao anterior. Os
isolados que nao produziram esporodoquios nas condi¢cdes citadas anteriormente
foram inoculados em folhas de erva-mate e incubados sob temperatura ambiente e
fotoperiodo de 12h luz/escuro. A avaliagado consistiu na observacao da cor, tamanho
e abundancia das estruturas, usando microscépio estereoscopio. As avaliagcoes
foram realizadas semanalmente, por até cinco semanas.

Para caracterizacédo dos clamidésporos, os isolados foram crescidos em meio
solo-agar (SA), sob temperatura de 24°C e escuro, por até cinco semanas. A
avaliacao consistiu na observacao de laminas montadas com azul de metileno, na
objetiva de 40x. As avaliagbes foram realizadas semanalmente, por até cinco
semanas. Os clamiddsporos também foram observados em meio SNA.

Para a caracterizacdo dos macro e microconidios foram confeccionadas
laminas a partir dos esporoddquios, formados nos ensaios descritos anteriormente,
para macroconidios e, micélio esporulante de culturas crescidas em SNA para
microconidios. As laminas foram montadas usando liquido glicerinado e observadas

ao microscopio optico, na objetiva de 40x.
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4.5 PATOGENICIDADE E METODOS DE INOCULACAO DE ISOLADOS DE
Fusarium spp. EM ERVA-MATE.

4.5.1 Caracterizacao de folhas da erva-mate.

Para padronizar as folhas a serem utilizadas nos métodos de inoculacéo,
folhas jovens e maduras de plantas adultas de erva-mate foram coletadas e
agrupadas em cinco tipos (I, I, Ill, IV e V). Essa categorizagdo foi baseada na
presenca de brilho e pegajosidade, que estao relacionadas com a deposi¢cédo de cera
epicuticular, bem como na consisténcia do limbo foliar (flexivel ou quebradigo) e cor

da superficie adaxial (Figura 1).

Tipo I: Folha jovem com presenga de brilho intenso em ambas as faces, tornando-se
pegajosa quando pressionada entre os dedos. O limbo foliar é relativamente

quebradico, e a coloragao varia em tons de verde ou avermelhado mais claro.

Tipo II: Folha jovem com brilho intenso apenas na face abaxial, podendo adquirir
pegajosidade ao ser pressionada entre os dedos. O limbo foliar € pouco quebradico,

com coloragdo em tons de verde ou avermelhado mais claro.

Tipo llI: Folha jovem sem brilho e pegajosidade ausente. O limbo foliar & flexivel,

mantendo uma coloracdo em tons de verde ou avermelhado mais claro.

Tipo IV: Folha ainda considerada jovem, mas completamente expandida, sem brilho
e nao pegajosa quando pressionada entre os dedos. O limbo foliar é bastante
flexivel. As folhas usualmente tendem a perder gradativamente a pigmentagéo
avermelhada o longo do estadio anterior, dando a este estadio uma cor

predominantemente verde-claro, embora possa apresentar tons mais escuros.

Tipo V: Folha madura, sem brilho e ndo pegajosa ao ser pressionada entre os

dedos. O limbo foliar € quebradi¢o e possui uma coloragao verde-escura.



Figura 1: Tipos de folhas de erva-mate usados neste estudo. (A) face adaxial e (B)
face abaxial. Da esquerda para a direita: Tipo |, tipo Il, tipo Ill, tipo IV e tipo V.

Fonte: O autor (2023)

4.5.2 Teste de patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. em folhas
destacadas.
O teste de patogenicidade em folhas destacadas foi realizado para todos os
isolados, usando folhas de erva-mate do tipo Ill (Figura 1), provenientes de plantas
adultas do clone Aupaba. As folhas de erva-mate foram desinfestadas

superficialmente (imersdo em alcool 70% por 5s e hipoclorito de sédio a 1% por



30s). O peciolo foi envolto com algodao esterilizado e umedecido com agua
ultrapurificada.

Para a inoculagéo foram realizados cinco ferimentos na porgédo central do limbo
foliar proxima a nervura central, utilizando uma agulha estéril. A inoculagéo consistiu
da deposicdo de um disco (7 mm de diametro) de BDA contendo micélio em
crescimento ativo do isolado de Fusarium sp. sobre a regido ferida. O experimento
foi conduzido em caixa ‘gerbox’ contendo duas folhas de papel mata-borréo
umedecidas com agua ultrapurificada esterilizada. Foram colocadas trés folhas de
erva-mate por gerbox e quatro gerbox por tratamento, totalizando 12 folhas por
isolado. O material foi incubado sob fotoperiodo de 12 horas, em sala climatizada
com temperatura de 24 °C.

A avaliagdo consistiu na medigdo do tamanho da lesdo com auxilio de um
paquimetro digital aos quatro dias apds a inoculagdo. Mediu-se também a area
lesionada aos seis dias apés a inoculagao utilizando o software Quant (VALE et al.,
2003).

4.5.3 Teste de patogenicidade dos isolados de Fusarium spp. em brotos de plantas
adultas.

Plantas adultas do clone Aupaba foram inoculadas utilizando o método de
pino de mapa descrito por Talgg e Stensvand (2013). Foram inoculados isolados de
F. guttiforme (isolado F3), F. mexicanum (isolados F2A e F2B) e do complexo F.
fujikuroi (isolados RM3A e FE1). Os isolados de Fusarium spp. foram crescidos em
placas de Petri contendo meio BDA, por sete dias. Inicialmente, o pino foi introduzido
no broto da planta, na regido proxima ao meristema apical, produzindo uma abertura
(transpassando todo o diametro do broto), com auxilio do mesmo pino, foi colocada
uma porc¢ao de micélio da colbénia de Fusarium sp.. O pino foi mantido nesta regiao
por todo o periodo de conducéo do experimento. Foram utilizadas quatro repeticoes
por tratamento, sendo que cada isolado foi considerado um tratamento e cada
repeti¢ao foi constituida de um broto.

A avaliacdo foi realizada aos 21 dias apds a inoculagdo e consistiu na
observacéo da presencga ou ndo de sintomas na regiao inoculada. Procederam-se os

reisolamentos em meio de cultura BDA.



4.5.4 Metodo de inoculagao de isolados de Fusarium spp. em brotos destacados.

Para esse método foram utilizados brotos destacados do clone EC25 e
isolados de F. guttiforme (isolado F3), F. mexicanum (isolados F2A e F2B) e do
complexo F. fujikuroi (isolado RM3A). Brotos com cerca de 13 cm de comprimento
tiveram as folhas laterais removidas e sendo mantidas apenas algumas folhas
pequenas do apice (Figura 2B)). Os brotos foram previamente desinfestados com
solucdo de hipoclorito de sodio (0,5 %) por 50s e lavados por imersdo em agua
destilada esterilizada. A base do broto foi cortada em bisel e um chumacgo de
algodao foi colocado nesta regido (Figura 2B). Para a realizagéo do ferimento, foi
realizado um corte, com auxilio de um bisturi, na regido do meristema apical, com
cuidado para nao cortar as folhas proximas (Figura 2C). Em seguida, um disco de
BDA (4,5 mm de didmetro) obtido da borda da colénia do isolado de Fusarium foi
posicionado sobre este ferimento (Figura 2D). Em seguida, o broto foi colocado em
um tubo de ensaio (2,5 x 25 cm) contendo 3,5 mL de agua destilada esterilizada,

oqual foi parcialmente vedado com algodao esterilizado.

Figura 2: Etapas do processo de inoculagao em brotos destacados de erva-mate: A -
broto antes da remocgéao das folhas; B - broto preparado para inoculagao - folhas ja
removidas, corte em bisel na base e algoddo envolvendo a base; C - detalhe do
corte no apice do broto; D - disco de meio batata-dextrose-agar com micélio do
isolado de Fusarium sp. depositado na regido ferida do broto; E - disposicdo dos
brotos inoculados nos tubos de ensaio.

» *’
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Fonte: O autor (2023)

A incubacao foi realizada em condicdes de laboratério, sob fotoperiodo de 12



h (duas lampadas de 40W). A avaliacdo foi realizada aos seis dias apds a
inoculacdo, contando-se o numero de brotos em que ocorreram sintomas e medindo-
se o comprimento da regido lesionada. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado com sete repeticbes e os dados foram submetidos a analise de

variancia ANOVA e teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando o software R.

4.5.5 Meétodos de inoculacao de isolados de Fusarium spp. em folhas destacadas

Nos métodos de inoculagao optou-se por trabalhar apenas com os isolados
de Fusarium spp. obtidos de parte aérea, pois alguns destes foram caracterizados
também molecularmente. Nao foi possivel utilizar o mesmo clone de erva-mate para

todos os ensaios, devido a nao disponibilidade de folhas.

Inoculagao sem ferimento. Para este método, foram utilizadas folhas
destacadas tipo |l do clone Aupaba e isolados de F. guttiforme (isolado F3), F.
mexicanum (Isolados F2A e F2B), F. sterilihyphosum (isolado EM18) e demais
isolados dos complexos F. fujikuroi (isolados RM3A, FE1, RF4, RF5, RF8 e RMM1A)
e F. graminearum (isolados RM1A e RM2). A inoculacao consistiu em colocar discos
(7 mm de didmetro) de BDA com micélio fungico em crescimento ativo sobre a
superficie abaxial da folha, sem ferimento. As folhas foram desinfestadas por
imersao em solugao de hipoclorito de sédio (0,5 %) por 50s, seguido de lavagem em
agua ultrapurificada esterilizada. O experimento foi conduzido em caixa ‘gerbox’
contendo duas folhas de papel mata-borrdo umedecidas com agua ultrapurificada
esterilizada. O material foi incubado em estufa na temperatura de 24 °C e
fotoperiodo de 12h. Do quarto até o décimo dia apds a inoculacédo foram realizadas
avaliagdes diarias para verificar o aparecimento de lesdes (considerou-se, para isso,
uma lesao, que independente da sua forma, possuisse um tamanho maior que 5 mm
de diametro). Foram utilizados trés pontos de inoculagdo por folha e cinco folhas
para cada tratamento.

Inoculagdo com ferimento (FD1). Neste ensaio, foram utilizadas folhas do
tipo Il do clone EC25 e isolados de F. guttiforme (isolado F3) e F. mexicanum
(Isolados F2A e F2B). Para a inoculagéo em folhas destacadas com ferimento (FD1),
utilizou-se a seguinte metodologia: as folhas foram desinfestadas por imersao em

solugao de hipoclorito de sédio (0,5 %) por 50s, seguido de lavagem em agua



ultrapurificada esterilizada. O peciolo das folhas foi envolto com algodao esterilizado
e umedecido com agua ultrapurificada. Os ferimentos consistiram de quatro furos,
usando uma agulha estéril, dispostos na forma de um quadrado e distanciados em
trés mm um do outro. Sobre este ferimento, foi posicionado na face abaxial da folha
um disco de BDA (7 mm de didmetro) e este procedimento foi repetido em cada lado
da nervura principal (Figura 3). A testemunha recebeu apenas o disco de BDA sem o
fungo. O ensaio foi conduzido em caixas ‘gerbox’ contendo duas folhas de papel
mata-borrdo umedecido com agua ultrapurificada esterilizada. Foram utilizadas oito
folhas de erva-mate por tratamento, sendo cada folha considerada uma repeticdo. A
incubacao foi realizada em estufa estufa a 24 °C e fotoperiodo de 12h.

Inoculagcdao com ferimento (FD2). O método de inoculacdo em folhas
destacadas com ferimento foi repetido com algumas variagées nos procedimentos
(FD2). Os ajustes em relagdo ao meétodo anterior se referem ao processo de
desinfestagao (0,5 % por 120s), tipo de ferimento (uso de um furador de 3 mm de
didmetro (Figura 3B)), uso de placas de Petri esterilizadas no lugar de 'gerbox'
(Figura 3C) e incubagdo em sala com temperatura controlada de 24 °C. Foram
utilizadas sete folhas de erva-mate por tratamento, sendo cada folha considerada
uma repeticado. Neste ensaio foram utilizadas folhas destacadas, do clone Yari.

Figura 3: Inoculagdo em folhas destacadas de erva-mate: A — quatro furos em forma
de um quadrado; B — ferimento feito com um furador (3 mm de didmetro); C — folhas
dispostas em placa de Petri contendo duas folhas de papel mata-borréo
umedecidas.

Fonte: O autor (2023)

A avaliagdo dos ensaios foi realizada oito dias apds a inoculacdo para o



primeiro ensaio e quatro dias para o segundo, contando-se o numero de pontos de
inoculagdo em que ocorreram sintomas e medindo-se o didmetro das lesdes (a
medig¢ao foi realizada nos dois sentidos da lesdo, utilizando-se a média das duas
leituras). Como foram realizados dois pontos de inoculagdo por folha, o didmetro
final foi obtido pela média das duas lesdes formadas, ou, quando apenas uma lesao
presente, pelo didametro desta. Procederam-se os reisolamentos em meio de cultura
BDA. O primeiro ensaio foi analisado em delineamento inteiramente casualizado
com parcela perdida, e o segundo ensaio, em delineamento inteiramente
casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e teste de

separacgao de médias de Tukey a 5% de probabilidade, usando o software R.



5 RESULTADOS

Nos isolamentos foram obtidos 14 isolados de Fusarium spp., sendo oito de
brotos, dois de caule e quatro de raizes (Tabela 6). Os isolados foram identificados
por filogenia e morfologia. Os isolados obtidos de brotos pertencem aos complexos
Fusarium fujikuroi e F. graminearum. No complexo F. fujikuroi foram identificadas
duas espécies: F. guttiforme e F. mexicanum. Os isolados obtidos de raizes e caule

pertencem aos complexos F. solani e F. oxysporum. (TABELA 6).

TABELA 6: Espécies e complexos de espécies de Fusarium identificados neste estudo.

Identificagcado

Complexo Espécie Isolado Morfo Filo I?a_toge Doenca
. Iy nicidade
légica genética
F.quttiforme F3 + + ++* Morte dos
F.mexicanum  F2A e F2B + + ++* ponteiros
F. fujikuroi Fusarium sp. FE1 + _ o Podridao de
estaca
Fusarium sp. RM3A + - 4* Morte dos
Fusarium sp. RMM1A + - +- ponteiros
F. grami . RM1A e - Morte dos
nearum AR | mp " : i ponteiros
Fusariumspp. T1AeT1B + - . POdrldEilO de
F. solani caule
Fusarium s R2B, R3B + ) - Podriddo de
PP- ¢ R6B raizes
F. oxysporum  Fusarium sp. R6C T - +- POdr',d d96E
raizes

Teste de patogenicidade positivo para: (+) Folhas destacadas; (++) Folhas destacadas e brotos
destacados; (*) Brotos de plantas adultas a campo; (-) Nao realizado.

5.1 CARACTERIZAGCAO FILOGENETICA

Apenas os isolados F3, F2A e F2B, do complexo Fusarium fujikuroi
(pertencentes as espécies F. guttiforme e F. mexicanum), foram identificados por

filogenia. Estes isolados foram selecionados com base em sua agressividade.



Para os isolados F2A e F2B de Fusarium spp., a filogenia individual dos
genes mostrou concordancia para rpb2 e tub2, agrupando F2A e F2B junto com o
clado F. mexicanum. No entanto, para tef1, os isolados F2A e F2B foram agrupados
junto com o clado F. sterilihyphosum. Para o isolado F3, embora para os genes rpb2
e tub2 este isolado tenha se aproximado da espécie F. guttiforme, este clado nao
pdde ser resolvido por nenhum dos genes individuais. As Figuras 4, 5 e 6 mostram
os resultados das analises de maxima likelihood para tef1, rpb2 e tub2,

respectivamente.

Figura 4: Arvore filogenética obtida por maxima Likelihood com base no gene tef1 .
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Filogenia do gene tef1, de espécies do complexo F. fujikuroi. F. venenatum (A3/5) foi utilizado como
out-group. Os valores de suporte de bootstrap >50 (ML) sdo mostrados nos nos. (T) Ex-type
espécime; (ET) Ex-epitype espécime. Os isolados caracterizados neste estudo estdo destacados em
negrito.



Figura 5: Arvore filogenética obtida por maxima Lik
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Figura 6: Arvore filogenética obtida por maxima Likelihood com base no gene tub2.
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O alinhamento concatenado incluiu 30 sequéncias, todas do complexo F.
fujikuroi, com excegao do out-group, e 1897 pares de base. O isolado F3 agrupou
com F. guttiforme Nirenberg and O’Donnell; no entanto, este ramo apresentou um
baixo suporte estatistico (53% de bootstrap e 0,80 de probabilidade posterior), sendo
suportado apenas pela arvore concatenada (Figura 7). Os isolados F2A e F2B
agruparam com o clado F. mexicanum T. Aoki, S. Freeman, Otero-Colina, Rodr.-Alv.,
Fern.-Pavia, R.C. Ploetz e O'Donnell com um suporte estatistico de 68% de
Bootstrap e 0,87 de Probabilidade Posterior; este ramo foi suportado por dois dos
trés genes analisados. Dentro do clado F. mexicanum, a separacao de F2A e F2B
em um ramo distinto foi sustentado por dois dos trés genes analisados e com
suporte estatistico de 99% de bootstrap e 1 de probabilidade posterior, sugerindo

fortemente que pode se tratar de uma nova espécie filogenética.

Figura 7: Arvore filogenética baseada em tef? , rob2 e tub2.
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epitype espécime. Os isolados caracterizados neste estudo estdo destacados em negrito.




5.2 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

5.2.1 Complexo Fusarium fujikuroi.

O isolado F3 identificado como F. guttiforme apresentou micélio aéreo
cotonoso, de cor branca e pigmentacao difundida no meio nao visualizada (Figura 8).
Os microconidios foram abundantes em micélio aéreo, sendo formados em falsas
cabecas de tamanho médio, usualmente sob monofialides, mas ocasionalmente sob
polifidlides, de formato oval a obovoide, usualmente sem septos, mas
ocasionalmente 1 septo. Os esporodéquios de cor laranja foram formados somente
sobre as folhas de erva-mate. Macroconidios delgados, retos a levemente curvados,
com célula basal em forma de pé e pouco desenvolvida e célula apical em forma de
bico, tendo entre 3 e 5 septos, sendo mais comumente encontrado 3 septos. Nao se
observou a presenca de clamiddsporos. Foi observado a presenca de hifa espiralada
(Figura 8).

Figura 8: Caracteristicas morfologicas de Fusarium guttiforme. (A e D)
caracteristicas da colbnia; (B) falsas cabecgas; (C) microconidios; (E) esporodoquios;
(F) macroconidios.
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Fonte: O autor (2022)



Os isolados F2A e F2B identificados como F. mexicanum apresentaram
micélio aéreo cotonoso, cor roxa (quase branco) e pigmentacéo difundida no meio
ndo visualizada (Figura 9). Os microconidios foram formados abundantemente em
em micélio aéreo, sendo formados em falsas cabecas médias em tamanho, em
monofialides e polifialides, de formato elipsoidal (mais comum) e alantéide, contendo
entre 0 e 1 septos; o tipo ndo septado foi o0 mais comum. Os esporodéquios de cor
creme, com leve tom de laranja foram formados somente sobre folhas de erva-mate.
Macroconidios delgados, levemente curvos, geralmente mais largos na parte média
de seu comprimento e se estreitando em ambas as extremidades, com célula basal
usualmente em forma de pé, célula apical em forma de bico leve, tendo usualmente

entre 03 e 06 septos. Nao se observou a presenga de clamiddsporos (Figura 9).

Figura 9: Caracteristicas morfolégicas de F. mexicanum. (A e D) caracteristicas da
coldnia; (B) falsas cabegas; (C) microconidios; (E) esporodoquio; (F) macroconidios.

Fonte: O autor (2022)



As caracteristicas morfolégicas dos demais isolados do complexo F. fujikuroi -
FE1, EM18, RM3A, RF8, RF4, RF5 e RMM1A - encontram-se a seguir:

Esses isolados nao formaram clamiddsporos.

Os macroconidios dos isolados FE1, EM18, RM3A, RF8, RF4, RF5 e RMM1A
foram caracteristicos do complexo F. fujikuroi, delgados, retos ou levemente curvos,

com célula basal usualmente em forma de pé e célula apical em forma de bico
(TABELA 7 e Figura 10).

TABELA 7: Caracteristicas de macroconidios (forma geral, tipo de célula apical e basal e nimero
de septos) de isolados do complexo F. fujikuroi.

Isolado/ . Célula N° de
< Forma geral Célula basal

espécie Ap. septos

Delgado, reto a levemente Forma de pé e pouco 01 3.5
FE1 curvado, parede fina desenvolvida

EM18* = Forma de pé 01 3-5
RM3A = Pouco desenvolvida 01 3-6
RF8** = Usualmente forma de pé 02 3-4
RF4** = = 02 3-5
RF5** = = 02 3-5

RMM1A = = 02 3-4-5

(=) igual anterior; (negrito) valor mais comum. Tipos de célula apical: (1) bico leve; (2) bico.

*F. sterilihyphosum e **F. pseudocircinatum, Cole¢do de Fungos e Oomicetos Florestais da
Embrapa Florestas.

Figura 10: Tipos de Macroconidios. (A e B) delgado, reto a levemente curvado,
parede fina, isolados EM18 e RM3A, respectivamente; (C) célula basal em forma de
pé e célula apical em em forma de bico bastante evidentes.

Fonte: O autor (2022)



Os microconidios dos isolados FE1, EM18, RM3A, RF8, RF4, RF5 e RMM1A
foram formados, em sua maioria, em falsas cabecgas, sob monofialides e polifialides
(TABELA 8 e Figura 11). As caracteristicas tamanho da falsa cabe¢a, comprimento
da célula fialidica e abundancia das falsas cabecas, sédo resultado de comparacao

entre todos os isolados caracterizados neste estudo.

TABELA 8: Caracteristicas das células conidiogénicas (presenca de polifialide, tamanho da falsa
cabeca, comprimento da célula fialidica e presenca de cadeia) de isolados do complexo Fusarium

fujikuroi.
ISOI%d?I Mono Poli Abundancia das Tamanho F'a!'de Cadeias
Espécie falsas cabecgas comprimento
FEA1 + + Abundante Médio Médio
EM18* + e Muito abundante Médio Médio -
RM3A + + Muito abundante Médio Médio -
RF8** + + Abundante Médio Médio +
RF4** + + Muito abundante Médio Médio +
RF5** + + Muito abundante Médio Médio +
RMM1A + + Abundante Médio Médio +

Para mono (monofialides), poli (polifialides) e cadeias: (+) presente (-) ausente. Abundancia: Pouco
comum, comum, abundante, muito abundante. Tamanho da falsa cabega: Pequeno, médio, grande,
muito grande. Comprimento da fialide: Curto, médio, longo, muito longo.

*F. sterilihyphosum e **F. pseudocircinatum, Colegdo de Fungos e Oomicetos Florestais da
Embrapa Florestas.

Figura 11: Tipos de conidiogénese observadas no complexo Fusarium fujikuroi: (A)
falsa cabega em polifialide (

Fonte: O autor (2022)



Os isolados RF4, RF5, RF8 e RMM1A formaram micélio aéreo curto ou
ausente e pigmentacao difundida no meio de grau forte e de cor roxa (Figura 12A).
Enquanto que, o isolado RM3A formou micélio aéreo roxo (quase branco),
pigmentacéo difundida no meio ndo visualizada (Figura 12B). O isolado FE1 formou
micélio aéreo branco e pigmentacao difundida no meio nao visualizada (Figura 12C).
A cor difundida no meio foi mais nitida aos 14 dias (Figura 12, parte inferior da
imagem). Quanto ao tipo de micélio aéreo, os isolados RF4, RF5, RF8, RMM1A
apresentaram micélio aéreo curto ou ausente (como visualizado em Figura 12A) e os

demais isolados apresentaram micélio aéreo cotonoso.

Figura 12: Tipo de micélio aéreo, cor e cor difundida no meio (parte inferior da
imagem) observadas nos isolados do complexo Fusarium fujikuroi: (A) micélio aéreo
curto ou ausente e pigmentagéo difundida no meio de grau forte e de cor roxa; (B)
micélio aéreo cotonoso, roxo (quase branco), pigmentagdo difundida no meio nao
visualizada; (C) micélio aéreo cotonoso, branco e pigmentacdo difundida no meio
nao visualizada.

Fonte: O autor (2022)



Os microconidios produzidos neste grupo (isolados FE1, EM18, RM3A, RF8,
RF4, RF5 e RMM1A) apresentaram usualmente formato oval ou elipsoidal, com 0 ou
1 septo, os detalhes na TABELA 9 e Figura 13.

TABELA 9 - Caracteristicas de microconidios (forma e nimero de septos) de
isolados do complexo Fusarium fujikuroi.

Espécie Isolado Forma geral N° de septos
Elipsoidal
Fusarium sp. bastante
FE1 alongado. 0-1
Elipsoidal
bastante
F. sterilihyphosum alongado, retos a
mais ou menos
EM18* curvos. 0-1
Fusarium sp. RM3A = 0-1
RF8* Oval a obovdéide. 0
F. pseudocircinatum RF4* = 0-1
RF5* = 0
Fusarium sp. RMM1A = 0

(=) igual anterior; (negrito) valor mais comum; *Coleg¢ao de Fungos e
Oomicetos Florestais da Embrapa Florestas.

Figura 13: Tipos de microconidios observados nos isolados do complexo Fusarium
fujikuroi: (A) oval a obovoide (B) elipsoidal bastante alongado (C) elipsoidal bastante
alongado, retos a mais ou menos curvos.

Fonte: O autor (2022)



Os esporodoquios formados sobre folhas de erva-mate (isolado FE1), foram
menores € mais numerosos que aqueles formados sobre folhas de cravo (EM18,
RM3A, RF8, RF4, RF5 e RMM1A), por isso os esporoddquios deste isolado nao
foram descritos com relagéo a estas caracteristicas (TABELA 10 e Figura 14). As
caracteristicas tamanho do esporodoquio e abundancia, sao resultado de

comparagao entre todos os isolados caracterizados neste estudo.

TABELA 10: Caracteristicas de esporodoquios de isolados do complexo Fusarium fujikuroi quanto
a cor, tamanho, abundancia e tempo para a formacgao.

Isola'ld_ol Cor Tamanho  Abundancia Tempo Condigaol
espécie (semanas) substrato
FE1 Branco : : 02 A2

Muito A1

EM18* Creme Grande abundante 02
RM3A Laranja Pequeno Raro 02 B/ 1
RF8** Creme acinzentado Pequeno Abundante 02 A1
RF4** Creme acinzentado Pequeno Comum 04 AT
RF5** Creme acinzentado Pequeno Abundante 02 A1
RMM1A Creme acinzentado Pequeno Abundante 03 AT

Abundancia: Raro, comum, abundante, muito abundante. Tamanho: Pequeno, médio, grande.
CONDICAO: (A) fotoperiodo de 12 horas (B) luz negra continua. SUBSTRATO: (1) folha de cravo
(2) folha de erva mate.

*F. sterilihyphosum e **F. pseudocircinatum, Cole¢do de Fungos e Oomicetos Florestais da
Embrapa Florestas.

Figura 14: Tipos de esporoddquios de isolados do complexo Fusarium fujikuroi
formados sobre folhas de cravo em A, C e D e sobre folhas de erva-mate em B. (A)
EM18 (B) FE1 (C) RM3A e (D) RMM1A.

Fonte: O autor (2022)



5.2.2 Complexo Fusarium graminearum

Os isolados RM1A e RM2 do complexo Fusarium graminearum apresentaram
micélio aéreo cotonoso, de cor rosa e pigmentagdo difundida no meio nao
visualizada. Auséncia de microconidios. Esporoddquios formados sob luz negra em
até duas semanas sobre as folhas de cravo, de cor laranja, grandes em tamanho e
abundantes. Os macroconidios formados eram delgados, moderadamente curvados,
com célula basal usualmente com bem desenvolvida forma de pé, célula apical
cbnica, as vezes com a forma da ponta lembrando um focinho, tendo usualmente
entre 05 e 06 septos (Figura 15). O isolado RM1A produziu clamidésporos pouco
comuns, formados lentamente (>5 semanas), solteiros ou em pares, intercalares ou

terminais.

Figura 15: Cor de colbnia, esporoddquio e macroconidios obsevados nos isolados do
complexo Fusarium graminearum.

Fonte: O autor (2022)



5.2.3 Complexo Fusarium solani

Os isolados EM01, R2B, R3B, R6B, T1A e T1B do complexo F. solani
apresentaram micélio aéreo cotonoso, de cor creme ou branco e pigmentacao
difundida no meio usualmente de grau médio. Os isolados desse complexo
formaram microconidios de formato elipsoidal, retos ou levemente curvos, com
fusiforme e reniforme também presentes, com numero de septos variando de 0 a 2,
sendo entre 0 e 1 0 mais comum, usualmente abundantes em micélio aéreo,
formados sob falsas cabecgas circulares, grandes em tamanho, sob monofialides
longas. Esporoddquios pequenos a médios, de cor branca a creme, usualmente
variando de comum a muito abundante, formados em até duas semanas sobre as
folhas de cravo e sobre a superficie do agar. Macroconidios largos, retos a
ligeiramente curvados, célula basal variando de pouco desenvolvida a bem
desenvolvida forma de pé e célula apical cega e arredondada, tendo de 3 até 7
septos (a depender do isolado). Os clamidosporos foram formados abundantemente,
entre duas e quatro semanas, solteiros, em pares ou em pequenas cadeias, em

posigao intercalar e/ ou terminal (Figura 16).



Figura 16: Caracteristicas morfolégicas dos isolados do complexo Fusarium solani.
(A e B) macroconidios; (C e D) microconidios; (E) falsas cabegas; (F) esporodoquio;
(G) clamldosporos (H e ) caracteristicas da colonia.
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Fonte: O autor (2022)



5.2.4 Complexo Fusarium oxysporum

Os isolados RF1* e R6C do complexo F. oxysporum apresentaram micélio
aéreo cotonoso, de cor branca e pigmentagao difundida no meio nao visualizada.
Microconidios comuns em micélio aéreo, de formato elipsoidal, retos a mais ou
menos curvados, reniforme também presente. Sendo asseptados ou com um septo,
com o tipo asseptado o mais comum, formados em falsas cabegas pequenas em
tamanho, formadas sob monofidlides curtas. Os isolados formaram esporodéquios
de cor laranja brilhante, usualmente médios em tamanho, abundéncia variavel,
formados sob luz negra e podendo levar mais de trés semanas para formar, em
folnas de cravo e na superficie do agar. Os macroconidios eram relativamente
delgados, retos a ligeiramente curvados, com célula basal usualmente em forma de
pé, célula apical cbnica e curvada, tendo usualmente 3 septos. Os isolados
apresentaram clamidésporos abundantes, formados em até duas semanas,

preferencialmente em posicao terminal (Figura 17).

Figura 17: Caracteristicas morfologicas dos isolados do complexo Fusarium
oxysporum. (A) microconidios; (B) clamidésporos; (C) macroconidios; (D) falsas
cabegas; (E) esporodoquio; (F e G) caracteristicas da colbnia.

Fonte: O aﬁtor (2022)



5.3 CARACTERIZACAO SINTOMATOLOGICA E PATOGENICIDADE DE
ISOLADOS DE Fusarium spp. EM ERVA-MATE.

Sintomas da morte de ponteiros em mudas e plantas adultas de erva-mate
resultantes de infeccdo natural de Fusarium spp. (Figura 18). A doenca se
caracteriza pela presenga de lesdes necroticas de cor escura, que se iniciam no
apice dos brotos, podendo essa necrose progredir de forma descendente ao longo
do broto, causando a sua morte (Figura 18B, C e D). Em condigbes de alta umidade
é possivel observar a presenca de sinais do patégeno (Figura 18E).

Figura 18: (A) Broto sadio; (B e C) Sintomas de morte de ponteiros em plantas
adultas e (D) mudas; (E) detalhes da esporulagdo formada sobre a superficie do
broto de erva-mate apo camara umida.
D Y

e

Fonte: o autor (2023)




5.3.1 Teste de patogenicidade em folhas destacadas.

Os isolados obtidos de parte aérea, do complexo F. fujikuroi, incluindo as
espécies F. guttiforme e F. mexicanum, e do complexo F. graminearum, bem como
os isolados obtidos de raizes, mostraram-se patogénicos a erva-mate. Verificou-se
uma maior agressividade dos isolados do complexo F. solani em comparagao aos

isolados dos complexos F. fujikuroi, F. graminearum e F. oxysporum (TABELA 11).

As lesdes apresentaram maior uniformidade aos quatro dias apds a inoculacéo.

TABELA 11 - Diametro Médio de Lesao (DML) e Area média de lesdo (Area) em folhas tipo Ill de
erva-mate, inoculadas com diferentes isolados de Fusarium spp..

Complexo Espécie Isolado DML (mm) Area (mm?)
F. guttiforme F3 6,5 181
Fusarium sp. FE1 85 14
F. sterilihyphosum EM18* 27 10
Fusarium sp. RM3A 29 18
F. fujikuroi
F. mexicanum F2A 4.6 23
F2B 4,1 19
F. pseudocircinatum RF8* 3,6 17
F. pseudocircinatum RF5* 3,5 18
F. pseudocircinatum RF4* 2.4 10
Fusarium sp. RMM1A 2,0 8
= _ Fusarium sp. RM1A 2,9 12
- graminearum - g sarium sp. RM2 2,4 8
- F. oxysporum* RF1 2,2 6
- OXySporum e sarium sp. R6C 2,0 5
F. solani EMO1* 7,7 364
Fusarium sp. R2B 7,2 687
F. solani Fusarium sp. T1A 6,9 215
Fusarium sp. T1B 6,2 333
Fusarium sp. R6B 3,2 16
Testemunha - -

Isolados obtidos de: Broto 1 Raiz 1 Caule 1

O DML foi medida com auxilio de um paquimetro (04 dias apds inoculagéo) e foi expressa em mm.
A éarea (seis dias apds inoculacdo) das lesdes foi obtida utilizando o software Quant 1.0.1 e foi

expressa em mm .

*Colecéo de Fungos e Oomicetos Florestais da Embrapa Florestas.



Em algumas folhas que foram inoculadas, notou-se o surgimento de lesdes
gue se iniciavam na base do peciolo e se estenderam em direcdo ao centro da folha.
Quando corado a superficie da folha com corante azul de algodao, foi possivel
observar o crescimento micelial do fungo que havia sido inoculado. Essas hifas se
desenvolviam em todas as diregbes, chegando inclusive a base do peciolo. A
peculiaridade de causar lesdes no peciolo foi observada apenas em alguns isolados,
com destaque para o isolado F3, onde todas as folhas exibiram essa caracteristica.
Além disso, foi possivel re-isolar o patdégeno a partir dessas lesdes. Foi realizado um
ensaio inoculando o fungo nessa regido e constatado sintomas no peciolo
semelhantes aos observados anteriormente.

Houve variacdo de agressividade entre os isolados de Fusarium spp.
(TABELA 12; Figura 19A, B e C). A leitura com o paquimetro foi dificultada aos seis
dias apds a inoculagéo, devido a forma irregular das lesdes. Todos os isolados de

Fusarium spp. inoculados foram reisolados

Figura 19: Variagdes nos tipos de lesdes de folhas de erva-mate inoculadas com
diferentes isolados de Fusarium spp. (A e B) pequenas e médias lesdes observadas
no complexo F. fujikuroi; (C) grandes lesdes observadas no complexo F. solani e (D)
testemunha.

Fonte: O autor (2022)



5.3.2 Teste de patogenicidade em brotos de plantas adultas de erva-mate.

Todos os isolados inoculados F. guttiforme (isolado F3), F. mexicanum
(isolados F2A e F2B) e demais isolados do complexo F. fujikuroi (isolados FE1 e
RM3A) produziram sintomas, esses sintomas se caracterizaram por uma necrose na
regido ao redor do ponto de inoculagédo. Também foi observado uma interrup¢céo no
desenvolvimento da regido apical dos brotos inoculados (Figura 20). Os isolados

puderam ser recuperados através do reisolamento em BDA.

Figura 20: Sintomas observados em brotos de plantas adultas inoculadas Fusarium
spp.. A e B Testemunha; C - F. mexicanum; D e E - F. guttiforme.

Fonte: O autor (2023)

5.3.3 Meétodo de inoculagdo em brotos destacados

A inoculagcdo em brotos destacados de erva-mate produziu sintomas
semelhantes aqueles observados no campo, com o aparecimento de uma necrose
de coloragéo escura que progrediu do ponto inoculado para baixo no broto e para as
folhas proximas (Figuras 22 e 23). Houve diferenga estatistica entre os isolados
(TABELA 12 e Figura 21).



TABELA 12: Incidéncia (%) e tamanho da lesdo (mm) aos seis dias apds a inoculacdo em brotos
destacados de erva-mate inoculados com ferimento. Isolados do complexo F. fujikuroi.

Brotos destacados

Espécie/ Isolado Inci((ii;cia -E:Sn;;n('::n?f DP (?/:/)
F. mexicanum (F2A) 100 11,5A 0,8 7,0
F. mexicanum (F2B) 100 9,0B 0,7 8,4

F. guttiforme (F3) 100 5,46 C 0,7 13,9
Fusarium sp. (RM3A) 100 33D 0,9 27,9

Testemunha 00 0,0 B B

Coeficiente de variagdo (CV) e desvio padréo (DP). Médias seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo teste tukey a 5% de probabilidade. CV 11,12%. Valor-p para o teste de Shapiro-Wilk
0,140. Valor-p teste de Bartlett 0,965.

Figura 21: Boxplot (A) e violinplot (B) para comprimento médio de lesbes em brotos
destacaados de erva-mate inoculados com diferentes isolados do complexo F.

fujikuroi.
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O violinplot foi empregado como uma ferramenta complementar a
visualizagdo do boxplot. Por meio dele, foi possivel observar a densidade da
distribuicdo dos dados em diferentes regides do grafico, permitindo a identificagdo de
assimetrias nessa distribuicdo e proporcionando uma compreensao mais detalhada
sobre como os valores estao distribuidos. O ponto vermelho no grafico representa a
meédia, enquanto areas mais amplas indicam uma maior concentracdo de dados e

areas mais estreitas indicam uma menor densidade.



Figura 22: Sintomas observados em brotos de erva-mate seis dias apos inoculagao
com isolados do complexo F. fujikuroi. (A) testemunha; (B) Fusarium sp. (Isolado
RM3A); (C) F. guttiforme (isolado F3); (D e E) F. mexicanum (isolados F2A e F2B

respectivamente).

Fonte: O autor (2023)

Figura 23: Corte longitudinal mostrando os sintomas em tecidos internos de brotos
de erva-mate seis dias apos inoculagdo com isolados do complexo F. fujikuroi. (A)
testemunha; (B) Fusarium sp. (Isolado RM3A); (C) F. guttiforme (isolado F3); (D e E)
F. mexicanum (isolados F2A e F2B respectivamente).

Fonte: O autor (2023)



5.3.4 Meétodos de inoculagcao em folhas destacadas

A TABELA 13 mostra o aparecimento de lesdes ao longo do tempo para
diferentes isolados de Fusarium spp. inoculados em folhas de erva-mate sem
ferimento. Devido aos resultados inconsistentes, optou-se por fazer ferimentos nas

folhas nas inoculagdes subsequentes.

TABELA 13: Aparecimento de les6es em folhas de erva-mate tipo Il, inoculadas com isolados de
Fusarium spp. sem a presenga do ferimento.

Dias apés a inoculagao

Complexo Espécie Isolado 4 5 6 7 8 9 10
F. guttiforme F3 4** 7 8 10 12 14 15
Fusarium sp. FE1 3 4 4 5 6 7 8
F. sterilihyphosum EM18* 6 7 8 9 10 10 10
Fusarium sp. RM3A 10 12 12 12 13 13 14
F. fujikuroi  F. mexicanum F2A O 0 O 2 4 &6 7
F. mexicanum F2B 1 1 1 2 5 7 9
F. pseudocircinatum  RF8* 0 0 0 0 0 0 0
F. pseudocircinatum  RF5* 0 0 0 1 1 4 5
F. pseudocircinatum  RF4* 1 2 3 3 3 3 3
Fusarium sp. RMM1A 0 0 0 0 0 0 0
) Fusarium sp. RM1A 0 0 0 0 0 0 0
F. graminearum
Fusarium sp. RM2 0 0 0 0 0 0 0

*Colecgao de Fungos e Oomicetos Florestais da Embrapa Florestas.
**Numero de pontos de inoculagéo (de um total de 15) que apareceram sintomas.

Para a inoculacao de folhas destacadas com ferimento, os dois métodos de
inoculagdo produziram sintomas, no entanto, a incidéncia e a uniformidade das
lesdes foi maior em FD2 (ferimento circular - mais padronizado) do que FD1
(ferimento em forma de furo). Para FD1, ndo houve diferenga estatistica entre as
médias (TABELA 14 e Figura 24 A e B). Para a inoculagdo em folhas destacadas
pelo método FD2, houve diferenga estatistica entre as médias (TABELA 14 e Figura
24C e D e Figura 25). O desenvolvimento das lesdes ocorreu de forma mais rapida e

uniforme (forma e tamanho).



TABELA 14: Incidéncia (%) e tamanho médio de lesdo (mm) em folhas destacadas de erva-mate
com ferimentos em furos (FD1) e circular (FD2) inoculadas com isolados de F. mexicanum (isolados
F2A e F2B) e F. guttiforme (isolado F3) aos oito dias apds a inoculagdo para FD1 e 04 dias para
FD2.

FD1 FD2
Isolado Incidéncia Tamanho de DP cVv Incidéncia  Tamanho da DP CcVv
(%) lesao(mm) (%) (%) lesdo (mm) (%)
F2A 62 51A 2,0 40,3 100 10,9 A 1,1 10,5
F2B 100 6,9A 1,4 20,5 100 11,4 A 1,1 9,99
F3 64 4.9A 1,3 26,7 79 57B 1,8 32,8
Testem ) ) ) ) ) ) )
unha

Coeficiente de variacao (CV) e desvio padrdo (DP). Médias seguidas por letras diferentes diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. CV 28,99 % (15, 38 % para FD2). Valor-p para o
teste de Shapiro-Wilk 0,053 (0,217 para FD2). Valor-p teste de Bartlett 0,455 (0,359 para FD2).

Figura 24: boxplot e violinplot para comprimento médio de lesdes em folhas, método
FD1 (A e B) e método FD2 (C e D).
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Figura 25: Sintomas observados em folhas (faces abaxial e adaxial) de erva-mate
quatro dias apos inoculagdo pelo método FD2 (ferimento circular - mais
padronizado). (A) testemunha; (B) F. guttiforme (isolado F3); (C e D) F. mexicanum
(isolados F2A e F2B, respectivamente).

Fonte: O autor (2023)



Mesmo com o maior tempo de desinfestacdo na solugdo de hipoclorito de
sodio e o uso de placas de Petri e tubos de ensaio esterilizados, as testemunhas
(tanto broto como folhas) apresentaram problema de contaminagdo em algumas
repeticoes. Nos reisolamestos das testemunhas que apresentaram lesdo, de um
modo geral, o fungo que foi isolado com mais frequéncia foi Fusarium spp. Dessa
forma, utilizou-se um numero maior de repetigcdes, descartando as repeticdes que
apresentaram problemas.

Para todos os ensaios de inoculacdo em folhas e brotos destacados, o isolado

F2B foi o que apresentou o desenvolvimento mais uniforme das lesdes.

6 DISCUSSAO

Este estudo verificou que as espécies Fusarium guttiforme e Fusarium
mexicanum foram patogénicas a erva-mate e causaram lesdes necroticas em folhas
e brotos destacados e em brotos de plantas adultas de erva-mate. Esse consiste no
primeiro relato destas espécies causando doengca em brotos de erva-mate no
mundo. Fusarium mexicanum foi descrito por Otero-Colina et al. (2010), no México,
causando a malformacgao da manga (Mangifera indica L.); no entanto, ndo ha relato
da sua ocorréncia em erva-mate. Enquanto que, F. guttiforme foi descrito por
Nirenberg e O’Donnell (1998) causando a podriddo basal do abacaxi (Ananas
comosus L. Merril) e, em erva-mate, F. guttiforme foi encontrado em associagdo com
sementes (SOUZA et al. (2019). No entanto, estes autores ndo comprovaram a
patogenicidade de F. guttiforme a erva-mate e a identificagcdo foi baseada apenas
em tef1 e ndo apresentaram a arvore filogenética e a descricao morfolégica.

Neste estudo, esses fungos foram identificados com base na filogenia
molecular multilocus (RNA polimerase |l subunidade, fator de elongacao 1-a e (-
tubulina), bem como caracteristicas culturais e morfolégicas. A caracterizagao cultural
e morfologica sao ferramentas uteis na taxonomia de Fusarium, pois complementam
a analise molecular e ajudam no agrupamento inicial dos isolados. De acordo com
Crous et al. (2021), nos dias atuais, a taxonomia de Fusarium esta fortemente
fundamentada na filogenia molecular; no entanto, a morfologia € um componente
fundamental dos conceitos de espécie e ndao deve ser negligenciada.

Na literatura ha um relato da associagdao de Fusarium sp. com a morte de
ponteiros da erva-mate feito por (GRIGOLETTI e AUER, 1996). A ocorréncia dessa



doenga em erva-mate também foi registrada por Paula et al. (2018), em um estudo
na regido do Alto Uruguai Gaucho. Na Argentina (GUTIERREZ et al., 2021), ha o
relato da ocorréncia de uma doenca na erva-mate com sintomas semelhantes aos
observados neste estudo; no entanto, o agente causal ndo péde ser determinado.
Nenhum desses estudos identificou as espécies de Fusarium envolvidas, ou mesmo
comprovou a sua patogenicidade. Com isso, destaca-se a importancia deste estudo,
ao identificar de forma confiavel e em nivel especifico o agente causal desta doenca,
bem como de comprovar a sua patogenicidade a erva-mate.

Os demais isolados de Fusarium obtidos de parte aérea, identificados apenas
com base em caracteristicas culturais (tipo de micélio aéreo e cor) e morfoldgicas,
pertencem a dois complexos: F. graminearum e F. fujikuroi. Espécies destes
complexos ja foram relatadas em erva mate, como o complexo F. graminearum,
encontrado em sementes de erva-mate por Mireski (2018), Souza et al. (2019), e
Vargas (2020), e espécies do complexo F. fujikuroi (F. pseudocircinatum e F.
sterilihyphosum) associadas com a podriddo de miniestacas (PIASSETA, 2022) e
sementes de erva-mate (VARGAS, 2020), respectivamente. Os isolados deste
estudo apresentaram morfologia semelhante a descrita para estas espécies,
entretanto, estudos filogenéticos precisam ser realizados.

Os complexos F. solani e F. oxysporum foram encontrados associados a
podriddo radicular. Estes isolados foram patogénicos quando inoculados em folhas
destacadas. Estes complexos foram identificados com base nas caracteristicas
culturais e morfolégicas, de acordo com Leslie e Summerell (2006), e estudos
filogenéticos precisam ser realizados para a identificagdo das espécies envolvidas. O
género Fusarium € um importante fitopatdgeno habitante do solo e varios autores
(GRIGOLETTI JUNIOR e AUER 2001; POLETTO et al., 2012; MEZZOMO et al.,
2018; MEZZOMO et al., 2021) ja relataram a associagcdo patogénica destes dois
complexos de espécies em raizes da erva-mate.

Com as mudangas recentes na taxonomia do género Fusarium (CROUS et
al., 2021), o complexo de espécies de F. solani passou a ser considerado um género
distinto chamado Neocosmospora pertencente a familia Nectriaceae. Neste estudo,
manteve-se o nome F. solani, em referéncia ao Index Fungorum (2023).

Os métodos de inoculacdo em folhas e brotos destacados de erva-mate foram
apropriados para se determinar a patogenicidade e agressividade dos isolados de

Fusarium spp., pois apresentaram uma boa incidéncia e lesdes que se



desenvolveram de forma rapida e consistente, permitindo a analise estatistica dos
dados.

A presenga e o tipo de ferimento usado nas folhas de erva-mate foram
determinantes para a ocorréncia da infeccdo e desenvolvimento das lesoes.
Resultados semelhantes foram observados por Piassetta (2022), ao inocular
Fusarium spp. em folhas destacadas de erva-mate. Garcia (2013) também comparou
a presencga e auséncia de ferimento para a inoculagdo de F. guttiforme em folhas
destacadas de abacaxizeiro, e concluiu que o ferimento do tecido hospedeiro foi
necessario para a infecgao do patoégeno.

Para a inoculagcdo em brotos, a remocao do apice das brotacdes permitiu que
o fungo penetrasse nos tecidos da planta. Shin et al. (2013) trabalhando no
desenvolvimento de um método que permitisse uma avaliagao rapida para testar a
resisténcia de cultivares de trigo a Fusarium , concluiram que a inoculagdo com o
corte do apice do coleoptilo foi o método mais eficiente, pois trata-se de um método
rapido, que permitiu detectar cultivares resistentes e apresentou correlacao
significativa entre o comprimento das lesbes e a resisténcia encontrada nas plantas
adultas inoculadas em casa de vegetagao.

Metodologia semelhante foi utilizada por Wu et al. (2005), onde a inoculacéo
do coledptilo de trigo cortado permitiu o bom desenvolvimento das lesdes, onde em
7 dias ap0s a inoculagao, essas lesdes se desenvolveram de forma consistente e em
graus variados, a depender do isolado. O comprimento das lesdes mostrou
diferencas significativas, o que permitiu separar os isolados em grupos.

Neste estudo, foi observado que apesar da assepsia utilizada para a
montagem do experimento, nao foi possivel eliminar 100% da incidéncia de lesdo no
tratamento testemunha. Nos reisolamentos a partir destas folhas, foram obtidas
culturas de Fusarium spp. Ha registro na literatura da presenca deste fungo de forma
endofitica nas folhas de erva-mate, como citado por Pimentel et al. (2006). Outros
estudos sobre inoculacdo em folhas destacadas de erva-mate sdo escassos, 0 que
limita um melhor entendimento do problema. Dentre os poucos artigos que
abordaram a inoculagdo em folhas de erva-mate, podemos citar o estudo de Lopez
et al. (2010), mas nesse caso, ndo foi utilizado o disco de meio BDA sem o fungo
sobre o ferimento no tratamento controle.

Da mesma forma que acontece com o milho, onde varias espécies de

Fusarium estao envolvidas em diversas doencas que afetam a cultura durante todo o



ciclo de cultivo, como a podriddo do caule, a podriddo da espiga, a podridao da
semente e a podridao da raiz (TIRU, et al., 2021), é possivel que a cultura da erva-
mate também enfrente um cenario semelhante. Isso significa que varias espécies
podem estar envolvidas em diferentes doencas e, uma Unica espécie pode ser

responsavel por mais de um tipo de doencga na planta de erva-mate.

7 CONCLUSOES

Fusarium guttiforme e Fusarium mexicanum sdo agentes causais da morte de
ponteiros da erva-mate;

Além dessas espécies identificadas, outros isolados dos complexos F.fujikuroi
e F. graminearum também estdo envolvidos com a etiologia da morte de ponteiros
da erva-mate;

Isolados dos complexos Fusarium solanie Fusarium oxysporum estao
associados com a podridao de raizes da erva-mate e causaram doenca em folhas
destacadas.

Os métodos de inoculagao em folhas e brotos destacados de erva-mate sao

adequados para estudos de patogenicidade.
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