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RESUMO

CARACTERIZAC}AO MORFOFISIOLOGICA, MOLECULAR, ENZIMATICA E
COMPATIBILIDADE VEGETATIVA DE Fusarium oxysporum E F. solani EM
ERVA-MATE

AUTOR: Ricardo Mezzomo
ORIENTADOR: Marlove Fatima Briao Muniz

O cultivo da erva-mate (llex paraguariensis) tem se intensificado no estado do Rio
Grande do Sul, fruto da valorizagao do pre¢o pago ao produtor. Conduto, a demanda
de estudos relacionados ao patossistema Fusarium X erva-mate ainda sao
insuficientes, de modo que muitos produtores tém enfrentado perdas significativas
na producdo dos ervais. Diante do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi
caracterizar o agente causal da podridao-de-raizes da erva-mate (I. paraguariensis).
Como objetivos especificos estabeleceram-se os seguintes: a) selecionar caracteres
morfofisiolégicos eficientes na separacéo dos isolados em grupos de similaridade; b)
avaliar o sequenciamento de diferentes regibes do genoma na identificacdo dos
isolados patogénicos em nivel de espécie; c) identificar a formacéo de grupos de
compatibilidade vegetativa (VCG) entre os isolados patogénicos; d) investigar o
arsenal enzimatico dos isolados patogénicos. Para tanto, foram realizadas coletas
em cinco municipios do estado, para isolamento do patégeno. Além disso, foram
coletadas amostras de solo para a caracterizagdo da area e também o
georreferenciamento dos pontos de coleta. Os isolados de Fusarium spp., foram
testados quanto a sua patogenicidade através da inoculacdo em substrato. Nao foi
possivel associar as propriedades quimicas do solo das areas de coleta com a
patogenicidade dos isolados em substrato comercial. Os 39 isolados foram
caracterizados morfologicamente através das varidveis crescimento micelial,
esporulacdo, comprimento e largura dos macroconidios, formato dos microconidios,
pigmentacdo das colbnias e formacéo de clamiddsporos. As variaveis utilizadas na
caracterizacdo morfologica foram eficientes na discriminacdo em sete grupos de
isolados, especialmente comprimento dos macroconidios associado a esporulacéo.
Foram identificados sete isolados patogénicos de Fusarium spp. Os isolados
patogénicos também foram identificados molecularmente através de
sequenciamento das regides do gene ITS, TEF-1 e B-tubulina. O sequenciamento
das regides ITS, TEF-1a e B-tubulina, consolidou a separagédo entre os isolados
patogénicos em F. solani e F. oxysporum. Para os mesmos isolados a técnica para
obtencdo de mutantes nit € adequada para a classificacao fendtipica, fundamentais
nos testes de VCG para espécies de Fusarium. Foram obtidos cinco VCG’s. Os
isolado patogénicos de Fusarium spp. produziram as enzimas extracelulares
catalase, lacase, celulase, caseinase, amilase, protease, lipase, poligalacturonase e
pectato liase.

Palavras-chave: llex paraguariensis. UPGMA. Patogenicidade.



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL, MOLECULAR, ENZYMATIC CHARACTERIZATION AND
VEGETATIVE COMPATIBILITY OF Fusarium oxysporum AND F. solani IN
YERBA-MATE

AUTHOR: RICARDO MEZZOMO
ADVISOR: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ

The cultivation of Yerba-mate (llex paraguariensis) has intensified in the state of Rio
Grande do Sul, due to the valorization of the price paid to the producer. However, the
demand for studies related to the pathosystem Fusarium x yerba-mate is still
insufficient, so that many producers have faced significant losses in the production of
the plantations. Given the above, the aim of this study was to characterize the causal
agent of rot-of-roots in Yerba-mate (l. paraguariensis). The following specific
objectives were established: a) to select efficient morphological characters in the
separation of the pathogenic isolates by groups of similarity b) to evaluate the
sequencing of different regions of the genome in the identification of the pathogenic
isolates at a species level ¢) to identify the formation of vegetative compatibility
groups (VCG) among the pathogenic isolates d) to investigate the enzymatic arsenal
of the pathogenic isolates. Therefore, samples were taken in five municipalities of the
state, for the pathogen isolation. In addition, soil samples were collected for the area
characterization and also for the geo-referencing of collection points. Fusarium spp.
isolates were tested for their pathogenicity through substrate inoculation. It was not
possible to associate the chemical properties of the soil of the collected areas with
the pathogenicity of the isolates in commercial substrates. The 39 isolates were
morphologically characterized through the variables of mycelial growth, sporulation,
length and width of macroconidia, shape of microconidia, pigmentation of the
colonies and formation of chlamydospores. The variables used in the morphological
characterization were efficient in the discrimination for seven groups of isolates,
especially length of macroconidia associated with sporulation. There were identified
seven pathogenic isolates of Fusarium spp. The pathogenic isolates were also
identified molecularly by sequencing the ITS, TEF-1 and B-tubulin regions. The
sequencing of the ITS, TEF-1a and B-tubulin regions, consolidated the separation
between the pathogenic isolates in F. solani and F. oxysporum. For the same
isolates, the technique to obtain nit mutants is suitable for henotypic classification,
which is fundamental in the VCG tests for Fusarium species. Five VCGs were
obtained. The pathogenic isolates of Fusarium spp. produced extracellular enzymes
catalase, laccase, cellulase, caseinase, amylase, protease, lipase, polygalacturonase
and pectate lyase.

Keywords: llex paraguariensis. UPGMA. Pathogenicity.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados da Producédo Agricola Municipal (PAM), no Brasil, em 2015,
foram produzidas 602.899 toneladas de erva-mate verde em area correspondente a
94.945 hectares, resultando numa produtividade média de 7.126 kg/ha. O Rio
Grande do Sul (RS) concentra a maior parte da produgédo da erva-mate
comercializada e exportada, com 292.386 mil toneladas, o que corresponde a 48,5%
do total produzido. Em seguida, esta o Parana com 217.851 mil toneladas ou 36,1%
da producéo (IBGE, 2015).

O cultivo de erva-mate constitui uma alternativa para a diversificagdo da
producdo de pequenas propriedades no RS, devido aos baixos custos iniciais e a
facilidade ao emprego de sistemas agrosilvipastoris, possibilitando o fortalecimento
da agricultura familiar. Apenas no RS, a cadeia produtiva envolve 35 mil hectares
com cerca de 14 mil propriedades, além de 300 viveiristas e 250 industrias
ervateiras, gerando uma renda bruta de aproximadamente R$ 1 bilhdo/ano
(FUNDOMATE, 2014).

Além da qualidade das mudas empregadas no plantio, a adubacdo pode
influenciar diretamente a produtividade e o ciclo de vida de fungos com potencial
patogénico. A adubacdo adequada pode interferir no grau de resisténcia da planta
através de modificacBes histolégicas, morfoldgicas e quimicas, ou na combinacdo
entre estes. Sobre os fitopatdgenos, os nutrientes provenientes da adubacéo podem
influenciar na quantidade de inéculo produzido, sobrevivéncia do inéculo no solo, no
crescimento e na germinac¢ao dos esporos do patégeno (ZAMBOLIM et al., 2005).

No entanto, mesmo adotando os tratos silviculturais recomendados, os ervais
estdo sujeitos ao ataque de patdgenos, tais como fungos do género Fusarium,
conhecidos por causar doencas como a podridao-de-raizes, que levam a reducao na
produtividade e, consequentemente, a morte da planta. Entre os principais sintomas
da podriddo-de-raizes estdo o amarelecimento ascendente das folhas, a estagnacéo
do crescimento queda excessiva das folhas mais velhas, e em muitos casos, morte
da planta. Em decorréncia do ataque do patégeno as raizes escurecem e
apodrecem, comprometendo o desenvolvimento dos ervais. Nos plantios atacados,
as perdas na producéo podem ser superiores a 30% (POLETTO et al., 2006).

Para que estratégias de controle e prevencdo possam ser implantadas séo

necessarios estudos que busquem a correta identificacdo do fungo causador da



15

doenca. Entre os principais mecanismos empregados na identificacdo de fungos
fitopatogénicos, esta a caracterizagcdo morfologica, a qual € largamente utilizada e
envolve diversas analises como: pigmentacao das colbnias, textura, forma marginal
e velocidade de crescimento micelial, processo de formacao, forma e tamanho de
esporos (BURGESS et al.,, 1995). Porém, devido a sua grande similaridade a
diferenciacdo de fungos através de caracteres morfologicos € pouco precisa.
Entretanto, por acessar diretamente o DNA, a utilizacdo de técnicas moleculares
torna-se mais eficiente e precisa na discriminagcdo de espécies flangicas
(STEENKAMP et al., 2000).

Contudo, em alguns casos, 0 uso de técnicas moleculares é insuficiente para
detectar a variabilidade intraespecifica e as relacdes patogénicas entre espécies de
Fusarium. Algumas técnicas envolvendo fisiologia e a identificacdo de grupos de
compatibilidade vegetativa (VCG) podem ser empregadas em estudos de taxonomia,
filogenia e na patogénese de espécies de Fusarium. Assim, os VCG’s sdao
comumente empregados na caracterizacdo da diversidade entre isolados fungicos,
permitindo a distincdo entre populacdes patogénicas e ndo-patogénicas (ROSALEE
et al., 1999). Neste contexto, a compatibilidade vegetativa € empregada como um
recurso capaz de gerar variabilidade genética dentro de populacdes de fungos. Esta
técnica baseia-se na anastomose de hifas que expressam alelos homdlogos
originando a formacao de heterocario estavel (GLASS et al., 2000). Esta formacéo
entre diferentes linhagens consiste em um papel importante no ciclo de vida de
varios fitopatégenos, servindo como base para o ciclo parassexual, resultando na
recombinacdo genética em fungos (LESLIE, 1993).

Além disso, a producdo de enzimas extracelulares em meio especifico
também pode ser utilizada na diferenciacdo de isolados de Fusarium spp. A andlise
da producdo enzimatica de fungos em meio solido € considerada um método
simples e rapido para a identificacdo de variacdes genéticas em uma populacao,
pela presenca ou auséncia de enzimas especificas, havendo a possibilidade de
associacdo entre a producdo de enzimas extracelulares do patdégeno e seu grau de
viruléncia com o hospedeiro (MAHMOUD, 1994).

Diante do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o agente
causal da podriddo-de-raizes da erva-mate (llex paraguariensis). Como objetivos
especificos  estabeleceram-se 0s seguintes: a) selecionar caracteres

morfofisioldgicos eficientes na separacao dos isolados em grupos de similaridade; b)



16

avaliar o sequenciamento de diferentes regibes do genoma na identificagdo dos
isolados patogénicos em nivel de espécie; c) identificar a formacdo de grupos de
compatibilidade vegetativa (VCG) entre os isolados patogénicos; d) investigar o

arsenal enzimatico dos isolados patogénicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 llex paraguariensis

A erva-mate varia de arvoreta a arvore perenifolia. A altura dessa espécie é
variavel; quando cultivada, oscila de 3 a 5 metros, mas, na floresta pode atingir até
30 metros de altura e 100 cm de diametro da altura do peito (DAP), na idade adulta.
Apresenta tronco reto ou pouco tortuoso. Fuste geralmente curto, mas, em alguns
casos podendo atingir até 11 metros de comprimento. Copa baixa, com folhagem
verde-escura; casca com espessura de até 20 mm, sendo a casca externa cinza-
clara acastanhada, aspera a rugosa, com lenticelas formando linhas longitudinais
com cicatrizes transversais (CARVALHO, 2003). Seu florescimento € predominante
em outubro. Seus frutos amadurecem geralmente entre janeiro e margo; porém, em
regides com altitude acima de 800 m, foram encontrados frutos maduros no final de
abril e inicio de maio (DA CROCE & FLOSS, 1999). Segundo Carvalho (1994), a
erva-mate ocorre em uma vasta regido, compreendida entre 12° e 35° S e 40° e 65°
W, sua presenca mais frequente pode ser delimitada pelos paralelos 18° e 30° e os
meridianos 47° e 58°.

O uso dessa planta era conhecido pelos nativos da América do Sul como
bebida ténica e estimulante. Nas primeiras reducbes, fundadas pelos jesuitas
estabelecidos no Paraguai, o uso das folhas de erva-mate ja era difundido entre os
indios guaranis. (ABEM, 2000).

O cultivo da erva-mate destaca-se como uma atividade extrativista de grande
importancia na geracao de emprego e renda aos produtores situados na regido de
ocorréncia da espécie (BERGER, 2006). A colheita da cultura caracteriza-se pela
remocgéo dos galhos e ramos para o aproveitamento das folhas e ramos finos, os
quais sao amplamente utilizados para a producéo de diversas bebidas, entre elas, o
chimarrédo (FLEIG, 2002).

Nos ultimos anos, com o aumento da éarea plantada, foram detectados
problemas fitossanitarios nos ervais, como a podriddo-de-raizes (POLETTO et al.,
2010a). A doenca é causada, principalmente, pelo género fangico Fusarium, que
provoca a destruicdo do sistema vascular e, na maioria das vezes, causa a morte da
planta. No Brasil, a podriddo-de-raizes € a principal doenca da espécie, atacando

desde plantulas, mudas no viveiro a arvores adultas em ervais. (POLETTO, 2010).
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2.2 PODRIDAO-DE-RAIZES DA ERVA MATE

Grigoletti Junior & Auer (2001) relataram pela primeira vez no Brasil a
ocorréncia da doenca em ervais no estado do Parana. Ja no Rio Grande do Sul, a
podriddo-de-raizes foi detectada por Poletto et al. (2006), no ano de 2004, em
alguns municipios na regido do Vale do Taquari.

A podriddo-de-raizes pode ocorrer tanto em sementeiras como em mudas
repicadas. O género Fusarium é o principal patégeno associado a doenca.
(GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1996). A doenca é observada, na maioria das vezes,
em reboleiras de tamanho varidvel, porém, em alguns casos, as plantas mortas ou
com sintomas aparecem espalhadas por todo erval (POLETTO et al., 2006).

As podriddes-de-raizes interferem diretamente no processo de absorcdo de
nutrientes pela planta, os sintomas refletem-se na parte aérea, provocando manchas
foliares, amarelecimento, queda de folhas, reduc&o no crescimento, murcha e seca,
levando, na maioria das vezes, a morte da muda. No entanto, esses sintomas
podem ser facilmente confundidos com praticas inadequadas de manejo das mudas
(GRIGOLETTI JUNIOR, et al., 1996).

No viveiro, o tombamento de mudas ocorre em reboleiras. As lesoes,
caracterizadas pela necrose dos tecidos, concentram-se na regido do colo e,
consequentemente, a muda tomba. A podriddo-de-raizes ocorre de forma esparsa
na sementeira ou em mudas ja transplantadas. Os principais sintomas reflexos sao
observados na parte aérea da planta como, amarelecimento foliar, estagnacao do
crescimento, queima e seca de folhas que iniciam a partir da extremidade do limbo,
murcha e a morte da muda. No sistema radicular, ocorre a inibicdo do crescimento,
escurecimento e necrose das raizes (POLETTO, 2010).

Entre os fatores associados com a podriddo de raizes, destacam-se a
umidade, a composicdo fisica do substrato e a contaminacdo de recipientes das
mudas e do proprio substrato. A desinfestacdo do substrato e 0 manejo correto da
dgua podem ser adotados como medidas preventivas de controle da doenca.
Também, é conveniente a retirada de plantulas sintomaticas, afim de prevenir a
disseminacao do patdgeno. Apos a deteccdo da doencga, o controle quimico mostra-
se pouco eficiente (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 1996).
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2.3 GENERO Fusarium

O género Fusarium é classificado, atualmente, na familia Nectriaceae, ordem
Hypocreales, classe Sordariomycetes (INDEX FUGORUM, 2015) e pode ser
encontrado habitando o solo, nas mais diversas regides geograficas da Terra.
Especialmente em locais de climas tropicais e subtropicais, esse fungo € capaz de
sobreviver por longos periodos. Pela complexidade do sistema solo e pela
diversidade de espécies existentes nesse ambiente, o surgimento de variabilidade
genética dentro do género Fusarium é bastante amplo. Existe também, uma vasta
diversificacdo em relagdo aos sintomas e patogenicidade de uma das espécies
guando em contato com o hospedeiro suscetivel, fato que dificulta o manejo da
doenca provocadas por esses patdgenos (MILANESI, 2009).

Este género inclui espécies que produzem macroconidios hialinos,
geralmente septados, possuindo as células basal e apical bastante diferenciadas, o
que implica em grande importancia em sua taxonomia. Os macroconidios podem
apresentar as seguintes formas: delgado, com aspecto de agulha; com curvatura
dorsal e ventral; com a curvatura do lado dorsal mais pronunciada que no lado
ventral; com as células basal e apical (tipico de Fusarium); podem ser grossos,
papilados, em forma de gancho, afilados, pedicelados e alongados distintamente
entalhados e escassamente entalhados. Os microconidios também apresentam
diferentes formas, podendo ser: ovais, reniformes ou alantéides, obovdides, com a
base truncada, piriformes, napiformes ou globosos. Quanto a clamidésporos, podem
estar presentes ou ausentes (HAWKSWORTH et al. 1995).

Algumas espécies do género Fusarium sobrevivem em restos culturais no
solo, através de estruturas de resisténcia chamadas clamiddsporos, o que
dificulta o seu controle principalmente em areas onde a soja (Glycine max) é
explorada de forma continua (CAVALCANTI et al., 2002). Além disso,
caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do solo podem afetar diretamente a
distribuicdo espacial da populacao de Fusarium spp. no solo.

Fusarium spp. exibe uma alta variabilidade genética em nivel de espécies,
tornando necessaria a aplicacéo de ferramentas que possibilitem a diferenciacao
entre populagbes do fungo. Dentro desse género existem variagbes de
caracteristicas morfologicas, de patogenicidade e de viruléncia, o que resulta em

uma classificacdo em secOes, formae specialis e ragcas (OLIVEIRA & COSTA,
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2002). De acordo com Zhang et al. (2007), membros do complexo de espécies
Fusarium solani (Mart.) Sacc., que sdo morfologicamente similares, possuem
mais de 45 linhagens distintas.

A busca para identificagdo de espécies patogénicas do género Fusarium,
requer uma série de estudos que levam em consideracdo caracteristicas
morfologicas e moleculares desses isolados. Para a identificagdo deste género séo
levados em consideracdo trés conceitos de espécie: o morfolégico, baseado na
similaridade dos caracteres morfolégicos, como, tamanho dos esporos; o bioldgico,
onde isolados de uma mesma espécie quando pareados sdo capazes de gerar
descendentes viaveis e férteis atraves da técnica de fertilizagdo cruzada pareando
um isolado desconhecido e um isolado padréo ja conhecido, resultando na formacéao
de teleomorfos; e o conceito de espécie filogenética, o qual é baseado na anélise de
sequéncias do DNA (SUMMERELL et al., 2003).

As podriddes radiculares e “damping-off’ causadas por Fusarium spp. séo
observadas em espécies como Pinus spp. e Eucalyptus spp. cultivadas no Brasil
(KRUGNER et al. 2005). Além disso, o género Fusarium também é um patdégeno de
sementes de erva mate (POLETTO et al.,, 2005). Segundo Maciel (2012) em
plantulas de Pinus elliotti os principais sintomas observados foram murcha,
tombamento, apodrecimento dos cotilédones e lesdo seguida de ruptura do

hipocotilo, em decorréncia infeccdo das sementes com F. sambucinum.

2.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Na taxonomia de fungos, é de fundamental importancia a estabilidade de
caracteres morfologicos, em condi¢cdes ambientais variaveis (TAYLOR et al., 2000).
Esta associacdo de parametros acrescida de variagcdes fenoldgicas, fisiologicas e
mutagénica dentro do género Fusarium tem levado a criagdo de chaves taxonémicas
divididas em secfes, forma speciales e racas (BENYON et al., 2000; LESLIE &
SUMMERELL, 2006; SUMMERELL et al., 2003).

Comumente, ha trés passos que circundam a delimitacdo morfolégica de
espécies: a analise, a designacao ou julgamento e a sintese. A analise baseia-se na
observacédo comparativa das diferencas e similaridades presentes entre espécies ou
isolados de uma mesma espécie, em relacdo a caracteristicas tipicas. Nesta analise,

€ interessante que o fungo seja incubado em diferentes substratos e condi¢cbes
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padronizadas de ambiente, o que possibilita a detec¢do dos varios tipos culturais e
morfologicos, permitindo a determinagdo dos limites de variagdo. Com base nas
diferencas observadas na andlise, o investigador faz o julgamento minucioso da
espécie, permitindo a sintese, separar os tipos morfolégicos comuns, classificando-
os de modo prético das demais espécies do género (MENEZES, 2006).

Sutton (1992), em seus estudos, utilizou caracteristicas morfoldégicas como
formato do apressoério, tamanho e forma de conidios para diferenciar isolados do
género Colletotrichum. Segundo o autor, estes caracteres sdo tradicionalmente
utilizados na taxonomia de fungos fitopatogénicos. Para Vinnere (2004) os critérios
morfol6gicos devem ser utilizados com cautela, pois, podem ser insuficientes para
determinacdo de espécies fangicas, visto que, em sua grande maioria os isolados
sao cultivados em meios artificiais.

Em estudos onde sdo consideradas somente as caracteristicas morfolégicas
e fisiologicas, essas variaveis sao utilizadas apenas para verificar a diversidade dos
fungos em uma determinada area ou patdogeno que afeta um determinado
hospedeiro, porém, ndo tiveram como objetivo a identificacdo das espécies fungicas
(LAZAROTTO, 2013). Entretanto, Poletto et al. (2006) obteve éxito na identificagédo
de espécies de Fusarium utilizando caracteres morfolégicos como, forma e tamanho
de macroconidios, microconidios e formacdo de -clamidésporos, seguindo a
metodologia descrita por Ventura (2000). Ainda para Lazarotto (2013), a
identificacdo correta de espécies deve considerar a caracterizacdo morfolégica dos
fungos, ja que a auséncia destas andlises pode inviabilizar a constru¢do de banco
de dados moleculares das espécies descritas.

Hosokawa et al. (2003) salientam que, a identificacdo de espécie pode ser
morosa e desgastante, pois ha a instabilidade de caracteristicas morfolégicas e
biométricas dos esporos, causada por diferentes condicdes em que ocorre o
crescimento, e sobreposicado dos valores das medidas apresentadas por diferentes
autores associada com a inconsisténcia ou auséncia de ilustracbes em trabalhos
anteriores associados. Ja a identificacdo morfolégica de espécies de Fusarium, além
de constituir uma tarefa de dificil execucdo, pode gerar ambiguidade devido a
variabilidade dos caracteres fenotipicos utilizados na classificacdo taxonémica desse
género (NELSON et al., 1983; VENTURA, 2000).
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Todavia, Lima e Furtado (2007) ressaltam que a situagdo, anteriormente
citada, ndo impede que a identificacdo das espécies continue a ser feita numa

aproximacéao fenotipica, com base em caracteristicas morfologicas e culturais.

2.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Em estudos de sistematica, evolucdo e filogenia, as sequéncias de DNA
proporcionam a relacéo entre 0os organismos que permitem elucidar mecanismos de
evolucdo, contribuindo assim, para a definicdo de grupos sistematicos e a
identificacdo de espécies (GOUVEIA, 2004). Para Zacarro et al. (2007), a utilizacdo
de técnicas moleculares € mais eficiente na discriminacédo de espécies fungicas, por
acessar diretamente o DNA.

Uma forma precisa para a identificacdo de variabilidade de patdogenos é o uso
de técnicas moleculares baseadas na analise de isoenzimas que tém sido aplicadas
com éxito em diversas areas da Micologia, possibilitando o desenvolvimento de
meétodos rapidos, sensiveis e especificos no diagndstico de fitopatdgenos. Além
disso, sua ampla utilizacdo deve-se, principalmente, a sua simplicidade de uso,
rapidez, seguranca e amplitude dos resultados obtidos (TEIXEIRA et al., 2004).

Uma das principais técnicas utilizadas pela biologia molecular na identificacao
de espécies de Fusarium € a ampliacdo do DNA através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que permite a amplificacdo de fragmentos especificos de DNA e
detecta a presenca do DNA de células fungicas, vivas ou mortas, ainda que estejam
misturados a outros DNA’s. A amplificacdo do DNA pode ser obtida com o uso de
marcadores de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP) e ampliacdo de microssatélite
(GRANT et al., 1998; PINHEIRO, 2004). Porém, esses marcadores sdo usualmente
dominantes e sensiveis a pequenas alteracées das condi¢cdes de amplificacédo e por
isso sdo de baixa reprodutibilidade, além de apresentarem desvantagens como
ambiguidade na interpretacdo das bandas e co-migragéo de fragmentos de mesmo
tamanho (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

As regibes “Internal Transcribed Spacer” (ITS) do RNA ribossomal séo
regides conservadas do DNA que possibilitam o estabelecimento de relacdes
filogenéticas e da biodiversidade de espécies. A identificagdo de géneros fungicos

tem sido realizada por meio de regibes ITS, atraves da amplificacdo e
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sequenciamento desses isolados, que sao comparados com um banco de dados,
possibilitando futuramente sua utilizacdo em processos biotecnolégicos (AZEVEDO
et al., 2002; CHEN et al., 2004; RUBINI et al., 2005).

A estrutura do gene do RNA ribossémico é dividida nas regifes 18S, 5.8S e
28S, além dos espacadores ITS1 e ITS2. Os genes do RNA ribossémico (RNAr) dos
fungos foram selecionados para serem sequenciados e utilizados na construgéao da
arvore filogenética de todos os seres vivos (REIS JUNIOR, et al., 2006). Segundo
Visentin et al. (2009) o sequenciamento da regido ITS foi eficaz na distincdo de
isolados de Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum, coletados em regifes
produtoras de milho no noroeste da Itélia.

Recentemente, para o estudo do género Fusarium, vérias regides dos genes
tém sido empregadas, como o fator de elongacéo 1-alfa (TEF-1a). A difusdo do uso
desta regido pode ser associada ao seu alto grau de informacédo ao nivel de espécie
e ao fato de ndo ter ocorrido relato sobre o aparecimento de cépias ndo ortélogas,
assim como pela disponibilidade de ‘primers’ universais baseadas nesse gene
(GEISER et al., 2004). A regiao do fator de elongacéo 1-a (TEF-1a) em eucariotos
€ altamente conservada e pertence a familia das GTPases (enzimas que se
ligam e hidrolisam o GTP- guanosina trifosfato), que contem fatores protéicos
envolvidos no inicio, alongamento e fim da tradugdo (KEELING & INAGAKI,
2004).

Para O’donnell et al. (1998); Seifert e Levesque (2004), estudos envolvendo
regides gendbmicas, realizados com Fusarium spp., demonstraram que a regiao
do fator de elongacdo 1-a pode ser aplicada como uma ferramenta aceitavel
para distinguir espécies do fungo, possuindo correlagcdo do género Fusarium
com capacidade micotoxicogénica. Kristensen et al. (2005) reforcam a
importancia da analise filogenética de TEF-1a, pois concluiram que esta é capaz de
identificar espécies monofiléticas de Fusarium.

Segundo Du et al. (2012), a regido TEF-1a foi eficiente na classificagcdo em
quatro grupos distintos de espécies quando sequenciaram 41 isolados de Fusarium,
ja que os indices de similaridade foram superiores a 95%.

As tubulinas sao as principais proteinas constituintes dos filamentos protéicos
cilindricos chamados microtubulos, estes sdo responsaveis pela formacdo do
citoesqueleto das células eucaridticas (STOTZ & LONG, 1999). Wolfgang et al.

(2004) reforcam que os estudos de introns sdo fundamentais, jA& que estes
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elementos sdo essenciais e especificos para a expressédo e regulamento de genes
de tubulina. Além disso, em fungos, genes que codificam B-tubulina na maioria das
vezes variam entre filos, mas sdo altamente conservados em espécies relacionadas
(KAWCHUK et al., 2002; STEFAN et al., 2004). Com base no sequenciamento da
regido beta-tubulina, Britz et al. (2002) descreveram as espécies F. mangiferae e F.
sterilihyphosum como agentes etiolégicos da mal-formacao-da-mangueira.

Para Maciel (2012) a regido ITS encontrada no DNA é mais estavel quando
equiparadas com as regides do fator de elongacéo 1-a e beta-tubulina, sendo assim,
é mais eficaz na separacdo de géneros. As regides com niveis mais altos de
mutacdes sdo recomendadas para diferenciacdo entre as espécies. Deste modo, é
necessario que seja efetuado o sequenciamento de mais de uma regido genémica,
ja que estas sdo complementares no processo de identificacdo de isolados de

Fusarium.

2.6 VARIABILIDADE DE AGENTES PATOGENICOS

Estudos sobre a variabilidade de fungos s&o importantes para entender a
dindmica populacional e tracar estratégias para o estudo da patogenicidade e para o
melhoramento das espécies que sdo atacadas, visando a resisténcia ao
fitopatdgeno. Além disso, podem ser identificados isolados mais ou menos
agressivos no desenvolvimento de uma doenca e ainda, ocorrer diferencas no
ataque do patogeno, dependendo do hospedeiro em que este for inoculado
(PIVETA, 2013).

Espécies fungicas, patogénicas de plantas ou animais, exibem variagcdes em
importantes aspectos: a variabilidade na morfologia impede a identificacdo do
patégeno, enquanto a variabilidade fisiolégica dificulta a avaliacdo da patogenicidade
(POLONI et al., 2008). Tendo em vista que os isolados de um patégeno podem
diferir na quantidade de doenca induzida no hospedeiro e na velocidade de
aparecimento dos sintomas (PARLEVLIET, 1979), componentes da doenga podem
ser considerados na caracterizacdo da variabilidade de isolados de um patogeno.

Considerando o processo evolutivo, a variabilidade genética das populacdes
dos organismos patogénicos € importante por determinar o potencial de adaptagéo
destes as condi¢cdes adversas, jA no enfoque epidemiologico, a variabilidade

patogénica tem implicacbes diretas no manejo da doenca, assim, quanto maior a
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agressividade do patégeno, maior devera ser o uso de fungicidas ou mesmo
cuidados na escolha de material genético resistente (KATO et al., 1997).

No Brasil, varias espécies de plantas exibiram sintomas de murcha por meio
de inoculagdo de Fusarium spp. Isso demonstra que esse patdgeno possui uma
ampla variabilidade patogénica, o que inspira cautela em sua classificacdo como,
por exemplo, dentro de uma formae specialis. Assim, podem existir outros
hospedeiros onde o patégeno se multiplica com pouca severidade ou sem produzir
sintomas (CIA et al., 2005; MACHADO, 2008).

2.7 GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA - VCG

O termo compatibilidade vegetativa refere-se a habilidade de espécies
fungicas sofrerem anastomose mutua, resultando numa fusao viavel de células com
ndcleos de ambos os isolados em um citoplasma comum. Este termo contrasta com
compatibilidade sexual (MENEZES, 2006).

Isolados dentro de um VCG sao potencialmente capazes de trocar informacao
genética via ciclo parassexual. A importancia dessa capacidade depende da
estrutura da populacdo e do numero de parceiros com 0s quais o patdégeno pode
compartilhar informacgéo. No ciclo de vida dos fungos anamorficos o fenbmeno da
heterocariose € um importante componente e serve para a transmissao de fatores
de hipoviruléncia, tais como RNAs de fita dupla, diferindo assim os componentes de
viruléncia ou gama de hospedeiros (LESLIE, 1993).

Mesmo sendo benéfico a formacédo do heterocéario, existem mecanismos
genéticos que restringem a sua formacgao entre individuos geneticamente diferentes
(GLASS & KULDAU, 1992). Em fungos filamentosos, existe o reconhecimento
sexual, que é controlado por locos mat (“mating types”) e o reconhecimento
vegetativo, que €& controlado por um loco especifico denominado het
(incompatibilidade de heterocario) ou também pode ser chamado de Vvic
(incompatibilidade vegetativa) (SAUPE, 2000).

Para os estudos da compatibilidade vegetativa sdo empregadas trés técnicas:
producdo de mutantes nit, barreiras, e coloragédo de hifas, sendo a principal técnica
para a determinagdo de VCG’s a produ¢ao de mutantes nit, ou seja, mutantes que
nao tém a capacidade de utilizar o nitrato do meio. Estes mutantes nit podem ser

recuperados de setores da colGnia resistentes ao clorato de potassio (KCIO3;) com
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uma frequéncia relativamente alta (PUHALLA, 1985). Mutantes nit ndo sdo capazes
de assimilar o nitrato do meio, apresentando assim crescimento ralo e expressando
crescimento robusto quando ocorre complementacdo com outro isolado mutante do
mesmo VCG, passando assim a utilizar o nitrato (CORRELL et al., 1987).

Trés classes designam os fenétipos mutantes que se baseiam em mutacdes
na via de assimilacdo do nitrato. As mutagc6es podem ocorrer no l6cus estrutural de
nitrato redutase (nit 1), no lécus estrutural especifico da via metabdlica de
assimilacdo do nitrato (nit 3) ou no locus que afeta as vias de acesso do co-fator
enzimatico que contém o molibidénio, necessario a atividade da nitrato redutase e
da dehidrogenase purinica (nit M) (LESLIE, 1993). Estas classes fenotipicas
correspondem as mesmas encontradas para Fusarium oxysporum e Gibberella
fujikuroi (Fusarium verticillioides) (CORRELL, et al., 1987). A reducdo do nitrato
na via metabodlica de Fusarium requer duas enzimas para reduzi-lo a aménia: a
nitrato redutase, que converte nitrato a nitrito e a nitrito redutase, que catalisa a
reducao do nitrito a amonia (LESLIE, 1993).

Numerosos genes controlam as enzimas nitrato redutase e nitrito redutase. O
processo de assimilacdo e reducdo do nitrato é complexo, requerendo varios genes
também para a sintese de um cofator contendo molibidénio, que faz parte do
complexo nitrato redutase. Em Fusarium oxysporum e Fusarium verticillioides ha o
aparecimento de setores que sdo resistentes ao clorato, mas que ndo tem a
capacidade de assimilar o nitrogénio em um meio que possua nitrato como Unica
fonte de nitrogénio. Estes mutantes ndo sédo usados nos testes de VCG’s e portanto,
sdo descartados. Para isolados de Fusarium oxysporum, no pareamento entre
mutantes nit M e nit 1 ou nit M e nit 3 a formacdo do heterocério é mais rapida do
gue no pareamento entre nit 1 e nit 3, o qual pode levar de 2 a 3 semanas para
haver a complementacdo. Existe, porém, um mecanismo genético que restringe a
formacao do heterocario entre individuos geneticamente diferentes, este mecanismo
€ denominado de incompatibilidade vegetativa, que reduz a possibilidade da

transmissao de gendtipos agressivos (DEBETS, 1998).

2.8 ENZIMAS EXTRACELULARES

A andlise da presenca de enzimas com a capacidade de degradar a parede

celular de plantas, animais e outros micro-organismos, € um meétodo extensivamente
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utilizado na caracterizacdo da variabilidade em fungos fitopatogénicos. Neste
processo, 0 patdgeno € considerado um invasor passivo, incapaz de apresentar
forca para suprimir as barreiras estruturais do hospedeiro. Desta forma, sendo o
patdogeno dependente de enzimas ou outros metabdlitos para sua patogenicidade,
uma satisfatéria producdo destes é necessaria. A interagcdo fungo-planta é
determinada por mecanismos de ataque do patdgeno e de defesa da planta, sendo
estes também influenciados por fatores ambientais (BOCCHESE, 2003).

Mesmo pouco estudadas quanto a participacdo nos processos envolvidos na
penetracdo e colonizacdo nos tecidos dos hospedeiros, vérias enzimas ja foram
detectadas em fungos através do cultivo em meios especificos. Estas enzimas sao
potencialmente importantes na patogénese, pois degradam o plasmalema,
componente da parede celular (GRIFFIN, 1994). Dentre as principais exoenzimas
estudadas destacam-se as amilases, celulases, lipases, pectinases, proteases e
esterases. (PASCHOLATTI, 1995).

Em geral, fungos utilizam o amido como fonte de energia para o crescimento
e esporulacdo (GRIFFIN, 1994). As amilases sdo comuns em fungos, causando a
hidrélise de amido, mas pouco se sabe sobre sua magnitude na patogénese
(DIANESE, 1990). Estudos realizados por Almeida et al. (1998), com variedades de
cacau, demonstraram que a quantidade de amido existentes nestas plantas poderia
estar associada com o seu grau de tolerancia ao fungo Crinipellis perniciosa,
causador da vassoura-de-bruxa. Produtos da hidrélise do amido poderiam aumentar
0 potencial osmoético das células, impedindo o crescimento das hifas ou sendo
utilizadas em rotas bioquimicas para defesa da planta (POLONI, 2008).

As enzimas celuloliticas desempenham importante papel na patogenicidade,
degradando a celulose, principal constituinte da parede celular dos vegetais. As
celulases formam um complexo enzimatico constituido por trés enzimas: (-1,4
glucanase, exo B-1,4 glucanase e B-1,4 glucosidase (PASCHOLATI, 1995).

Para Poloni (2008) as enzimas pectinoliticas estdo entre as mais pesquisadas
guanto ao papel na patogenicidade. Estes estudos estao relacionados ao tratamento
de tecidos vegetais com pectinases purificadas, 0 que ocasiona a separagdo e morte
das células. Este processo ocorre durante o desenvolvimento de muitas doencas,
principalmente nas podriddes moles, onde os tecidos perdem a rigidez.

Substancias pécticas sdo polissacarideos acidos de alta massa molar que

formam parte das paredes celulares e da lamela média dos vegetais. Devido a sua
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funcdo estrutural e a vulnerabilidade desses polimeros, as enzimas pécticas podem
causar a degradacéo dos tecidos como consequéncia da lise celular e modificacdes
da parede, permitindo a acdo de outras enzimas despolimerizantes que atuam sobre
outros substratos, como celulose e lignina. Dentre as principais enzimas
pectinoliticas estdo as esterases, que desesterificam 0s grupos metoxila da pectina,
liberando acido péctico; e as pectinases, que atacam a pectina fortemente unida ao
resto dos componentes da parede celular, liberando pectina solivel de alta massa
molar (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO E CARACTERISTICAS GERAIS DO EXPERIMENTO

Os experimentos laboratoriais e 0 ensaio experimental com as mudas de
erva-mate foram realizados no Laboratério de Fitopatologia “Elocy Minussi” e na
casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de Defesa Fitossanitaria (DFS) do
Centro de Ciéncias Rurais (CCR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

O experimento para avaliacdo da patogenicidade em mudas de erva-mate foi
conduzido de novembro de 2015 a maio de 2016, em casa de vegetacdo, com
irrigac6es manuais diarias.

O clima da regido caracteriza-se como subtropical umido, do tipo “Cfa”,
segundo a classificacdo de Koppen, com temperatura média do més mais frio entre -
3 e 18 °C, e do més mais quente superior a 22 °C e precipitagdo média anual de
1.769 mm (MORENO, 1961).

3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO SOLO DAS AREAS DE COLETA

Foram coletadas amostras de solo com o objetivo de caracterizar as propriedades
guimicas do solo. A coleta foi realizada nas entrelinhas, fazendo a tradagem como
auxilio de uma pa de corte na profundidade de até 20 cm, retirando a camada
superior composta de restos vegetais. Em cada ponto foram coletadas cinco
subamostras, as quais foram, posteriormente, homogeneizadas formando uma

amostra composta.

3.3 OBTENCAO E PURIFICACAO DE ISOLADOS DE Fusarium

As coletas de amostras foram realizadas em plantios de erva-mate nos
municipios de Anta Gorda, Arvorezinha, Putinga, llépolis e Machadinho, no Rio
Grande do Sul. Todos os pontos de coleta foram georreferenciados com auxilio de
um equipamento Global Positioning System (GPS) (Tabela 1).
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Tabela 1l - Areas de coleta de isolados de Fusarium spp. provenientes de plantios
de erva-mate (llex paraguariensis) no Rio Grande do Sul.

gggir%gl Data de coleta Municipio Coordenadas (GMS)
AT jan/15 Anta Gorda -28°55'48,5” S, -52°10’40,3" W
AV jan/15 Arvorezinha -28°52'13,5” S, -52°10'562,3" W
11 jan/15 ll6polis -28°55'42,5" S, -52°08'32,6" W
12 jan/15 ll6polis -28°55'42,7" S, -52°08'33,6" W
13 jan/15 ll6polis -28°56'63,5" S, -52°08'15,1" W
14 jan/15 ll6polis -28°57'03,6" S, -52°04'56,0" W
15 jan/15 ll6polis -28°54'17,6" S, -52°07'31,6" W
16 jan/15 ll6polis -28°53'68,1" S, -52°04'48,0" W
17 jan/15 ll6polis -28°55'65,4" S, -52°11'00,3" W
18 jan/15 ll6polis -28°55'48,6" S, -52°10'40,1" W
PF jan/15 Putinga -28°00'34,1" S, -52°06'00,2" W
M1 mar/15 Machadinho -27°33'41,9" S, -51°39'51,4" W
M2 mar/15 Machadinho -27°32'23,1" S, -51°,39'40,1" W
M3 mar/15 Machadinho -27°32'46,6" S, -51°40'47,7" W
M4 mar/15 Machadinho -27°32'45,9" S, -51°40'48,1" W
M5 mar/15 Machadinho -27°32'16,1" S, -51°42'32,4" W
M6 mar/15 Machadinho -27°33'36,6” S, -51°41'34,7" W
M7 mar/15 Machadinho -27°33'25,0” S, -51°40'04,2” W

O material vegetal coletado a campo (raizes de plantas adultas e mudas com
sintomas de tombamento) foi devidamente identificado e, logo apds, levado para o
Laboratério de Fitopatologia para posterior andlise. Em seguida, o material foi
colocado em camara Umida (caixas plasticas previamente desinfestadas com
hipoclorito de sddio a 1% e forradas com duas folhas de papel-filtro umedecido com
agua esterilizada) e mantido a 25 + 2 °C, com 12 h de fotoperiodo por,
aproximadamente, quatro dias. Em seguida, o material foi observado em
microscopios estereoscopico e optico para verificacdo da presenca de estruturas do
patdbgeno. Em caso positivo, com o auxilio de uma agulha histolégica, estruturas do
patogeno foram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) (extrato de 200 g de batata, 20 g de dextrose, 20 g de agar,
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1000 mL de &gua destilada), conforme recomendado por Alfenas et al. (2007). Apés
sete dias de crescimento, em BDA foi retirada, com auxilio de uma agulha flambada
e resfriada, uma pequena quantidade de micélio para um tubo de ensaio contendo
10 mL de agua destilada e esterilizada e em seguida transferida para outra placa
contendo meio Agar-Agua (AA) (20g de agar e um litro de agua destilada) acrescido
de antibiético (estreptomicina), na concentracdo de 100 pL. mL™, em seguida, o
excesso de agua foi descartada. Posteriormente, as placas foram incubadas a 25 °C
no escuro por 24 horas. ApOs esse periodo, conidios foram visualizados, sob
microscépio estereoscopico. ApOs a visualizagdo os esporos germinados, foram
extraidos com uma agulha flambada e resfriada. Os conidios aderidos a agulha
flambada e resfriada foram transferidos para o centro de outra placa de Petri
contendo meio BDA, suplementado com antibiético (estreptomicina). As placas
foram colocadas novamente para incubar nas mesmas condi¢cdes por 15 dias
conforme descrito por Fernandez (1993). Os isolados purificados foram depositados
na Micoteca do Laboratério de Fitopatologia “Elocy Minussi” da UFSM, onde
permaneceram armazenados sob refrigeragdo em eppendorffs contendo solucao

salina.

3.4 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DOS ISOLADOS DE Fusarium spp.

As avaliacdes morfoldgicas seguiram a metodologia descrita por Michereff et
al. (2003), onde cada isolado foi avaliado conforme os parametros apresentados na

sequéncia.

3.4.1 Taxa de crescimento micelial

A taxa de crescimento micelial (T.C.M) foi determinada a partir da
transferéncia de discos de meio BDA com 6 mm de didmetro, obtidos de colbnias
com sete dias de crescimento, para outras placas com meio BDA e mantidas a 25 +
2 °C, com 12 h de fotoperiodo. Para isso, foram utilizadas cinco repeti¢cdes, sendo
cada uma constituida por uma placa. O crescimento micelial de cada isolado foi
avaliado aos sete dias de incubacédo, pela mensuracdo da média do didmetro da

colénia em dois sentidos diametralmente opostos.
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3.4.2 Esporulacao

A esporulacéo foi avaliada aos dez dias de incubacéo a 25 £+ 2 °C, com 12 h
de fotoperiodo, através da adicdo de 20 mL de agua destilada estéril em quatro
placas de Petri, apds procedeu-se a raspagem das colbnias e filtragem em camada
dupla de gaze, para a posterior estimativa da concentracdo de conidios

(conidios.mL™), com o auxilio da camara de Neubauer.

3.4.3 Pigmentacéao das coldnias

Foram observadas a coloracdo e a pigmentacdo das colénias e do micélio

aéreo com o auxilio da Carta de Cores de Munsell (Munsell Soil Color Chart).

3.4.4 Caracterizacdo dos conidios

Com o propésito de verificar a forma de macroconidios, formacdo de
microconidios e presenca ou auséncia de clamidésporos (LESLIE &SUMMERELL,
2006), primeiramente, os isolados foram repicados para meio de cultura folha-de-
cravo-agar - CLA (NELSON, 1983). Para cada isolado, foram medidos 30
macroconidios. Também foi contado o nimero de septos dos macroconidios. A
largura e o comprimento foram medidos em microscopio 6ptico, com micrdmetro
acoplado, na magnitude de 40 x (LESLIE & SUMMERELL, 2006).

3.4.5 Crescimento micelial e esporulacdo em diferentes meios de cultura e

niveis de luminosidade.

Os meios de cultura testados para crescimento micelial e esporulagcéo foram:
Batata-dextrose-agar (BDA), Batata-sacarose-agar, (BSA) (extrato de 200 g de
batata, 20 g de sacarose, 20 g de agar e 1000 mL de agua destilada), Extrato de
Malte (MEA) (25g de extrato de malte, 20g de agar e 1000 mL de agua destilada),
V8 (170 mL de suco de vegetais V8 “Campbell Soup Co.”; 20 g de agar; 1,5 g de
CaCOg; e 830 mL de agua destilada).
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Os niveis de luminosidade testados para o crescimento micelial e esporulagcéo
foram: (Oh) escuro continuo, (12h) fotoperiodo de 12 horas de luz branca, (24h) luz
branca continua a 25 * 2°C por sete dias.

A avaliacdo do crescimento micelial e da esporulacdo segue a metodologia

descrita nos itens 3.4.1 e 3.4.2.

3.5 PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE Fusarium spp.

3.5.1 Producédo do in6culo

A partir da caracterizacdo morfologica, os isolados de Fusarium spp. foram
multiplicados em grdos de milho e incorporados no substrato. seguindo o0s
procedimentos descritos na sequéncia. Assim, os grédos de milho foram embebidos
em agua a temperatura ambiente por, cerca de oito horas, apds, 0 excesso de agua
foi descartado. Aproximadamente 80 g desses graos foram colocados em frascos de
vidro de 100 mL e autoclavados durante 40 min, duas vezes, em um intervalo de 24
horas. Apés o resfriamento, foram transferidos para cada frasco, cinco discos de
meio de cultura, de 7 mm de didmetro, contendo o micélio do patégeno. Os frascos
foram incubados a 25 + 2°C, com 12 h de fotoperiodo, durante 14 dias, conforme
metodologia adaptada de Klingelfuss et al. (2007). Para a testemunha, foram
colocados cinco discos de meio de cultura BDA sem o patdgeno nos frascos, sendo

os demais procedimentos realizados conforme descrito anteriormente.

3.5.2 Infestacdo do substrato e transplante das mudas

Vasos plasticos (capacidade aproximada de 3,6 L) com orificios na parte
inferior foram preenchidos com substrato comercial autoclavados por duas vezes por
40 minutos cada. Em seguida, 80 cm3 do in6culo contendo hifas e conidios de
Fusarium spp. produzido em grédos de milho foram misturados ao substrato, sendo
este, entdo, umedecido com agua destilada estéril (LAZAROTTO et al., 2014). Apos
15 dias, as mudas de erva-mate foram transplantadas e divididas em quatro
repeticdes de trés mudas, onde foram mantidas em casa de vegetacdo por 180 dias

ou até a manifestacdo dos sintomas quando foram determinadas as médias de
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fitomassa seca da parte aérea e raizes conforme descrito por Junges et al. (2016),

além do percentual de mudas mortas.

3.5.3 Reisolamento de Fusarium spp.

Para o reisolamento dos isolados de Fusarium spp. a partir das mudas
inoculadas, foram utilizados fragmentos das raizes das mudas de erva-mate, através

do método descrito no item 3.2.

3.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE Fusarium spp.

Os sete isolados de Fusarium spp. (I1AR1, I6AR2, I8AR1, M3AR2, M4,
M5AR2 e M7C1) selecionados para o teste de patogenicidade, devidamente
identificados com os seus respectivos codigos, foram encaminhados para a extracdo
de DNA, conforme método CTAB, descrito por Doyle e Doyle (1991). As amostras de
DNA gendmico extraidas foram submetidas a Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR), para a amplificacdo da regido ITS do rDNA com os oligonucleotideos
iniciadores  ITS1 (5 TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS4 (%
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (WHITE et al., 1990), assim como, a regido beta-
tubulina, amplificada com o par de primers Btub-F (AAGGGHCAYTAYACYGARGG)
e Btub-R (CATGTTGGACTCDGCCTC) e, também, para sequenciamento do fator
de elongacdo -1 - alpha, com o par de primers EF1-T
(ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF1-1567R
(ACHGTRCCRATACCACCRATCTT) (REHNER & BUCKLEY, 2005).

A reacao foi realizada com 30 ng de DNA, tampao 10X, 2,5 uM de cada
dNTP, 20 nM de MgCl,, 25 pmoles da cada um dos oligonucleotideos iniciadores,
cinco unidades da enzima Taq polimerase e agua ultrapura para completar o volume
da reacdo. As reacfes foram realizadas em termociclador MJ Research, INC. PTC —
100MT, sob as seguintes condi¢des térmicas: 94 °C por 2 min, 30 ciclos de 94 °C
por 45 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 35 s e 72 °C por 10 min. Ao final da reacao, os
produtos da PCR foram mantidos a 4 °C. Um controle negativo sem DNA foi incluido
nas amplificacbes do PCR. Os fragmentos amplificados e o controle foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,2 %, em tampao TBE 1X (10,8 g
de tris base, 5,5 g de acido bdrico, 4 mL de EDTA a 0,5 M e 4 mL de agua
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destilada), contendo brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta. Os produtos
da PCR foram purificados com PEG 8000 a 13% e, nas reacdes de sequenciamento,
foram utilizados os oligonucleotideos ITS1 e ITS4. As sequéncias geradas
continham de 400 a 900 pb, tamanho referente ao segmento que corresponde as
regides ITS1, 5.8S e ITS2. O sequenciamento foi realizado em sequenciador Mega
BACE 500 (Amersham). Os fragmentos sequenciados foram analisados através do
programa BioEdit (HALL, 1999). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram
comparadas com as ja existentes no GenBank, para os patdégenos isolados. As
sequéncias do GenBank que apresentaram 0s maiores scores de cobertura e
similaridade foram selecionadas e alinhadas, juntamente com as sequéncias obtidas
no sequenciamento pelo algoritmo ClustalW. A andlise filogenética foi conduzida
utiizando o método estatistico Neighbour—joining com 1000 replicatas, pelo
programa MEGA verséo 4 (TAMURA et al, 2007). O modelo utilizado foi escolhido de
acordo com o selecionado pelo programa disponivel online, FindModel, que
estabelece o melhor modelo apds fornecimento de um arquivo com as sequéncias
escolhidas alinhadas através do BioEdit (HALL, 1999) ou outro programa escolhido.
A similaridade das sequéncias de nucleotideos entre os isolados foi calculada
através do procedimento Basic Local Alignment Search Tool - BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

3.7 GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA (VCG)

3.7.1 Obtencao dos mutantes nit

Os isolados de Fusarium spp. utilizados no teste de patogenicidade foram
transferidos para placas de Petri contendo meio minimo (MM) (2g NaNOs 1g
KH,PO4, 0,59 MgSO,4. 7H,0, 0,59 KCI, 30g sucrose, 0,2 mL da solucdo de
elementos tracos, 20g agar, 1L de 4gua destilada) e incubados pelo periodo de sete
dias a 24°C, no escuro. A solucdo de elementos traco era composta por: 5g acido
citrico, 5g ZnS04.6H,0, 1g Fe(NH4)2.S04.6H,0, 50mg MnSO,4, 50mg H3BO3;, 50mg
NaMo0,4.2H,0, 95mL de agua destilada Posteriormente, discos de micélios (cinco
mm) dispostos em arranjo triangular foram transferidos para 10 placas de Petri, por
isolado, contendo meio minimo mais clorato de potassio (MMC), na concentracéo de

1,5, 2,0 e 2,5% acrescidos de 1,6g/L de L-asparagina para a inducdo de mutantes os


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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guais se manifestam através de setores na colbnia. As placas foram mantidas a 25 +
2 °C por 14 a 21 dias (CORRELL et al., 1986; PUHALLA, 1985).

ApGs a constatagdo da formacdo dos setores, foi retirado um Unico setor de
cada disco de micélio e transferido para placas contendo meio minimo. Os isolados
que tiveram crescimento ralo em MM foram classificados como mutantes nit. J& os
setores que apresentaram crescimento robusto foram descartados (LESLIE, 1993).

3.7.2 Caracterizacao fenotipica dos mutantes nit

Os mutantes nit que apresentaram crescimento ralo em MM foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura com diferentes fontes de
nitrogénio: nitrato de sodio (2 g/L); nitrito de sédio (0,5 g/L) e hipoxantina (0,2 g/L)
(CORRELL et al., 1987; PUHALLA, 1985). Apo6s a repicagem nos diferentes meios,
as placas foram mantidas a 25 + 2 °C por um periodo de 3 a 4 dias (LESLIE &
SUMMERELL, 2006). Trés classes designam os fenotipos dos mutantes nit no
género Fusarium, as quais se baseiam na mutacdo na rota de assimilagdo do
nitrogénio (Tabela 2) (CORRELL et al., 1987; PUHALLA, 1985).

Tabela 2 - Utilizac&o de diferentes fontes de nitrogénio nos ensaios de fenotipagem

Mutante Nitrato Nitrito Hipoxantina
Selvagem + + +
nit 1 - + +
nit 3 - - +
nit M - + -

3.7.3 Teste de compatibilidade vegetativa

Os pareamentos foram realizados em MM e dispostos em arranjo contendo 0s
mutantes nit 1 no centro da placa de Petri e os mutantes nit M/nit 3 nas
extremidades. Em nit's da mesma espécie estudada o controle positivo foi
observado com crescimento de micélio aéreo na linha de intersecg¢éo entre nit 1 e nit
M/nit 3. Entre os diferentes isolados as reacdes positivas seguem conforme descrito
anteriormente, ou seja, foram observadas através do crescimento do micélio aéreo
na linha de interseccao entre nit 1 e nit M/nit 3, confirmando a classificagdo destes
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isolados como pertencentes ao mesmo VCG. Reacdes negativas foram observadas
através do crescimento ralo na linha de intersec¢do entre nit 1 e nit M/nit 3 de
espécie diferentes (CORRELL et al.,, 1987, LESLIE & SUMMERELL, 2006;
PUHALLA,1985).

3.8 PRODUQAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES DE ISOLADOS DE Fusarium
spp.

Para os testes de producdo de enzimas extracelulares foram testados o0s
isolados de Fusarium spp. utilizados no teste de patogenicidade em mudas de erva-
mate. Os isolados foram crescidos em meio BDA. Posteriormente, discos de cinco
mm contendo micélio fangico foram transferidos para cinco placas de Petri contendo
0os meios de cultura especificos para cada enzima, conforme descritos a seguir.

Como testemunha foram utilizados discos contendo apenas meio de cultura BDA.

3.8.1 Catalase

Para a determinacdo da atividade da catalase os isolados foram crescidos em
meio BDA por sete dias a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h. Apds o periodo de
incubacéao foi adicionada uma solucao de perdxido de hidrogénio (H,O,) a 3% sobre
a cultura fangica, conforme metodologia de Shin e Kim (1998) modificada por Bueno
et al. (2009). A catalase foi mensurada por meio de simbolos, baseando-se na
intensidade das bolhas formada no meio: +++ (intensa); ++ (moderada); + (fraca) e —
(auséncia) (BASTOS, 2005).

3.8.2 Fenoloxidase-lacase

Os isolados foram repicados em meio Bushnell-Hass (0,4g MgSQ,.7H-0,
0,15g CaCl,, 6g KH,PO,4, 6g NH4NO3, 0,059 FeCls, 20g agar, 1L de agua destilada)
acrescido com 0,5% de acido galico, pH 7,2 (ATLAS, 1995). Em seguida, foram
incubados a 30 + 2 °C por de cinco dias. Apdés este periodo, foi observada a
formacdo de um halo de coloracdo ambar em torno do micélio, caracteristico da
"Reacdo de Bavendamm" (CONCEICAO et al., 2005). A avaliacdo seguiu a

metodologia conforme descrita no item 3.4.1
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3.8.3 Amilase

Discos contendo micélio e conidios dos isolados de Fusarium spp. foram
transferidos para placas de Petri contendo meio minimo (MMA), em que a glucose
foi substituida por amido (6 g de NaNOg; 1,5 g de KH,PO,; 0,5 g de KCI; 0,5 g de
MgS0,4.7H,0; 0,01 g de FeSOy; 0,01 g de ZnSO,4), 0S mesmos permaneceram a 25
+ 2 °C e fotoperiodo de 12h. Passados cinco dias de cultivo em MMA, procedeu-se a
avaliacdo em que mensurou-se o halo de degradacédo do amido. Para tanto, foram
vertidos 2 mL de solugcdo lugol sobre a superficie do meio de cultura. Apés 10
minutos, a solugdo de lugol foi descartada e a atividade amilolitica detectada pela
formacdo do halo amarelado. Com o auxilio de paquimetro digital, os diametros
perpendiculares do crescimento micelial e do crescimento micelial mais o halo de
degradacdo do substrato foram medidos (MARCHI et al., 2006). Para o célculo do
indice Enzimatico (I.E) foi utilizada a relagdo do didmetro da col6nia mais o halo de
degradacéao/diametro da colonia (AUER et al., 2014).

3.8.4 Caseinase

A producdo da caseinase foi verificada em meio caseina-agar contendo 1%
de caseina como fonte de carbono. Apés, as placas foram incubadas por quatro dias
a 25 £ 2 °C (STANFORD et al., 1998). A atividade enzimatica foi revelada com
adicdo de HCI 1N na superficie do meio, deixando reagir com a caseina por 1 hora.
Foi considerada positiva a atividade enzimatica, quando ao redor do indculo, surgiu
um halo transparente em decorréncia da hidrolise da caseina, circundado por um
fundo com coloracdo esbranquicada que corresponde a area onde a caseina nao foi
hidrolisada, logo, sendo, desnaturada por acédo do acido cloridrico (FUENTEFRIA,
2004). O calculo do I.E seguiu a metodologia descrita no item 3.8.3.

3.8.5 Protease

Para a avaliacdo da atividade proteolitica foi utilizado o meio nutriente agar
acrescido de 40g de gelatina em p6 como substrato em pH 6,0. As placas foram
incubadas durante sete dias a 25 + 2 °C sob fotoperiodo de 12 horas. Apés o

periodo de incubacdo dos isolados uma solucdo saturada de sulfato de amoénio



39

((NH4)2S0O,) foi adicionada sobre as placas. O precipitado desta solu¢do tornou o
agar mais opaco e acentuou as zonas claras ao redor das coldnias, onde a gelatina
foi degradada (PEREIRA, 2009). O calculo do |.E seguiu a metodologia descrita no
item 3.8.3.

3.8.6 Celulose

Os isolados foram cultivados em agar carboximetilcelulose (1 g de KH,POy;
0,5 g de (NH,),SO,: 0,5 g de asparagina; 0,5 g de KClI; 0,2 g de MgS0O,.7H,0; 0,1 g
de CaCl,; 0,5 g de extrato de levedura; 10 g de carboximetilcelulose; 20 g de agar; 1
L de agua destilada). Em seguida, foram incubados por sete dias a 25 + 2 °C sob
fotoperiodo de 12 horas. Apés este periodo, os isolados foram submetidos a choque
térmico por 16 horas a 50 + 2 °C. Em seguida, foram adicionados 10 mL de solucéo
corante de vermelho congo (2,5 g/L em tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0). Apds 30
minutos a solucao foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solugéo
saturada de NaCl 0,5 M para a revelacdo do halo de degradacdo da celulose ao
redor da colénia (NOGUEIRA & CAVALCANTI, 1996). O célculo do I.E seguiu a

metodologia descrita no item 3.8.3.

3.8.7 Lipase

Os isolados foram transferidos para placas de Petri com meio de cultura
contendo Tween-20 como substrato (10 mL de Tween-20, 10 g de peptona, 5 g de
NacCl, 0,01 g de CaCl, , 20 g de agar, 1 L de agua destilada e pH ajustado para 6,0).
Os isolados permaneceram a 25 + 2 °C sob fotoperiodo de 12 horas durante sete
dias. Apoés a incubacéo, as placas foram resfriadas a 4°C por 48 horas. A atividade
enzimatica das colonias foi observada como um precipitado visivel devido a
formacdo de cristais de sais de célcio (PEREIRA, 2009). O calculo do I.E seguiu a
metodologia descrita no item 3.8.3.

3.8.8 Pectinase

Para detectar a atividade pectinolitica foi utilizado o meio de cultura contendo
pectina citrica como substrato (2g de (NH4).SO,4, 49 KH,PO,4, 6g Na,HPO,4, 0,29
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FeSO,. H,0, 0,2g CaCl,, 1mg H3BO3, 10 mg MnSO,4, 70mg CuSO,4, 50mg MoO3, 19
de extrato de malte, 5g de pectina citrica, 15g de agar e 1L de agua destilada)
conforme descrito por Hankin e Anagnostakis (1971). O meio em pH 7,0 foi utilizado
para detectar a producdo de pectato liase e em pH 5,0 para avaliar a atividade de
poligalacturonase. ApGs a repicagem dos isolados, as placas foram incubadas por
cinco dias a 25 + 2 °C. Para revelar o halo de degradacéo das pectinases adicionou-
se sobre as placas uma solucdo de brometo de cetil trimetii aménio 1%
(C16H33N(CHs3)3Br) (Cetrimide 1%) que em contato com o meio de cultura reage e
precipita a pectina intacta, ocasionando a formacao de halos claros ao redor das
colénias, indicando a degradacao da mesma. O calculo do I.E seguiu a metodologia
descrita no item 3.8.3.

3.9 DELINEAMENTOS ESTATISTICOS E ANALISES

Para avaliacdo dos resultados do teste de patogenicidade e do indice
enzimatico (.LE) dos isolados de Fusarium spp. foram realizadas as andlises de
variancia, tendo como fontes de variagéo os diferentes isolados. As variaveis médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05), através do programa
estatistico Sisvar versao 5.3 (FERREIRA, 2008).

Os dados quantitativos de caracterizacdo morfoldgica (esporulacdo, taxa de
crescimento micelial, comprimento e largura dos macroconidios) foram submetidos a
técnica de analise multivariada para agrupamento dos isolados de Fusarium spp.
executada no programa GENES (versédo 2009.7.0). A matriz de distancia Euclidiana
padronizada (D2) foi calculada como medida de dissimilaridade e utilizada para
agrupamento dos isolados pelo método “Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean” - UPGMA (CRUZ, 2008). Os dados do crescimento micelial e da
capacidade de esporulacao foram analisados como experimento fatorial (4 meios de
cultura e 3 regimes de luminosidade). As médias foram comparadas através do teste
de Tukey (p < 0,05), com o auxilio do programa estatistico SISVAR Verséao 5.3.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLADOS OBTIDOS

Foram obtidos 39 isolados, provenientes de necroses radiculares de erva-
mate (um isolado por planta sintomética coletada). Também foram obtidos isolados
de mudas com sintomas de tombamento, coletadas em viveiros produtores (AV, PF
e M7). Na Figura 1 é possivel visualizar plantas e raizes com sintomas, onde foram
realizadas as coletas. Na Tabela 3, estdo apresentados os cddigos dos isolados de

Fusarium spp., a procedéncia, a idade do plantio e datas das coletas.

Figura 1 - Plantas adultas (A e B) e raizes (C e D) de erva-mate com sintomas de
podridao-de-raizes
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Tabela 3 - Codigo dos isolados de Fusarium spp., procedéncia, idade e data de
coleta dos isolados obtidos de raizes sintomaticas e mudas de erva-
mate com sintoma de tombamento

Cadigo do isolado

Procedéncia

Idade do plantio (anos)

Data de coleta

11AR1 ll6polis 3 Jan/15
11AR2 ll6polis 3 Jan/15
12AR1 ll6polis 10 Jan/15
12AR2 ll6polis 10 Jan/15
I3AR1 ll6polis 10 Jan/15
I3AR2 ll6polis 10 Jan/15
I3AR3 ll6polis 10 Jan/15
14 ll6polis 9 Jan/15
I5AR1 ll6polis 20 Jan/15
IR5AR2 ll6polis 20 Jan/15
I6AR2 ll6polis Jan/15
I6AR3 ll6polis Jan/15
17 ll6polis 11 Jan/15
IBAR1 ll6polis 10 Jan/15
IBAR2 ll6polis 10 Jan/15
ATAR1 Anta Gorda 9 Jan/15
ATAR2 Anta Gorda 9 Jan/15
PF1 Putinga 5 meses Jan/15
PF2 Putinga 5 meses Jan/15
AVF1 Arvorezinha 7 meses Jan/15
AVF2 Arvorezinha 7 meses Jan/15
AVF3 Arvorezinha 7 meses Jan/15
M1AR1 Machadinho 4 Mar/15
M1AR2 Machadinho 4 Mar/15
M2 Machadinho 8 Mar/15
M3AR1 Machadinho 14 Mar/15
M3AR2 Machadinho 14 Mar/15
M3AR3 Machadinho 14 Mar/15
M4 Machadinho Mar/15
M4AR2 Machadinho Mar/15
M5AR1 Machadinho 20 Mar/15
M5AR2 Machadinho 20 Mar/15
M5AR3 Machadinho 20 Mar/15
M5V Machadinho 8 meses Mar/15
M6AR1 Machadinho 6 Mar/15
M6AR2 Machadinho 6 Mar/15
M7C1 Machadinho 5 meses Mar/15
M7C2 Machadinho 7 meses Mar/15
M7C3 Machadinho 8 meses Mar/15
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4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO SOLO DAS AREAS DE COLETA

Na regido do Alto Vale do Taquari (RS) nos municipios de Anta Gorda e
ll6polis, no RS, € predominante o solo do tipo Neossolo Litdlito pouco desenvolvido e
com auséncias de horizontes diferenciados comuns em areas de relevo ondulado a
montanhoso. Entretanto, no municipio de Machadinho (RS) predominam Latossolos
profundos, bem drenados, quimicamente pobres, vermelhos, indicando a presenca
de ferro (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO, 2004)

A fim de descrever o ambiente em que os isolados foram coletados,
determinou-se a composicao quimica do solo. Na Tabela 4 estdo apresentados 0s
resultados da analise dos parametros quimicos.

Segundo relato dos agricultores, nas areas sintomaticas do municipio de
ll6polis (1), a adubacao organica com dejetos de aves é predominante, com excecao
da éarea I5, onde a adubacado é mista, ou seja, quimica e verde, com a utilizacédo de
plantas leguminosas, além da correcdo da acidez do solo pela adi¢cdo de calcario. Ja
nas areas de coleta dos municipios de Anta Gorda (AT) e Machadinho (M), ha o
predominio da adubacdo quimica diferindo apenas na propriedade M6 onde hd uma
mistura entre adubacdo quimica e organica. Os resultados da andlise quimica do
solo das areas de coleta das raizes sintoméaticas de erva-mate foram interpretados
com base no Manual de Adubacdo e Calagem para os Estados do RS e SC
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA DO SOLO, 2004)

Os percentuais de argila foram maiores no municipio de Machadinho, por se
tratarem de solos mais profundos, sendo que os valores obtidos oscilaram entre 59
(M4 e M5) e 75% (M3). Nos municipios de Anta Gorda e llépolis, onde os solos sao
tipicamente mais jovens, e consequentemente, mais rasos, 0s percentuais de argila
variaram de 16 a 57% nas areas |4 e 18, respectivamente. Solos mais argilosos
possuem uma maior capacidade de retencdo de umidade, que de certa forma pode
influenciar na fisiologia do inéculo. O percentual de matéria organica (M.O) das
areas de coleta foi considerado médio, com excecédo da area I1 onde o percentual foi
considerado alto.

A area M2 apresentou a maior quantidade de fosforo (P), com 174,3 mg/dms,
este alto valor em relagdo as demais &reas pode estar relacionado com uma
possivel adubacao feita antes das coletas de solo. Entretanto, os valores de P das

areas de Machadinho foram determinados como alto ou muito alto.
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Tabela 4 - Propriedades quimicas do solo nas areas de coletas das raizes
sintomaticas de llex paraguariensis no Rio Grande do Sul

pH Al Ca Mg H+AI Saturacao (%)

Areas (H,0) Cmol/dm® CTCef. Bases Al
AT 4,2 51 1,1 0,5 21,8 7,4 9,7 68,9
11 3,5 7,6 2,2 0,7 48,6 10,8 6,2 70,4
12 4,0 2,4 2,4 1,4 13,7 6,5 22,8 36,9
13 4.0 5,3 2,2 0,8 21,8 8,8 13,8 60,2
14 4,3 5,0 14 0,6 17,3 7,7 13,4 64,9
15 4.4 1,7 5,2 1,5 154 8,9 31,7 19,1
16 3,6 8,0 0,9 0,2 43,3 9,4 3,1 85,1
17 3,7 7,1 2,0 0,4 38,6 9,9 6,7 71,7
18 5,7 0,0 7,8 3,3 3,9 11,8 75,2 0,0
M1 4,1 2,1 3,1 1,3 15,4 7,1 24,7 29,6
M2 4,0 3,8 3,8 11 194 8,8 23,6 31,8
M3 5,9 0,0 10,3 4,0 3,9 14,9 79,5 0,0
M4 5,8 0,0 8,3 51 4.4 13,9 76,0 0,0
M5 5,2 0,5 5,9 2,0 55 8,8 60,5 5,7
M6 4,3 3,9 1,1 0,4 13,7 5,8 12,3 67,2

% Argila % M.O P K Cu S B

Areas m/v mg/dm®

AT 19 3,9 9,30 264,0 0,4 21,2 0,3
11 21 6,1 68,2 156,0 0,6 15,3 0,4
12 18 34 32,2 124,0 2,4 20,1 0,3
13 17 4,0 14,4 208,0 0,8 18,2 0,3
14 16 3,6 5,3 260,0 0,4 26,4 0,2
15 22 3,9 84,8 168,0 0,1 17,6 0,4
16 16 4,3 15,3 124,0 0,6 20,5 0,3
17 19 3,6 30,1 132,0 0,7 18,6 0,3
18 57 3,0 35,8 252,0 0,5 21,4 0,2
M1 67 3,3 35,8 220,0 11,9 30,8 0,2
M2 62 3,5 174,3 408,0 6,2 22,0 0,8
M3 75 4,2 89,6 264,0 10,1 22,0 0,5
M4 59 3,3 46,0 164,0 9,4 24,4 0,8
M5 59 3,5 21,8 156,0 12,8 22,0 0,4
M6 67 3,2 8,40 152,0 10,0 18,2 0,3

Em relagcéo aos valores de potassio (K), novamente a area M2 apresentou a

maior quantidade amostrada, de 408 mg/dm3, o que reforca a possibilidade de que a
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mesma recebeu adubacéo. A menor quantidade foi detectada nas areas 12 e 16 com
124,0 mg/dm3, entretanto, a maioria das areas (9) apresentaram valor de referéncia
muito alto, as demais, alto.

Ainda na Tabela 4, para a concentracdo de calcio (Ca), o destaque foi a area
M3 com 10,3 Cmol/dm? sendo atribuido o valor de referéncia alto, além desta, nas
areas 15, 18, M4 e M5 os indices também foram considerados altos. Ao contrério, a
menor concentracdo de Ca, segundo a analise, foi detectada na area 16 com 0,9
Cmol/dm3, consequentemente o valor de referéncia foi considerado baixo. O mesmo
foi observado nas areas 14, 16, 17 e M6. Nas demais areas a concentracdo de Ca foi
classificada como média.

As concentracdes de magnésio (Mg) variaram de 0,2 (I6) a 5,1 (M4)
Cmolc/dm3. O teor foi considerado baixo nas areas AT, 16, 17, M6. Em contraponto
nas areas 12, 15, 18, M1, M2, M3, M4 e M5 o teor foi classificado como alto. Nas
demais areas como médio.

O teor de Aluminio (Al) variou de zero nas areas M3 e M4 a 8,0 Cmolc/dms3 na
area 16. Para os valores da acidez potencial (H+Al) as menores concentracdes, de
3,9 Cmol/dm3, foram observadas nas areas 18 e M3, ao contrario da area |1 onde a

concentracao foi maior, com 48,6 Cmol./dm3.

4.3 CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DOS ISOLADOS DE Fusarium spp.

Os dados da caracterizagdo morfologica dos isolados de Fusarium spp. estdo
apresentados na Tabela 5 e foram observadas diferencas na taxa de crescimento
micelial (T.C.M) entre os isolados. O isolado 12AR1 obteve o menor crescimento
(4,85 mm/dia), em contrapartida o isolado I5AR1 apresentou a maior taxa, 11,15
mm/dia. Stumpf (2011) obteve taxas médias de crescimento de 8,5 mm/dia para F.
verticilioides e 15,0 mm/dia para F. graminearum. Kuhnem Juanior et al. (2013)
registraram médias menores de T.C.M para isolados de F. verticillioides (2,73
mm/dia). Ao observar os resultados dos estudos anteriormente citados, notou-se
gue embora sendo da mesma espécie, os isolados apresentaram uma grande
variacdo na T.C.M. O mesmo foi observado no presente estudo, ja que foi possivel
detectar uma ampla variagdo nas T.C.M. Segundo os Ultimos autores citados, esta
amplitude entre as taxas pode estar relacionada com a variagao fisiolégica de cada
individuo.
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Para a variavel esporulacdo o destaque foi para o isolado 11AR2 com média
de 69,66.10° esporos/mL, enquanto que o isolado M4AR2 desempenhou a menor
média de esporos/mL (2,19.10°). Entretanto, uma boa parte dos isolados apresentou
uma esporulacédo significava.

A pigmentacgdo da colénia em meio BDA foi determinante para a separacao
dos isolados em grupos. Sendo assim, estes foram reunidos em sete categorias, de
acordo com os tons variaveis de: rosa e rosa claro, purpura, amarelo, amarelo
bronzeado, amarelo esverdeado e amarelo oliva, marrom e marrom palido, marrom
escuro. Em todos os isolados o micélio aéreo exibiu coloracdo branca (Figura 2).
Segundo Walker et al. (2016) F. acuminatum, em meio de cultura BDA, apresentou
coloracdo vermelho-carmim, variando entre tons de amarelo bronzeado e marrom.
J& o isolado de F. verticillioides desenvolveu pigmentacao violacea. Poletto et al.
(2012) observaram em isolados de F. solani uma variacdo na coloracdo de bege a
azulada e bege a alaranjada. Para F. oxysporum foram relatadas variacbes de
violeta a tons de roxo escuro (RODRIGUES & MENEZES, 2006). No presente
estudo, as coloracdes violeta (pupura), roxo e bege (amarelo) também foram
observadas, entretanto, para Summerell et al. (2003) a discriminacéo de espécies do
género Fusarium através de cores deve ser analisada com cautela, pois, diversos
fatores do meio de cultura como, por exemplo, o pH podem influenciar na
pigmentacdo do micélio e da coldnia. Além disso, segundo estes autores, apesar de
algumas espécies apresentarem pigmentac¢do uniforme, em outras a mesma, pode

apresentar ampla variacao.

Figura 2 - Aspectos e coloragdo das coldnias (imagens superiores indicam a
pigmentacdo das col6nias e inferiores a coloracdo do micélio aéreo em
meio BDA apoés 10 dias de incubacédo. (A): amarelo oliva; (B): marrom
escuro; (C): purpura; (D): amarelo; (E): rosa claro; (F): marrom; (G):
amarelo bronzeado
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Entre as formas dos microconidios, a oval (Figura 3) foi a mais comum,
presente em 26 isolados, seguido de reniforme e obovoide, ambas observadas em
cinco isolados. Entre as formas menos comuns estdo piriforme e napiforme,
presentes em dois e um isolados, respectivamente. Barros (2013) observou em sua
andlise dos microconidios dos isolados a totalidade da forma oval, estes, foram
identificados através da chave dicotdmica de Nirenberg e O’Donnell (1998) como
sendo F. verticillioides e F. proliferatum. O formato oval também foi observado por
Sfalsin (2012), porém, pela classificacdo de Leslie e Summerell (2006) os isolados
foram descritos com F. decemcellulare.

Entretanto, Frias (2014); Poltronieri et al. (2002) e Walker et al. (2016) néo
citam em suas descricdes morfolégicas de Fusarium spp. o formato dos
microconidios, apenas sua presenca ou auséncia. No presente estudo, foi possivel
verificar que todos os isolados caracterizados apresentaram formacao de
microconidios em meio BDA e CLA. Entretanto, a forma do microconidio € um dos
diversos elementos analisados na classificacdo de espécies de Fusarium através de
caracteres morfolégicos, sendo necessaria a unido com outros parametros sob pena
de equivoco na determinacdo da espécie.

Nos macroconidios (Figura 3) foi observada grande variacdo nas dimensoes
de comprimento e largura. No comprimento, as médias variaram de 24,02 a 58,90um
nos isolados 11AR1 e 14, respectivamente. Ja na largura as médias variaram de 2,90
(I1AR2) a 6,35um (PF2). Em sua grande maioria, os macroconidios foram
detalhados contendo trés septos, podendo chegar a sete. Carnielli (2014) em seus
estudos identificou seus isolados como F. guttiforme e, entre as caracteristicas dos
macroconidios desta espécie estdo o comprimento variando de 35 a 71um, largura
de 3 a 4um e 3 a 5 septos. Nelson et al. (1983) descrevem os macroconidios de F.
oxysporum como fusoides, ligeiramente curvos, com trés a cinco septos, medindo de
3-6 x 25-35 um. Para os autores anteriormente citados, o tamanho das monofialides
pode diferenciar F. oxysporum de F. solani.

Entre os isolados caracterizados morfologicamente apenas os isolados 15AR1
e M7C3 nao apresentaram a formacao de clamidosporos em meio CLA. Pfenning e
Martins (2000) ndo detectaram clamiddsporos em F. stilboides e F. verticillioides
isolados de cafeeiro. Entretanto, segundo esses autores, em F. oxysporum e F.
soloni a presenga dos mesmos foi abundante. O mesmo foi observado por Azevedo

(2015), em que, isolados de F. solani produziram clamidésporos com formato e
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disposicdo semelhantes aos encontrados em F. oxysporum. No presente estudo,
corroborando com os autores acima citados, verificou-se, que entre os isolados
caracterizados prevaleceu a presenca de clamidésporos em grande quantidade
(Figura 3), aproximando-os de F. oxysporum e F. solani.

Figura 3 - Caracterizacdo morfologica de Fusarium spp. (A): microconidios; (B:
M5AR1; C: M3AR2; D: AVF2; F: I3AR2; G: ATAR2): macroconidios; (E):
clamidésporos

A partir da caracterizacdo morfoldgica dos 39 isolados, os dados relacionados
a esporulacdo, crescimento micelial, comprimento e largura dos macroconidios
foram submetidos ao método de agrupamento UPGMA (“Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean”) e através do dendograma gerado, os isolados foram
agrupados pela similaridade entre as médias dos caracteres. Examinando o
dendograma (Figura 4) observa-se a formacéo de sete grandes grupos (Tabela 6).
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Tabela 5 - Caracteristicas morfolégicas dos isolados de Fusarium spp. obtidos de plantas sintomaticas de llex paraguariensis

Isolado Esp. T.C.M  Microconid.” Macroconidios” Pigmentacdo da colénia” Clamid.”* Eség?g’iljrpua)
(.10%* (mm/dia) Comp.(um Larg. (um)  N°.de Coldnia Micélio aéreo
! ) septos
I1AR1 4,02 6,69 Oval 24,02 4,95 3ou4 Amarelo escuro Branco + Creme
I1AR2 21,03 9,29 Oval 36,03 2,90 3ou4d Pdarpura Branco + Creme
I2AR1 4,59 4,85 Oval 48,90 4,70 50u6 Marrom Branco + Creme
12AR2 69,66 9,95 Oval 37,10 4,65 3 Pdarpura Branco + Creme
I3AR1 3,36 5,95 Reniforme 39,60 5,00 3-4-5 Pdarpura Branco + Creme
ISAR2 7,54 9,62 Oval 36,10 4,82 3ou4 Pdarpura Branco + Marrom
I3AR3 5,52 10,31 Oval 40,96 5,38 40ub5 Verde oliva Branco + Creme
14 16,30 6,57 Oval 58,90 5,20 5-6-7 Amarela Branco + Creme
I5AR1 14,35 11,15 Reniforme 31,00 4,05 3 Pdarpura Branco - Marrom
I5AR2 3,09 7,39 Obovoide 42,90 4,22 5 Amarela Branco + Marrom
I6AR2 45,96 10,02 Reniforme 33,10 4,10 3 Pdarpura Branco + Creme
I6AR3 19,85 7,23 Oval 55,70 4,60 5-6-7 Amarelo Branco + Marrom
bronzeado
17 2,57 7,74 Oval 37,70 6,15 3-4-5 Amarelo Branco + Creme
IBAR1 6,08 7,05 Piriforme 37,80 4,90 3ou4 Amarelo Branco + Creme
bronzeado
IBAR2 11,32 6,36 Napiforme 39,70 3,85 3ou4d Amarelo oliva Branco + Marrom
ATAR1 5,70 7,20 Obovoide 40,80 5,15 3ou4d Marrom palido Branco + Creme
ATAR2 5,32 7,47 Oval 51,00 4,65 40ub Amarelo Branco + Creme
bronzeado
PF1 17,05 9,39 Oval 28,40 3,55 3 Parpura Branco + Creme



PF2
AVF1
AVF2
AVF3
M1AR1
M1AR2
M2
M3AR1
M3AR2
M3AR3

M4

M4AR2
M5AR1
MS5AR2
MS5ARS
M5V
M6AR1
M6AR2
M7C1
M7C2
M7C3

4,80
11,32
4,68
2,75
6,64
6,39
2,73
8,00
6,39
8,72

15,9

2,19
2,60
14,84
9,16
6,45
13,85
11,88
5,72
11,88
7,62

8,87
7,45
6,96
8,40
6,72
7,30
7,92
7,90
7,30
7,48

9,05

9,03
6,95
6,48
7,32
8,38
8,49
7,66
7,41
6,99
9,46

Oval
Obovoide
Obovoide
Obovoide

Oval
Piriforme

Oval
Reniforme
Reniforme

Oval

Oval

Oval
Oval
Oval
Oval
Oval
Oval
Oval
Oval
Oval
Oval

39,80
38,20
30,90
40,00
38,40
47,90
38,40
45,50
46,30
41,50

43,60

42,50
31,80
42,40
40,90
32,50
40,60
44,20
55,40
48,40
30,14

6,35
4,40
5,75
5,05
4,70
4,95
4,93
5,03
5,10
5,12

4,68

5,05
4,75
4,10
4,95
4,28
5,05
5,10
4,75
4,70
512

3-4-5
3o0u5
3
3
40ub
5
3ou4d
3ou4d
40u3
3-4-5

40u3

3-4-5
3ou4

3-4-5
3ou4
3ou4d
3ou4d

3-4-5
40u5
40ub
40ub5

Amarelo
Marrom palido
Amarelo oliva
Amarelo oliva
Marrom escuro
Marrom escuro

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo

bronzeado

Amarelo

bronzeado
Amarelo claro
Amarelo escuro
Castanho escuro

Amarelo

Amarelo

Amarelo

Amarelo
Marrom escuro
Marrom escuro

Marrom escuro

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Branco

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Branco

+ o+ o+ o+ 4+ + + o+ o+ o+ o+

+

+

+
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(concluséo)
Creme

Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme

Creme

Creme

Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme

Creme

Onde: Esp.: Esporulacdo aos sete dias; Taxa de Crescimento Micelial (T.C.M) (mm/dia); Microconid.: microconidios; (*) forma dos microconidios; Comp.:
comprimento; Larg.: largura; Clamid.: clamid6sporo; Esporod.: esporodoquio; 1: meio de cultura Batata-Dextrose-Agar; 2: meio de cultura Folha-de-cravo-

Agar; 3: Presenca (+) e auséncia (-). Valores médios de cada isolado.
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Figura 4 - Dendrograma mostrando a porcentagem (%) de dissimilaridade entre os 39 isolados de Fusarium spp. O dendrograma
foi obtido pela técnica UPGMA, a partir da analise da matriz de distancia Euclidiana, com 0s quatro caracteres
morfoldgicos (esporulagéo, crescimento micelial, comprimento e largura dos macroconidios)
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Tabela 6 - Grupos de isolados de Fusarium spp. com base no método de
agrupamento UPGMA

Grupos Isolados
M3AR1, M3AR2, M6AR2, M3AR3, M5AR3, ATAR1 e I5AR2
AVF3, M2, MAAR2, M4 e M6AR1
IBAR2, M5AR2, IBAR1, M1AR1, AVF1, M5AR1 e I3AR1
I3AR2, M7C3, M5V e I3AR3
17, PF2, I1AR1 e AVF2
M1AR2, M7C2, ATAR2, M7C1, |4 e IGARS
I2AR1, I2AR2, I6AR2, I1AR2, PF1 e I5AR1

N o o b~ W0DN P

Ainda no dendrograma da Figura 4, nota-se que a dissimilaridade entre os
isolados do grupo 7 é superior a 70%, o que demonstra diferencas significativas
entre os parametros utilizados na analise, entretanto, foram alocados em um mesmo
clado, ja que, o objetivo da analise € a separacdo dos isolados em grandes grupos.
A menor dissimilaridade foi observada nos grupos 1 e 2 (inferior a 10%). Seguido do
grupo 3 com menos de 20%. Ja os grupos 4, 5 e 6 apresentaram dissimilaridade,
entre os isolados, superior a 20. Faia (2011) observou que os isolados do género
Cladosporium foram alocados em 2 clusters diferentes, com coeficientes de
similaridade de 80,1% e 96,9%. Segundo a autora, isolados muito semelhantes ao
género Cladosporium agruparam-se em um cluster com coeficiente de similaridade
de 78,4%, sugerindo que, semelhancas morfolégicas aproximaram os isolados,
entdo desconhecidos, aos do género Cladosporium.

Além do dendrograma, o procedimento de agrupamento UPGMA também
fornece as distancias Euclidianas entre os isolados, assim, as menores distancias
sugerem proximidade entre os parametros submetidos a analise. Ao contrario,
maiores distancias sugerem a diferenca entre os caracteres analisados. Estas
distancias séo utilizadas na confeccdo do dendograma que unem isolados similares
em um mesmo clado. As estimativas das distancias Euclidianas entre os isolados

estéo dispostas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Estimativas da distancia Euclidiana entre 39 isolados de Fusarium spp.,

apos agrupamento pela técnica UPGMA

Maior distancia

Menor distancia

Isolado Isolado Valor Isolado Valor
11AR1 12AR2 1.16724 M5AR1 .23507
11AR2 PF2 1.03634 PF1 .29509
12AR1 12AR2 1.30388 ISAR1 .33086
12AR2 12AR1 1.30388 I6AR2 140259
I3AR1 12AR2 1.17651 M1AR1 .16139
I3AR2 12AR2 .92386 M7C3 .19340
I3AR3 12AR2 .98184 M4AR2 .23412

14 12AR2 1.15298 I6AR3 .22892
I5AR1 12AR1 1.14882 PF1 .32589
I5AR2 12AR2 1.09251 ATAR1 .80206
I6AR2 12AR1 1.13351 12AR2 140259
I6AR3 12AR2 1.00797 M7C1 .21596

17 12AR2 1.14068 PF2 .20062
IBAR1 12AR2 1.05146 M1AR1 .08043
IBAR2 12AR2 1.06382 M5AR2 .11969

ATAR1 12AR2 1.05900 M3AR3 .06672

ATAR2 12AR2 1.10595 M1AR2 .12822

PF1 14 1.09263 11AR2 .29509
PF2 12AR2 1.09650 17 .20062
AVF1 12AR2 .95401 M1AR1 .16187
AVF2 12AR2 1.13404 17 .26030
AVF3 12AR2 1.03168 M2 .09549
M1AR1 12AR2 1.06625 IBAR1 .08043
M1AR2 12AR2 1.07691 M7C2 12041
M2 12AR2 1.04683 AVF3 .09549

M3AR1 12AR2 1.00559 M3AR2 .05742

M3AR2 12AR2 .97066 M3AR1 .05742

M3AR3 12AR2 1.00199 M5AR3 .05841

M4 12AR2 .82307 M6AR1 .16651

M4AR2 12AR2 1.02895 AVF3 12331

M5AR1 12AR2 1.11291 IBAR1 .18545

M5AR2 12AR2 1.00600 IBAR2 .11970

M5AR3 12AR2 .99888 M3AR3 .05841

M5V 12AR2 .98423 AVF1 .23335

M6AR1 12AR2 .87261 AVF3 .16603

M6AR2 12AR2 96123 M3AR1 .08099
M7C1 12AR2 1.15618 ATAR2 .12992
M7C2 12AR2 1.02922 M1AR2 .12041
M7C3 12AR2 .95391 I3AR2 .19340
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Percebe-se na Tabela 7, que o isolado I12AR2 apresenta as maiores
distancias entres os demais. Seguramente, isso estaria relacionado com a média de
esporulacdo, que chega a ser 10 vezes maior quando comparadas com outros
isolados, como, por exemplo, o0 12AR1, IBAR1 e M1AR1.

Outro dado fornecido pela analise multivariada (UPGMA) é contribuigdo
relativa dos caracteres para divergéncia, isto €, o quanto cada variavel utilizada
contribuiu para o agrupamento dos isolados em clados. A esporulacao foi a varavel
que mais contribuiu, com 72,22%, seguido do comprimento dos macroconidios
(26,77%), as demais variaveis praticamente ndo contribuiram para a divergéncia dos
isolados (Tabela 8).

Lazarotto (2013) utilizou, em seus estudos, diametro de colbnias,
esporulacéo, largura e comprimento de conidios para o agrupamento UPGMA a fim
de diferenciar morfologicamente isolados de Fusarium spp. Como resultado, a
largura dos conidios foi responsavel por 99,98% da contribuicdo relativa dos
caracteres. A autora destaca que esta variavel, praticamente sozinha, foi capaz de
discriminar os isolados em grupos. Os caracteres diametro de colbnia aos sete dias,
esporulacdo e comprimento de conidios praticamente ndo interferiram no
agrupamento dos isolados.

Para Pereira (2001) a utilizacao de variaveis morfolégicas na analise UPGMA
permitiu a separacdo em nivel de género de fungos micorrizicos associados a
Epidendrum secundum. Segundo o autor, os resultados obtidos foram extremamente
satisfatorios para a formacdo de trés grupos contendo os géneros Epulorhiza,
Ceratorhiza. Para seu estudo, o autor supracitado comparou dados de diametro da
colénia, em diferentes meios, largura e comprimento das células monilidides e
didmetro de hifa.

Figueiredo (2006) optou por realizar a andlise de agrupamento utilizando as
seguintes caracteristicas morfolégicas: crescimento, morfologia, coloracao, tipo de
micélio, bordos da coldnia; presenca ou auséncia de acérvulos sobre a colbonia;
modificacdo na coloragdo do meio; taxa de esporulacédo; comprimento de apéndices;
comprimento, largura e coloracdo dos conidios. A autora discriminou as variaveis
descritas atribuindo-as notas 0 ou 1, onde O representou auséncia da caracteristica
e 1 presenca. Os resultados que compuseram o dendrograma de similaridade
morfologica sugeriram a formacdo de 3 grupos isolados de Pestalotiopsis spp

endofitos a Maytenus ilicifolia.
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Tabela 8 - Contribuicdo relativa dos caracteres (esporulacdo, taxa de crescimento
micelial, comprimento e largura dos macroconidios) para divergéncia

Caracteres (médias) Valor (%)
Esporulacao 72,22
Taxa de crescimento micelial 0,83
Comprimento dos macroconidios 26,77
Largura dos macroconidios 0,18

Em suma, a andlise multivariada sugere que para este conjunto de 39
isolados de Fusarium spp., a esporulagéo seria, em tese, suficiente para separar 0s
isolados em grupos de dissimilaridade. Ao associar os dados da esporulacdo ao
comprimento dos macroconidios, tem-se 98,99% de contribuicAo para a
descriminacdo dos isolados de Fusarium spp. ou seja, as demais variaveis poderiam
ser desprezadas. Contudo, € necessario prudéncia neste tipo de analise, pois 0s
isolados devem ser submetidos a outros processos de identificacdo como, por
exemplo, o sequenciamento de regides do DNA, a fim de consolidar a veracidade do
uso de apenas duas variaveis para discriminacdo dos isolados.

A partir da caracterizacdo morfolégica e do agrupamento pelo método
UPGMA os 39 isolados de Fusarium spp. foram submetidos a um teste de
patogenicidade piloto em sementes de fumo (Nicotiana tabacum). Com base nas
trés analises foram selecionados sete isolados de Fusarium spp. (I1AR1, I6AR2,
IBAR1, M3AR2, M4, M5AR2, M7C1) para a caracterizacdo molecular e para os
testes de: crescimento micelial e esporulacdo em diferentes meios, patogenicidade,
grupos de compatibilidade vegetativa (VCG) e producéo de enzimas extracelulares.

Na Tabela 9 estédo dispostas as médias do crescimento micelial dos isolados
I1AR1, I6AR2, IBAR1, M3AR2, M4, M5AR2 e M7C1 em diferentes meios de cultura e
regimes de luminosidade. O crescimento micelial do isolado I1AR1 sob os regimes
de luminosidade de 12 e 24 horas diferiram estatisticamente, no caso de 12 horas o
maior crescimento foi constatado no meio V8 (69,90 mm), porém nao diferiu
estatisticamente do meio MEA, com média de 67,88 mm. Quando incubado no
fotoperiodo zero ndo houve diferenca no crescimento micelial entre 0os meios
estudados. Quando analisada a interacdo meio x fotoperiodo apenas o BDA diferiu

estatisticamente.
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Ja o crescimento micelial do isolado I6AR2 ndo apresentou diferenca

estatistica entre os diferentes fotoperiodos nem entre os diferentes meios de cultura.

Entretanto, foi possivel observar que o0 mesmo apresenta um bom crescimento

micelial tanto nos diferentes meios de cultura quanto nos diferentes regimes de

luminosidade, pois, apenas no meio BDA/12h a média do didmetro da colbnia ficou

abaixo dos 72,40 mm.

Para o crescimento micelial do isolado IBAR1 apenas o fotoperiodo Oh né&o

diferiu estatisticamente entre os diferentes meios, com médias variando entre 55,40

a 61,42 mm. Nos trés regimes de luminosidade testados, as menores meédias foram
observadas no BDA, de 47,58 (12h) a 57,14 mm (24h). Entre as interacbes

fotoperiodo x meio apenas no BSA nao houve diferenca estatistica.

Tabela 9 - Crescimento micelial (mm) de isolados Fusarium spp. mensurado aos
sete dias em diferentes niveis de luminosidade (horas) e meios de

cultura.
(continua)
Isolado I1AR1 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
Oh 56,52 a* A* 59,22 a A 66,29 a A 59,05a A
12 h 4549cB 67,88 ab A 69,90 a A 58,98 b A
24 h 56,85 b A 62,81 ab A 68,30 a A 59,47 ab A
Isolado I6AR2 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 74,83 a A 74,87 a A 72,40 a A 75,13a A
12 67,46 a A 75,42 a A 7391aA 76,47 a A
24 74,40 a A 73,44 a A 71,24 a A 74,81 a A
Isolado ISBAR1 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 55,40 a AB 60,90 aB 61,42aB 57,79 a A
12 4758cB 71,90 ab A 76,82 a A 61,94 b A
24 57,14b A 67,84 a AB 71,06 a A 60,80 ab A
M3AR2 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 61,40b A 72,70 a A 73,66 a A 68,47 ab A
12 53,06 b A 69,91aA 71,15a A 70,12 a A
24 59,40 b A 70,31 a A 72,83 a A 71,96 a A
Isolado M4 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 63,50 b A 64,51 ab A 74,17 a A 66,96 ab A
12 50,81 b B 70,94 a A 78,85a A 70,84 a A
24 61,12b A 70,54 ab A 72,57 a A 63,33 ab A
Isolado M5AR2 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 4890b A 73,13a A 73,11a A 63,43 aA
12 50,24 b A 67,20a A 68,93a A 64,62 aA
24 4454 b A 40,82 b A 70,32 a A 4449b B
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(concluséo)

Isolado M7C1 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 58,43 b A 68,35ab A 71,42 aA 70,09 a A
12 52,90 b AB 65,71 a AB 74,81 a A 68,16 a A
24 48,70 a B 56,55 a A 58,73 aB 50,46 a B
C.V (%) 8,85

* Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p < 0,05). Sendo: BDA: batata-dextrose-agar, MEA: extrato de malte-agar; BSA:
batata-sacarose-agar e C.V: coeficiente de variacéo.

Figura5 - Crescimento micelial de Fusarium spp (M3AR2) em diferentes meios e
regimes de luminosidade (horas). (A, E, I): BDA - 0,12, 24h; (B, F, J):
BSA -0, 12, 24h; (C, G, H): MEA - 0, 12, 24h; (D, H, L): V8 -0, 12, 24 h
respectivamente.

Ainda na Tabela 9, o isolado M3AR2 apresentou o menor crescimento micelial
quando cultivado no meio BDA, independentemente do fotoperiodo, diferindo
estatisticamente dos demais meios (exceto BSA as 0Oh). Entretanto, os demais
isolados nao diferiram estatisticamente entre si nos trés regimes de luminosidade
testados. Na interacao fotoperiodo x meio nenhuma das simulacdes testadas diferiu
estatisticamente.

Ja o isolado M4, quando incubado no escuro em meio V8 obteve a maior
média de crescimento micelial, com 74,17 mm de didmetro, diferindo
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estatisticamente somente do meio BDA, com média de 63,50 mm. O mesmo foi
observado nos fotoperiodos de 12 h e 24 h nos quais o meio V8 obteve média de
78,85 e 72,57 mm e o meio BDA de 50,81 e 61,12 mm, respectivamente. Entre as
interacOes fotoperiodo x meio apenas o meio BDA no fotoperiodo de 12h diferiu
estatisticamente dos demais, apresentado o0 menor crescimento micelial, com média
de 50,81 mm.

De maneira geral, quando observamos apenas 0 crescimento micelial,
verifica-se que para os isolados de Fusarium spp. obtidos de erva-mate os meios V8
e MEA alternaram as maiores médias entre os regimes de luminosidade testados.
Para Ledo et al. (2012), o meio V8 modificado proporcionou maior crescimento da
colénia de Ascochyta cucumis quando submetido ao regime de Oh e menor diametro
meédio quando submetido ao regime de 24h. Meios de cultura que possuem em sua
composicao extratos e sucos oriundos de folhas ou de partes vegetais, como o V8,
composto por oito vegetais, normalmente estimulam ndo sé o crescimento micelial
mas também a esporulacdo de varios fungos (DHINGRA & SINCLAIR, 1985).

No caso do isolado M5AR2 nos regimes de luminosidade 0 e 12h o
crescimento micelial comportou-se de maneira semelhante. As maiores meédias
foram obtidas no meio V8 que diferiu estatisticamente apenas do BDA. O mesmo
nao foi observado no regime de 24h, onde o V8 diferiu estatisticamente dos meios
MEA, BSA e BDA. Para a interacdo fotoperiodo x meio apenas o BSA/24h diferiu
estatisticamente dos outros dois regimes pesquisados.

Nos fotoperiodos 0 e 12h o crescimento micelial do isolado M7C1 foi menor
no meio BDA, que diferiu estatisticamente dos demais meios testados (exceto MEA
Oh). Porém, no fotoperiodo de 24h néo foram observadas diferenca estatisticas em
V8, MEA, BDA e BSA.

Quanto aos regimes de luminosidades, observou-se que todos os regimes
favoreceram o crescimento micelial dos isolados. Segundo Teixeira et al. (2001) o
crescimento in vitro de F. oxysporum f.sp. vasinfectum foi consideravelmente maior
guando incubado em escuro continuo. Entretanto, segundo estes autores, o0
crescimento micelial de F. verticillioides ndo sofreu influéncia quanto a presenga ou
auséncia de fontes de luz. Lazarotto et al. (2014) constataram que o0 BSA
proporcionou maiores médias no crescimento micelial de F. chlamydosporum.
Segundo 0s mesmos autores 0 escuro continuo desfavoreceu os diametros das
colonias de F. chlamydosporum. Resultados semelhantes foram relatados por Silva

e Teixeira (2012) onde a auséncia de luz inibiu o crescimento de F. solani. Em
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relacdo aos meios de cultura, estes autores corroboram com o0s resultados de
Lazarotto et al. (2014), em que os meios BSA e BDA apresentaram as maiores
médias nos diametros das colbnias de F. solani

No isolado 11AR1 os melhores indices de esporulacdo (Tabela 10) foram
detectados no meio MEA, nos trés regimes de luminosidade testados (4,34 a 5,60 x
10° esporos/mL), quando comparadas no regime de 24 h as médias ndo diferiram
estatisticamente. Na interacéo regimes de luminosidade x meios somente no meio
V8 foi possivel observar diferenga estatistica entre as médias, onde a luz continua
diferiu estatisticamente dos demais regimes de luminosidade.

Em contraponto, o meio MEA desfavoreceu a esporulacao do isolado I16AR2
quando comparadas as médias nos trés fotoperiodos testados, entretanto, ndo
diferiu estatisticamente das médias do BDA. As médias da interacédo fotoperiodo x
meio ndo diferiram estatisticamente nos meios MEA e V8. J4 o0 meio BSA favoreceu
a esporulacao nos tratamentos BSA Oh e BSA 12h, as médias apresentaram pouca
variacdo, de 5,55 e 5,70x10° esporos/mL, respectivamente.

As meédias da esporulacdo do isolado IBAR2 néo diferiram estatisticamente
nos diferentes regimes de luminosidade e meios de cultura, o mesmo foi observado
nas interacdes dos regimes de luminosidade x meios de cultura.

O regime de luminosidade de 24h foi 0 que mais favoreceu a esporulacao do
isolado M3AR2, quando cultivado em meio BSA, porém, estas nao diferiram
estatisticamente do MEA. As piores médias da esporulacdo deste isolado foram
obtidas em meio V8.

O isolado M4 quando incubado em fotoperiodo de 24h ndo apresentou
diferenca estatistica para a variavel esporulacdo. Para este isolado o tratamento
MEA Oh obteve o maior indice de esporulagéo (7,44x10° esporos/mL). Entre os
meios de cultura a Unica interacdo fotoperiodo x meios nos quais as médias de
esporulacédo diferiram estatisticamente foi a do MEA.

Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, Silva e
Teixeira (2012) afirmaram que meios ricos em carboidratos como o BDA e o0 BSA
quando incubados sob regime de 24h induzem um aumento na producdo de
conidios de F. solani. Segundo Camera et al. (2014), analisando o crescimento e
esporulacdo de Alternaria brasiliensis em diferentes regimes de luminosidade, o
menor numero de conidios/mL foi observado quando o patdégeno foi cultivado em
BDA. Contudo, os mesmos autores afirmaram que o regime de luz continua
apresentou as melhores médias na concentragdo de esporos de A. brasiliensis.
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Tabela 10 - Esporulacdo (x10° esporos/mL) de Fusarium spp. mensurado aos sete
dias em diferentes niveis de luminosidade (horas) e meios de cultura

Isolado 11AR1 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 2,21 bc* A* 5,60a A 1,52cB 3,73ab A
12 355ab A 444 a A 1,95bB 2,36 ab A
24 3,61aA 434 aA 2,86 a A 295aA
Isolado I6AR2 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 2,72 b AB 225b A 351abA 555aB
12 1,60bB 1,71b A 5,66 a A 570aA
24 3,68ab A 2,44 b A 3,73ab A 454 aB
Isolado IBAR1 Meios de cultura
(h) BDA MEA V8 BSA
0 3,46 aA 3,20a A 3,35aA 4.82aA
12 256 aA 3,39aA 2,44 a A 408aA
24 445 aA 3,73aA 3,79aA 418 aA
M3AR2 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 294 aA 3,20aB 290aA 3, 75aB
12 2,31aA 209aB 3,06a A 3,68aB
24 3,856b A 6,57 a A 262bA 7,04 a A
Isolado M4 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 3,40b A 7,44 a A 298b A 3,40b A
12 485aA 1,39b B 1,70b A 3,09ab A
24 4,47 aA 3,15aB 285aA 3,75aA
Isolado M5AR2 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 232bB 461aA 1,90b B 3,58abB
12 3,70aB 3,14aA 3,73 aAB 3,01aB
24 6,80 a A 479 ab A 442b A 5,90 ab A
Isolado M7C1 Meios de cultura
BDA MEA V8 BSA
0 361bC 498 ab B 555ab B 6,46 a A
12 5,88aB 3,64bB 421abB 268bB
24 8,27 a A 8,53aA 9,32aA 491bA
C.V (%) 29,34

* Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p < 0,05). Em que: BDA: batata-dextrose-agar, MEA: extrato de malte-agar; BSA:
batata-sacarose-agar e C.V: coeficiente de variagéo.

Seguindo na Tabela 10, para o isolado M5AR2, o meio BDA exibiu as
melhores médias, com destaque para o regime de luminosidade de 24 h com média
de 6,80x10° esporos/mL. O tratamento V8/0h obteve baixo indice de esporulacdo
com média de 1,90x10° esporos/mL. A relagéo niveis de luminosidade x MEA néo
diferiu estatisticamente.

Além do isolado M3AR2, o fotoperiodo 24h mostrou-se promissor para a
esporulacéo do isolado M7C1 quando crescido nos meios V8, MEA e BDA, onde as

médias ndo diferiram estatisticamente. Alids, na interagdo fotoperiodo x meio de
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cultura os valores de esporulagcdo do meio BDA diferiram estatisticamente entre si
quando comparados os trés fotoperiodos testados, sendo que a utilizacdo da luz
continua proporcionou maior esporulacao.

Para a variavel esporulacdo, os meios MEA e BSA assumiram posicoes de
destaque. Entretanto, de uma maneira geral, todos os meios testados ofereceram
concentracbes de nutrientes quando combinados com a fisiologia dos isolados,
proporcionando indices satisfatorios de esporulacao, principalmente na condicao de
luz continua. Lazarotto et al. (2014) indicaram os meios BSA e BDA combinados
com regime. de luminosidade continua para a producdo massal de macroconidios de
F. chlamydosporum.

A maioria dos fungos demostra estar mais adequada ao regime diario,
alternando periodos entre escuro e luz obedecendo ao regime tipico da natureza.
Contudo, alguns fungos sensiveis a luz esporulam e/ou crescem quando submetidos
a luz continua (TEIXEIRA et al., 2001).

4.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Fusarium spp.

Nas Tabelas 11, 12 e 13, sdo apresentados os acessos utilizados para a
comparacao filogenética, obtidos a partir do GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov),
acompanhados de seu nimero de acesso, percentual de cobertura e similaridade.
Foram selecionados o0s acessos com maior similaridade e cobertura, para a
confeccado dos dendogramas, determinados apds o alinhamento das sequéncias.

A partir do alinhamento foram gerados dendrogramas filogenéticos para cada
regido gendmica: ITS (Figura 6), fator elongacdo 1- a (Figura 7) e beta — tubulina
(Figura 8).

Com o sequenciamento da regidao ITS (ITS1, 58S e ITS2) e com o
dendrograma resultante da andlise (Figura 6) foi possivel determinar as espécies em
guestao.

Os isolados M3AR2 e M4 foram alocados em um grande clado (ramo)
juntamente com as sequencias de Fusarium solani utilizadas na comparacdo com
suporte de bootstrap de 99%. Os isolados 11AR1, I8AR1, assim como, M5AR2 e
M7C1 foram alocados em dois clados distintos com suporte de bootstrap de 61 e
63%, respectivamente. Entretanto, quando comparadas com as demais sequéncias
de F. solani, o suporte de bootstrap aumenta para 99% de similaridade.
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Mesmo com valores de bootstrap baixos (61,63 e 65%) observa-se que o
sequenciamento da regido ITS permitiu a separacdo dos isolados de F. solani por
regides, isto €, os isolados obtidos em Machadinho - RS (M3AR2, M4, M5AR2 e
M7C1) foram destinados a ramos distintos aos coletados em ll6polis (I1AR1 e
IBARL).

Durante o alinhamento, o isolado I6AR2 foi designado a um Unico clado
agregado as outras 10 sequéncias utilizadas, com suporte de bootstrap de 99% de
similaridade, sendo entéo, identificado como F oxysporum.

Corroborando com os resultados do presente estudo, o dendrograma obtido
por Shahnazi et al. (2012) reserva claramente a formacdo de dois clados,
discriminando as espécies de F. solani e F. proliferatum. Ademais, esse resultado foi
sustentado por um alto valor de bootstrap (100%).

Segundo Poletto et al. (2012), o uso apenas da regido ITS1 ndo apresentou
nenhum sitio informativo que possibilitasse a separacao de diferentes isolados
dentro da mesma espécie de Fusarium spp. patogénicos a erva-mate. Apesar disso,
0s autores citados anteriormente, ressaltam que o uso e a ampliacdo desta regiao
do rDNA ja encontra-se consolidada pela sua utilizacdo e eficacia para a
discriminacao entre espécies. O mesmo foi verificado por Maciel (2012), em que o
sequenciamento da regido ITS nao foi conclusiva em nivel de espécie, jA que, 0
percentual do suporte bootstrap foi inferior a 90%.

Para Datta et al. (2011) o uso de primers especificos para as regides ITS1 e
ITS2 foi efetivo na distincdo de 12 isolados de Fusarium spp. obtidos de diferentes
regibes da india. Porém, os autores supramencionados revelaram uma leve
presenca de polimorfismo na regido amplificada do rDNA, dificultando a separacgéao
de alguns isolados em trés grupos distintos. Abd-Elsalam et al. (2003) utilizando
genes rRNA na identificacdo de Fusarium, consideraram particularmente apropriado
para fornecer sequéncias alvo na caracterizacdo molecular em nivel de género.

O sequenciamento da regido do fator de elongacdo 1-a (TEF-1a) (Figura 8)
reforcou a identificacdo dos isolados 11AR1, I8AR1, M3AR2, M4, M5AR2, M7C1 (F.
solani) e I6AR2 (F. oxysporum). Os altos valores do suporte bootstrap, 99 e 100%,
respectivamente, aumentaram a confiabilidade do alinhamento.

Complementando a analise anterior, o sequenciamento da regido do fator de
elongacdo 1-a promoveu uma diferenciacéo intraespecifica mais ampla, posto que,
os isolados de F. solani foram distribuidos em ramos distintos. Os obtidos em
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Machadinho (exceto M7C1) foram designados a clados mais préximos. Entre os
coletados em ll6polis a similaridade foi de 88%.

Hsuan et al. (2011) obtiveram éxito na identificacdo de isolados de Fusarium
sSp., pertencentes ao complexo Gibberella fujikuroi obtidos de milho (Zea mays),
arroz (Oryza sativa) e cana-de-acucar (Saccharum officinarum) na Malasia. De
acordo com os autores citados, o sequenciamento do TEF-1a consolida-se como
uma importante ferramenta para a diferenciacdo de espécies do género Fusarium,
alicercada por valores elevados de bootstrap. O polimorfismo revelado pela analise
do TEF 1-a foi suficiente para discriminar at¢é mesmo espécies de Fusarium
estreitamente relacionadas. Além disso, o dendrograma resultante foi gerado de
maneira clara, com boa estrutura e resolucao na distribuicdo dos ramos (CHANDRA
et al., 2011; NITSCHKE et al., 2009).

Segundo O’Donnell (1998), para a determinacédo de espécies de Fusarium o
sequenciamento do TEF-1a torna-se mais vantajoso frente a regido ITS em virtude
da alta qualidade das informacdes filogenéticas fornecidas.

O sequenciamento da regido beta-tubulina ratificou e consolidou a
identificacdo dos isolados em F. solani (I1AR1, IBAR1, M3AR2, M4, M5AR2, M7C1)
e F. oxysporum (I6AR2). Em ambos os casos, verificou-se a formagdo de um Unico
clado por espécie. Apesar do elevado suporte de bootstrap (99%), esta analise ndo
proporcionou a diferenciacdo intraespecifica dos isolados de F. solani observados
nos sequenciamentos anteriores.

Corroborando com os resultados do presente trabalho, Soares (2011), o
sequenciamento da regido B-tubulina possibilitou a identificacdo de uma nova
linhagem filogenética dentro do Complexo Gibberella fujikuroi (GFC). Entretanto,
segundo a autora, o baixo valor de suporte bootsrap aponta para a complementacéo
da analise filogenética com outras regiées genémicas. O mesmo foi observado por
Bogale et at. (2009) onde a regido B-tubulina permitiu a separagcédo de isolados de
Fusarium solani em dois clados distintos. Segundo Jacobs et al. (2010), isolados de
F. ananatum e F. guttiforme, causadores da fusariose-do-abacaxizeiro, foram
nitidamente separados em clados diferentes utilizando os genes do fator de

elongacgédo 1-a e B-tubulina.
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Tabela 11 - Acesso no Genbank, cobertura (%), similaridade (%), pais de origem e
referéncias das espécies utilizadas na construgdo do dendrograma
filogenético da regido genbémica ITS.

Espécie Acessono Cobertura Similaridade  Pais de origem Referéncia
GenBank (%) (%)

F. oxysporum  KU527801 100 99 india Katoch (2016)

F. oxysporum  KT876684 100 99 Reino Unido Al-Magqtoofi & Thornton (2015)

F. oxysporum  KF264963 100 99 india Patil et al. (2013)

F. oxysporum  KC810062 100 99 Brasil Lazarotto et al. (2014)

F. oxysporum  KC790519 100 99 China Long e Zhu (2013)

F. oxysporum  JX669526 100 99 China Su e Fu (2013)

F. oxysporum  JX669525 100 99 China Su e Fu (2013)

F. oxysporum  HQ907948 100 99 China Cao e Song (2011)

F. oxysporum  FJ158124 100 99 india Thimmappa et al. (2008)

f. sp. gladioli

F. oxysporum  KT269788 100 99 Alemanha Glynou et al. (2015)
F. solani KU377510 99 100 Equador Perez-Martinez et al. (2016)
F. solani KU097267 99 100 indiaa Kashyap et al. (2016)
F. solani KU296243 99 100 Holanda Manikandan et al. (2016)
F. solani KU296242 99 100 Holanda Manikandan et al. (2016)
F.solani KU296241 99 100 Holanda Manikandan et al. (2016)
F. solani LN828149 99 100 Espanha Guevara (2016)
F.solani LN828141 99 100 Espanha Guevara- Suarez et al. (2016)
F.solani LN828138 99 100 Espanha Guevara (2016)
F.solani LN828133 99 100 Espanha Guevara- Suarez et al. (2016)
F.solani LN828113 99 100 Espanha Guevara- Suarez et al. (2016)
F. solani LN828110 99 100 Espanha Guevara- Suarez et al. (2016)
F. solani KJ467100 99 100 Arabia Saudita Saleh et al. (2015)
F. solani KM980008 99 100 Brasil Fernandes e Queiroz (2015)

L. subglobosa  KF234560 - - Brasil Machado et al. (2014)
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Figura 6 - Dendrograma filogenético baseado no método Neighbor-joining a partir
de sequéncias de DNA da regido ITS. Os numeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeticdes da analise de bootstrap na qual as
repeticbes foram observadas (1000 repeticbes). Uma sequéncia de
Lasodiplodia subglobosa foi utilizada como outgroup.
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Tabela 12 - Acesso no Genbank, cobertura (%), similaridade (%), pais de origem e
referéncia das espécies utilizadas na construcdo do dendrograma

filogenético da regido do fator de elongacéao 1-a.

Espécie Acesso no Cobertura Similaridade Pais de origem Referéncia
GenBank (%) (%)
F. oxysporum KP710623 99 99 Polénia Stefanczyk et al. (2016)
F. oxysporum KT006896 100 99 Coreia do Sul Park et al. (2015)
F. oxysporum KP400689 100 99 Poldnia Stefanczyk et al. (2016)
F. oxysporum KJ648634 100 99 Malasia Kartiekasari et al. (2014)
F. oxysporum KP868657 100 99 China Guan e Gao (2014)
F. oxysporum JQY65451 100 99 China Zhang e Gao (2013)
F. oxysporum JX669525 100 99 China Su e Fu (2013)
F. oxysporum JF740853 100 99 EUA O’Donnell et al. (2014)
F. oxysporum KR139824 100 99 Paquistao Rafique (2016)
F. oxysporum KT265340 100 99 EUA Gordon e Kirkpatrick (2015)
F. oxysporum KP400693 100 99 Pol6nia Stefanczyk et al. (2016)
F. oxysporum KF574848 100 99 Tunisia Hannachi et al. (2013)
F. solani KP674196 98 100 Pol6nia Stefanczyk et al. (2016)
F. solani KR935896 98 100 México Rivera-Jimenez et al. (2015)
F. solani KR108788 100 100 China Wang e Gao et al. (2015)
F. solani JX118990 98 100 Holanda Davari et al. (2012)
F.solani KX001801 98 100 Brasil Almeida Jr e Del Negro (2016)
F. solani KJ648656 98 100 Malasia Kartiekasari et al. (2014)
F.solani KT286755 98 100 Turquia Tekeoglu et al. (2015)
F.solani KU315472 98 100 Tailandia Dorlom et al. (2015)
F.solani KR935896 100 100 México Rivera-Jimenez et al. (2015)
F.solani KP143718 100 100 China Liu et al. (2016)
F. solani FN689821 100 100 Noruega Hageskal et al. (2016)
F. solani KY091148 100 98 China Sui et al. (2016)
F. solani HQ731056 100 98 Espanha Jimenez-Fernandes et al.
F. solani KF429224 100 99 Malasia Azuddin gggﬁ)eh (2013)
F. solani KM580565 100 99 Malasia Wafa e Latiffah (2014)
F. solani KM886217 100 99 Malasia Nur Ain Izzati et al. (2014)
F. solani KT224175 98 99 China Wang e Wu (2016)
F. solani KF429215 100 98 Malasia Azuddin e Salleh (2013)
F. solani LN827988 100 98 Espanha Guevara-Suarez (2016)
L. subglobosa KT895370 - - Brasil Poletto et al. (2015)
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Figura 7 - Dendrograma filogenético baseado no método Neighbor-joining a partir
de sequéncias de DNA da regido do fator de elongacéo 1-a. Os numeros
sobre os ramos indicam a porcentagem de repeticdes da analise de
bootstrap na qual as repeticbes foram observadas (1000 repeticdes).
Uma sequéncia de Lasodiplodia subglobosa foi utilizada como outgroup.
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Tabela 13 - Acesso no Genbank, cobertura (%), similaridade (%), pais de origem e
referéncia das espécies utilizadas na construcdo do dendrograma
filogenético da regido genémica beta-tubulina

Espécie Acesso Cobertura Similaridade  Pais de origem Referéncia
no (%) (%)
GenBank
F. oxysporum  KX253989 99 100 China Hu (2016)
F. oxysporum  KP964916 99 100 Reino Unido Taylor et al. (2015)
F. oxysporum  KR072629 99 100 China Wang et al. (2016)
F. oxysporum  KP765697 99 100 Pol6nia Stefanczyk et al. (2015)
F. oxysporum  JQ965493 99 100 China Zhang e Gao (2012)
F. oxysporum FR828825 99 100 Italia Polizzi et al. (2016)
F. oxysporum  KT374272 99 99 Ira Ayoubi e Soleimani
(2016)
F. oxysporum  KP674232 99 100 Pol6nia Stefanczyk et al. (2016)
F. oxysporum  KX253986 99 99 China Hu (2016)
F. oxysporum  KP674250 99 100 Pol6nia Stefanczyk et al. (2016)
F. oxysporum  JQ965476 99 100 China Zhang e Gao et al.
F. oxysporum  KP964910 99 100 Reino Unido Taylor%? ;IZ.)(2015)
F. oxysporum  JQ965470 99 100 Zhang e Gao et al.
(2012)
China
F. solani KX240355 100 96 China Tang et al. (2016)
F. solani KJ572782 100 96 China Guan e Gao (2014)
F. solani KT862845 99 97 China Cai (2016)
F. solani DQ092481 99 97 Coreia do Sul Lee e Min (2005)
F.solani AB426619 99 97 Japéo Tomioka el al. (2016)
F. solani KP710641 100 98 Pol6nia Stefanczyk et al. (2016)
F.solani KF255996 100 98 China Wang et al. (2013)
F.solani KP765698 99 97 Poldnia Stefanczyk et al. (2015)
F.solani KU720767 99 98 Suica Bohni et al. (2016)
F.solani GQ121902 97 96 Argentina Casasnovas et al. (2016)
L. subglobosa  KF254944 - - Brasil Machado et al. (2014)
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Figura 8 - Dendrograma filogenético baseado no método Neighbor-joining a partir
de sequéncias de DNA da regido beta-tubulina. Os numeros sobre 0s
ramos indicam a porcentagem de repeticdes da analise de bootstrap na
qual as repeticbes foram observadas (1000 repeticbes). Uma sequéncia
de Lasodiplodia subglobosa foi utilizada como outgroup.
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4.5 PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE Fusarium spp. EM MUDAS DE ERVA-
MATE

Na Tabela 14 estédo dispostas as médias de fitomassa seca da parte aérea
(FSA), fitomassa seca das raizes (FSR) e o percentual de mudas mortas (% MM)
apos 180 dias de contato com o substrato colonizado por Fusarium spp.

Analisando as médias de FSA, nota-se, a formacdo de quatro grupos de
isolados. O primeiro formado por M7C1 que diferiu estatisticamente dos demais e da
testemunha, seguido pelo isolado M3AR2 que manteve a mesma caracteristica do
M7C1. O terceiro grupo constituido pelos isolados I11AR1, I8AR1, M4 e M5AR2 ndo
diferiram entre si, mas dos demais e da testemunha e o ultimo grupo integrado pelo
isolado I6AR2, que exibiu a menor média, diferindo estatisticamente dos isolados de
F. solani e da testemunha.

Para a variavel FSR as médias seguiram a mesma tendéncia das observadas
em FSA, com excec¢ao do isolado M4 incorporado ao quarto grupo juntamente com o
isolado I6AR2. Para o %MM o isolado M7C1 destacou-se frente aos demais com
66,67%, sucedido por M5AR2 (50,00%), M3AR2 (41,67%), I11AR1, I6AR2, (ambos
com 16,67%). O menor percentual de mudas mortas (8,33%) foi revelado pelos
isolados IBAR1 e M4.
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Tabela 14 - Médias de fitomassa seca da parte aérea (FSA), fitomassa seca das
raizes (FSR) e o percentual de mudas mortas (% MM) de erva-mate, 180
dias apos o contato com o substrato colonizado por Fusarium spp.

Isolado FSA (9) FSR (g9) % MM
I1AR1" 6,05 c* 1,95¢ 16,67 d
I6AR2? 10,53 d 2,66 d 16,67 d
IBAR1" 6,51 ¢ 2,19 ¢ 8,33¢e
M3AR2* 4,46 b 1,21b 41,67 ¢
M4t 7,35¢ 2,76 d 8,33¢e
M5AR2! 5,55 ¢ 1,81¢c 50,00 b
M7c1t 1,79 a 0,53 a 66,67 a
TEST. 19,98 e 9,54 e 0,00 f
CV.% 11,39 8,60 18,16

Onde: (*) = Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nédo diferem pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05). (1): F. solani; (2): F. oxysporum. C.V.(%): Coeficiente de variagao

Durante o teste de patogenicidade foram observadas duas sintomatologias
principais nas mudas de erva-mate. A primeira identificada pelo estrangulamento da
muda na regido do colo (Figura 9), a segunda, a qual foi classificada de acordo com
os sintomas reflexos da parte aérea em decorréncia da interacdo dos isolados com
as raizes.

Figura 9 - Sintoma observado em mudas de llex paraguariensis transplantadas em
substratoinfestado com Fusarium spp.: (A): estrangulamento da muda na
regido do colo; (B): sinais do patégeno.

Aproximadamente 20 dias apos o transplante, as mudas apresentaram 0s
primeiros sintomas, tais como murcha temporaria (durante o periodo mais quente do

dia), queda repentina das folhas e posterior morte. O estrangulamento da muda na
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regido do colo foi observado nas plantas em contato com substrato infestado com os
isolados de Fusarium solani M3AR2, M5AR2 e M7C1.

Os sintomas reflexos observados foram amarelecimento do apice e das
folnas, amarelecimento seguido de encarquilhamento, amarelecimento,
acompanhado de encarquilhamento e posterior necrose das folhas e
amarelecimento e necrose das folhas (Figura 10). Decorridos 30 dias do teste de
patogenicidade com o surgimento dos sintomas reflexos notou-se uma estagnacao

do crescimento das mudas.

Figura 10 - Sintomas reflexos observados em mudas de llex paraguariensis
transplantadas em substrato infestado com Fusarium spp.: (A)
amarelecimento, (B) amarelecimento + encarquilhamento, (C)
amarelecimento + encarquilhamento + necrose, (D) amarelecimento +

necrose.

Em alguns casos, além da estagnac¢do do crescimento, queda das folhas e
murcha foi possivel verificar a morte das plantas. Quando retiradas do substrato, as
raizes mostraram-se pouco evoluidas e escuras sugerindo a intima relacéo entre os
sintomas reflexos e a podriddo-de-raizes, ocasionada pelo ataque de F. oxysporum

e F. solani presentes no substrato (Figura 11).
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Figura 11 - Teste de patogenicidade em mudas de llex paraguariensis 180 dias ap6s
0 contato com substrato infestado com Fusarium spp.: (A) e (C): Mudas
a esquerda em contato com os isolados M3AR2 e M7C1,
respectivamente, e a direita muda testemunha; (B) e (D): Raizesa
esquerda em contato com o0s respectivos isolados e a direita, raiz da
muda testemunha

Grigoletti Junior e Auer (2001) relataram, pela primeira vez, a podriddo de
raizes em plantas adultas de erva-mate ocasionada por isolados patogénicos de
Fusarium spp. em plantios no estado do Parana. Segundo os autores, as arvores
apresentavam sintomas como o0 amarelecimento e perda das folhas, estagnacao do
crescimento, raizes escuras, € em casoS mais severos, a morte. Sintomas
semelhantes foram mencionados por Poletto et al. (2006) e Poletto et al.(2007) em
gue os isolados patogénicos manifestaram, inicialmente, amarelecimento e queda de
folhas, evoluindo para seca e morte das plantas. Ainda, segundo os autores, 0s
sintomas sao tipicos em reboleiras distribuidas pela area de plantio. Poletto et al.
(2015) observaram que isolados de Fusarium spp. patogénicos a erva-mate
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produziram indicios de manchas necréticas no sistema radicular e escurecimento
nas pontas das raizes.

Ressaltando os resultados do presente estudo, Lazarotto et al. (2014)
obtiveram resultados equivalentes, com sintomas reflexos semelhantes nas plantas
analisadas. Segundo os autores, isolados de Fusarium spp. patogénicos a Carya
illinoinensis desencadearam sintomas como estrangulamento de colo, necrose foliar,
murcha da parte area e morte de plantas, consolidando a sintomatologia tipica da
podriddo-de-raizes. Silva et al. (2011) exemplifica que a colonizacdo das raizes de
pimenta-do-reino (Piper nigrum) por Fusarium solani f. sp. piperis reflete-se na parte
aérea, as folhas ficam amareladas e flacidas, ocasionando a queda prematura e a

medida que a doenca evolui, ocorre a morte da planta.

46 GRUPOS DE COMPATIBILIDADE VEGETATIVA EM ISOLADOS
PATOGENICOS DE Fusarium spp.

4.6.1 Obtencao de mutantes nit

Dos sete isolados patogénicos de Fusarium spp. apenas I1AR1 e M7C1 nao
formaram setores resistentes quando cultivados em meio minimo (MM)
suplementado com agente mutagénico clorato de potassio (MMC). Os demais
isolados apresentaram setores resistentes, sendo entdo classificados como
mutantes nit (Figura 12). O isolado de F. oxysporum (I6AR2) foi o Unico a formar
mais de um setor por bloco, porém, ndo necessariamente, 0 mais expressivo em
namero de setores, posto que para a analise foi utilizado um setor por bloco.

Os primeiros sinais de micélio denso (setores) foram observados 12 dias apds
a repicagem em MMC. Contudo, a média geral entre os isolados foi verificada aos
16 dias de incubacédo. Para Saabale e Dubey (2014) os primeiros sinais de setores
foram verificados entre a segunda e a terceira semana de incubag¢do. Em seus
estudos os autores anteriormente citados analisaram 499 setores resistentes a
KCIO3 provenientes de 39 isolados de F. oxysporum f. sp. ciceri, agente causal da
murcha-do-gréo-de-bico (Cicer arietinum), coletados em 13 regides da india. Kiprop
et al. (2002) relata resultados semelhantes para o surgimento de setores entre a
primeira e a segunda semana de cultivo em MMC de F. udum provenientes de

feijio-guandu (Cajanus cajan) em plantios no Kénia, india e Malawi.
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Do total de 38 setores resistentes a clorato de potéssio identificados, 0 maior
namero foi obtido na concentracdo de 1,5%. Entretanto, a concentracdo de 2,5% foi
responsavel pela formacdo de 20% dos mesmos. Ja a de 2,0% né&o contribuiu para
mutacdo dos isolados. Doze setores apontaram crescimento robusto em meio
minimo (MM) e foram descartados.

Segundo Altinok et al. (2013) a concentracdo de 2,0% proporcionou 0 maior
namero de mutantes gerados por F. oxysporum f. sp. melongenae isolados de
berinjela (Solanum melongena). Para Alcazar et al. (2006) a adicdo de 30g/L de
clorato de potassio no MM proporcionou a melhor composicdo dos setores de
isolados de F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum provenientes de plantios de
pepino (Cucumis sativus L.) na provincia de Almeria na Espanha. Dias et al. (2014)
logrou éxito na restauracdo de setores utilizando a concentracdo de 50g/L. De
acordo com os autores, a frequéncia média foi de 0,50 a 1,40 setores/isolado de F.

oxysporum f. sp. cubense quando cultivados em MMC.

Figura 12 - Producdo de setores resistentes a KCIO3 dos isolados de Fusarium
solani. (A): M3AR2; (B): M5AR2

4.6.2 Classificacao fenotipica dos mutantes nit

Apbs o crescimento em MM contendo nitrato (NA), nitrito (NO) e hipoxantina
(HP) como fontes de nitrogénio (Figura 13), foram recuperados 10 mutantes nit 1
(38,46%), 10 nit M (38,46%) e 6 mutantes nit 3 (23,08%) (Tabela 15).
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Krnjaja et al. (2007) evidenciaram o predominio do nit 1 (58,79%), seguido do
nit M (5,77%) durante a classificacdo fenotipica os mutantes de F. verticillioides
oriundos de milho (Zea mays). Ainda, segundo estes autores, nao foi possivel
detectar a presenca do nit 3. Segundo lli¢ et al. (2013), o fendtipo nit 3 (43%)
prevaleceu entre os 230 mutantes recuperados de 16 isolados de F. oxysporum
coletados em quatro regibes da Croacia. Alvarado et al. (2012), consolidaram a
hegemonia do nit 1 (36,91%) dos 149 nit restaurados de 15 isolados de F.
mexicanum, causador da malformacéao da mangueira (Manguifera indica), em Jalisco
no México. Segundo os autores supracitados, os percentuais dos fenétipos nit M e
nit 3 foram de 28,18 e 19,46%, respectivamente, divergindo dos resultados do
presente estudo, em que o nit 3 ficou com o menor percentual entre os fenotipos

identificados.

Tabela 15 - Classificacdo fenotipica dos mutantes nit's obtidos de isolados de
Fusarium spp. patogénicos a erva-mate

Fenotipo dos mutantes nit

Isolado nit 1 nit 3 nit M NO. total de mutantes nit
I6AR2 1 - 4 5
IBAR1 2 1 2 5
M3AR2 3 - 1 4
M4 1 3 - 4
M5AR2 3 2 3 8
N°. total de fendtipos 10 6 10 26
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Figura 13 - Classificacdo fenotipica dos mutantes nit obtidos de isolado patogénicos
de Fusarium spp. cultivados em meio minimo suplementado com
diferentes fontes de nitrogénio: nitrato de sédio (NA), hipoxantina (HP) e
nitrito de sodio (NO).

4.6.3 Grupos de compatibilidade vegetativa (VCG)

No teste de autocompatibilidade os mutantes nit revelaram-se compativeis em
todos isolados, ou seja, formaram heterocario estavel (Figura 14). Segundo Leslie
(1993), os mutantes que nao formam heterocério estavel sdo denominados como
autoincompativeis e ndo podem ser utilizados para a determinagéao de VCG’s.

De acordo com os resultados obtidos no teste complementacéo, os diferentes
isolados foram alocados em cinco VCG’s distintos (Figura 14). Cada VCG foi
composto por um isolado. A distribuigdo dos isolados em diferentes VCG’s sugere a
existéncia de variabilidade genética, principalmente entre os isolados de F. solani
como apontado no sequenciamento das regides ITS e do TEF-1a. Reforcando os
resultados do presente estudo, Jusoh et al. (2013) obteve 12 VCG’s compostos por
apenas um isolado, a partir do pareamento de 12 isolados de F. solani (5
patogénicos e 7 ndo patogénicos) obtidos de tabaco (Nicotiana tabacum L.) em
cinco regibes produtoras na costa leste da Malasia. Os autores anteriormente
citados atribuiram a reproducdo sexuada ao grau de diversidade genética dos

isolados.
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Resultados semelhantes foram relatos por Crespo (2010) onde isolados da
mesma regido foram classificados em VCG’s diferentes, suportando indicios de
variabilidade local. Ainda segundo a autora, a presenca de isolados de diferentes
regides em um mesmo VCG indicaria a disseminacdo do patdogeno de uma regiao
para outra. De acordo com Elena e Pappas (2002) dos 23 isolados de F. oxysporium
f. sp. phaseoli obtidos em diferentes regides da Grécia, seis foram classificados
como VCG’s unicos. Ainda segundo estes autores, a presenca de 15 isolados no
mesmo VCG pode estar relacionada com a homogeneidade genética presente na
populacdo de F. oyxsporum f.sp. phaseoli estudada. Puhalla (1985) afirma que
isolados pertencentes ao mesmo VCG sao geneticamente similares o que reforca a
hipétese da existéncia de variabilidade genotipica entre os isolados utilizados no
presente estudo.

Entretanto, o reduzido nimero de isolados incluidos neste estudo restringe a
ampla conclusdo sobre a influéncia da formacdo de VCG na diversidade genética
dos isolados obtidos de erva-mate. Sendo assim, os resultados revelados neste
estudo ressaltam a necessidade de estudos adicionais sobre o numero e a

distribuicdo de VCG'’s presentes no patossistema Fusarium x erva-mate.

Figura 14 - Teste de complementacdo em meio minimo (MM). (A) e (B):
autocompatibilidade dos isolados M4 e I8AR1, respectivamente; (C):
pareamento entre os isolados I6AR2 e IBAR1

4.7 PRODUCAO DE ENZIMAS EXTRACELULARES IN VITRO POR ISOLADOS
PATOGENICOS DE Fusarium spp.
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A producéo da enzima catalase pelos isolados patogénicos de Fusarium spp.
segue a mesma tendéncia do percentual de mudas mortas revelado pelo teste de
patogenicidade. Assim, a intensidade na formacdo de bolhas de oxigénio foi
moderada nos isolados M7C1, M5AR2, M3AR2 e fraca nos demais. (Tabela 16).
Bueno et al. (2009) relataram que a catalase foi produzida de maneira fraca e igual
por nove isolados de F. solani obtidos de maracujazeiro amarelo. De acordo com
Elias et al. (2015), isolados patogénicos de Rhizoctonia spp., Cylindrocladium spp.,
Sclerotium spp., Ceratocystis spp., Sclerotinia spp. e Verticilium spp. produziram
catalase de maneira fraca, entretanto, o destaque foi para o género Fusarium,
superando o desempenho dos demais. Segundo Hansberg et al. (2012) em
ascomicetos, a catalase possui relevancia no processo de crescimento e
diferenciacdo celular, além de atuar na germinacdo dos esporos o que corrobora
com os resultados do presente estudo onde os maiores percentuais de mudas
mortas (Tabela 14) foram observados pelos isolados que mais produziram a
catalase.

As testemunhas de todas as enzimas testadas diferiram estatisticamente dos
isolados. Ademais, nao foi possivel evidenciar a atividade enzimatica nas
testemunhas, motivo, pelo qual, foi atribuida a média zero ao indice enzimatico.

Para a producdo da enzima lacase apenas os isolados 11AR1 e M7C1 né&o
diferiram estatisticamente entre si, ao contrario dos outros isolados (Tabela 16).
Nota-se que o isolado I6AR2 apresentou o0 maior crescimento micelial (77,62 mm)
embora tenha exibido as maiores médias de fitomassa seca de parte aérea e raizes.
Neste caso, fica evidente que as maiores médias de crescimento micelial foram
verificadas nos isolados que apresentaram os menores indices de estagnacédo do
crescimento das mudas (Tabela 14). Apesar da relacdo entre crescimento micelial e
o percentual de mudas mortas ser inversamente proporcional, o desenvolvimento do
patbgeno em meio especifico sugere a participacdo da lacase no processo de
patogénese. Para Leonowicz et al. (2001) a atividade da lacase esta diretamente
relacionada com a degradacdo da lignina, um dos compostos aromaticos
responsaveis pela resisténcia natural das plantas. Durante o ataque de Botrytis
cinerea a frutos de pepino, a secre¢do da lacase, além de reduzir o processo de
lignificacdo, protegeu o patdégeno da acdo de metabdlitos toxicos presentes no
hospedeiro (CANERO e RONCERO, 2007; SCHOUTEN et al., 2002).
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Os maiores valores do indice enzimético (I.E) da celulase (Tabela 16) foram
observados nos isolados M7C1 e 11AR1, n&o diferindo estatisticamente entre si. J4 0
isolado I8AR1 diferiu dos restantes. Os demais isolados nédo diferiram entre si.
Segundo Ramos (2012) F. verticillioides apresentou o maior indice enzimatico
qgquando comparado com outros cinco géneros fangicos (Aspergilus, Rhizopus,
Paecilomyces, Thielavia, Thielaviopsis) utilizando bagaco de cana-de-acucar como
substrato. Braga et al. (2009) relataram que 92% dos isolados de Fusarium sp.
estudados produziram a enzima celulase. J4 Bueno et al. (2009) destacaram que
todos os isolados patogénicos de F. solani degradaram celulose em meio de cultura.
Porém, Stamford et al. (1998), ndo evidenciaram a producdo da enzima por isolados
de Fusarium endofiticos a jacatupé (Pachyrhizus erosus). Segundo Poloni (2008) a
celulase desempenha um papel relevante na patogénese, posto que a celulose € a
principal constituinte da parede celular das plantas. Em conformidade com a autora
acima, no presente estudo o isolado que foi superior em mortalidade das mudas

(M7C1) (Tabela 14), foi também, o maior produtor desta enzima.

Tabela 16 - Producdo de enzimas extracelulares de Fusarium spp. isolados de
plantas sintomaticas de llex paraguariensis, em meios de cultura
especificos

Isolados Enzimas extracelulares

Catalase’ Lacase® Celulase® Caseinase® Amilase® Protease® Lipase® Poligalac- Pectato

turonase®  liase®
I1AR1* + 62,39 c* 1,204 a 1,178 ¢ 1,058 b 1,180 a 1,136 b 1,078 ¢ 1,020 b
I6AR2° + 77,62 a 1,130 ¢ 1,074 d 1,214 b 1,156 a 1,116 b 1,052 d 1,012 b
ISAR1* + 47,99 d 1,164 b 1,134 ¢ 1,040 b 1,072 b 1,082 b 1,158 a 1,020 b
M3AR2* ++ 38,12 e 1,110 c 1,148 ¢ 1,070 b 1,100 b 1,098 b 1,042 d 1,038 b
m4* + 68,88 b 1,126 ¢ 1,228 b 1,062 b 1,126 a 1,164 b 1,106 b 1,032b
M5AR2* ++ 29,15 f 1,102 ¢ 1,252 b 1,078 b 1,050 b 1,222 a 1,126 b 1,066 a
m7c1* ++ 59,21 c 1,236 a 1,342 a 1,856 a 1,158 a 1,282 a 1,092 c 1,074 a

TEST - 0,009 0,00d 0,00 e 0,00 c 0,00 c 0,00 c 0,00 e 0,00 c

C.V. (%) - 10,94 2,77 5,34 20,79 4,53 6,06 2,28 1,77

Onde: (1): avaliacdo simbdlica: (+) = fraca; (++) = moderada; (+++)= intensa; (2): crescimento micelial
(mm); (3): indice Enzimatico (I.E) = diametro do halo formado (mm)/didmetro da colénia (mm); (4) = F.
solani; (5) = F. oxysporum; TEST: testemunha; (*) = Médias seguidas pela mesma letra na coluna,
nao diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05); C.V.(%): Coeficiente de variagao

O isolado I6AR2 viabilizou a menor produgcdo de caseinase, diferindo
estatisticamente dos demais. A producdo intermediaria da enzima originou a
formacao de dois grupos (I11AR1, IBAR1, M3AR2 e M4, M5AR2) que nao diferiram
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entre si dentro de cada grupo. O isolado M7C1 garantiu a maior média do I.E,
diferindo dos demais (Tabela 16) indicando a participacdo da caseinase na
patogenicidade do isolado de F. solani em mudas de erva-mate. Afirmando os
resultados do presente estudo, Doria (2012) descreve diferencas significativas nos
indices enzimaticos de caseinase mensurados em isolados de Fusarium spp.
obtidos de seringueira (Hevea brasiliensis).

Houve diferenca significativa entre os indices enzimaticos de amilase. O
maior |.E foi proporcionado pelo isolado M7C1, portanto, diferindo estatisticamente
dos demais isolados que apresentaram indices medianos, e néo diferindo entre si
(Tabela 16). Déria (2012) cita a producdo de amilase por todos os isolados de
Fusarium spp. utilizados em sua pesquisa. Conforme Machi et al. (2006) isolados de
Alternaria solani classificados como bons sintetizadores de amilase, foram descritos
como fracos produtores de pectinases. Pandey et al. (2000) e Sun et al. (2010)
alegam que a degradacéo de amido do tecido do hospedeiro pode contribuir para 0os
processos de crescimento e esporulacédo de fungos fitopatogénicos, o que reforca os
resultados do presente estudo, jA que o isolado que apresentou o maior |L.E. foi
também o responsavel pelo maior percentual de mudas mortas (Tabela 14).

Quanto a decomposicdo de gelatina em meio especifico para a detec¢cédo da
protease (Tabela 16) o isolado I6AR2 surpreendeu positivamente, exibindo a
segunda maior média do |.E, ndo diferindo estatisticamente dos isolado M7C1 e
I1AR1, respectivamente, primeira e terceira maiores médias. Os isolados restantes
nao diferiram entre si. Adejuwon e Olutiola (2005) relataram a atividade de protease
em extrato de frutos de tomates (Solanum lycopersicum) degradados pela infeccao
de F. oxysporum. Singh e Saxena (1989) vincularam a producdo de proteases e
outras exoenzimas a murcha da couve-flor (Brassica oleracea) por F. solani. No
presente estudo, o isolado I6AR2 figurou médias satisfatérias do ILE o que
geralmente afastaria a hipotese da acdo da protease na patogenicidade de F.
oxysporum em mudas de erva-mate. Em contrapartida, o destaque do isolado M7C1
indica o possivel vinculo da protease com a patogénese de F. solani em mudas de
erva-mate.

Para a atividade da enzima lipase o destaque foi novamente para o isolado
M7C1, o qual ndo diferiu estatisticamente do isolado M5AR2 (Tabela 16). Os
isolados remanescentes nao diferiram entre si. Voigt et al. (2005) caracterizaram o

gene FGL1, responsavel pela codificacdo de algumas lipases em F. graminearum
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associado a cereais. Para os autores, ha indicios suficientes para comprovar a
ligagdo do gene com a viruléncia do patégeno. O melhor desempenho na
degradacédo do substrato rico em lipidios, neste caso, o “Tween-20” preconiza a
eficiéncia do arsenal enzimatico dos isolados M7C1 e M5AR2, responsaveis pela
morte de 66,67 e 50,00% das mudas de erva-mate, respectivamente (Tabela 14).
Avivando os resultados do presente trabalho, Di Pietro et al. (2009), Rogers et al.
(1994) e Walton (1994), enfatizaram que a producéao de enzimas lipoliticas permitem
aos fungos patogénicos sua penetracdo no tecido do hospedeiro através da
decomposicao das ceras, cuticulas e da parede celular auxiliando na patogénese e
na disseminagao.

Houve divergéncia na atividade pectinolitica medida pelas enzimas
poligalacturonase e pectato liase. Para poligalacturonase, pela primeira vez, o
isolado I8AR1, figurou a maior relacdo entre o halo de degradacéo e o crescimento
micelial diferindo das demais médias. Os isolados restantes foram dispostos em
duplas formadas pelos isolados M5AR2, M4; M7C1, 11AR1 e M3AR2, I6AR2, ndo
diferindo estatisticamente dentro dos pares. Para pectato liase os maiores indices
enzimaticos foram observados em M7C1 e M5AR2, respectivamente, ndo diferindo
entre si. Seguem em ordem decrescente M3AR2, M4, assim como 11AR1 e IBAR1. O
menor desempenho no |.E ficou com o isolado I6AR2 (Tabela 16).

Ozer (2009) suporta que em Alternaria alternata, a producdo de
poligalacturonase foi mais acentuada no isolado que garantiu a maior capacidade de
infectar gréos de trigo. Em isolados de A. solani obtidos de solanaceas, Marchi et al.
(2006) narram que bons produtores de pectinases desenvolveram lesfes maiores
em plantas de tomateiro. De acordo com Jorge et al. (2006) a producdo de enzimas
de degradacdo da parede celular (CWDE), as quais, estdo inseridas a
poligalacturonase (PG) e a pectato-liase (PL) esta fortemente ligada a podridao-de-
raizes do grao-de-bico (Cicer arietinum) causado por F. oxysporum f. sp. ciceris
(Foc). Os autores, acima nomeados, testaram os isolados Foc-O (ligeiramente
virulento, associado a sintomas de amarelecimento) e Foc-5 (altamente virulento
associado a sintomas de murcha), e concluiram que o maior indice de PG
associava-se a Foc-0, assim como, o maior valor de PL estava relacionado com o
isolado Foc-5. Os resultados obtidos no presente estudo, vdo ao encontro das
constatagcfes supramencionadas, visto que o0s sintomas de murcha e,

consequentemente, os altos percentuais de mudas mortas (%MM) foram causados
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pelos isolados M7C1 e M5AR2 (Tabela 14), que estédo relacionados com as maiores
médias dos indices enzimaticos de pectato liase.

Figura 15 - Arsenal enzimatico do isolado de Fusarium solani M7C1. (A): catalase;
(B): caseinase; (C): celulase; (D): lipase; (E): protease; (F): lacase; (G):
Amilase; (H): Poligalacturonase; (l): Pectato liase
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode se chegar as
seguintes conclusdes:
- O caractére morfolégico comprimento de macroconidios e a esporulagdo séo
eficientes na diferenciacdo dos isolados de Fusarium oxysporum e F. solani em
erva-mate.
- As regides ITS, beta-tubulina e fator de elongacéo 1 - alpha séo eficientes e déo
maior confiabilidade na identificacdo das espécies de Fusarium spp., quando
utilizadas de maneira conjunta.
- Ha diferenca entre os isolados de F. solani e F. oxysporum na producdo de
resistentes a KCIOs.
- A técnica para obtencdo de mutantes nit é adequada para a classificacdo dos
fendtipos nit 1, nit M e nit 3, essenciais nos testes de VCG para espécies de
Fusarium da erva-mate.
- Isolados patogénicos de F. oxysporum e F. solani coletados no Rio Grande do Sul
apresentaram diversidade genética. Dos utilizados no estudo foram obtidos cinco
VCG'’s.
- Os isolados de Fusarium spp. patogénicos a erva-mate produzem as enzimas
extracelulares: catalase, lacase, celulase, caseinase, amilase, protease, lipase,

poligalacturonase e pectato liase.
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