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Resumo

Este estudo teve como objetivo analisar o efeito da idade de folhas de erva-mate, colhidas em ervas
cultivadas e nativas, sobre a populacdo de fungos endofiticos. Como resultado, verificou-se que
ocorre uma maior diversidade de fungos endofiticos em folhas adultas de erva-mate do que em folhas
jovens. A diversidade foi maior nas plantas nativas, com uma microbiota mais abundante, decorrente
de um ambiente sombreado e umido, mais propicio para o seu desenvolvimento, diferente de um
agroecossistema. Plantas de erva-mate nativa apresentaram fungos endofiticos de géneros com
potencial de biocontrole que deveriam ser testados quanto a capacidade de induzir protegdo contra
pragas e doencas.

Palavras-chave: Filoplano; llex paraguariensis; micologia.

Abstract
Endophytic fungi on mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) leaves. This study was done to analyze
effects of leaves age of mate collected in cultivated and native plants, on the endophytic fungal
population. Diversity of endophytic fungi in old leaves was higher than in young leaves. Diversity
was also higher in native plants, with an abundant microbiota, probably in consequence of a
shadowed and humid environment, very different than in agroecosystems. Plants of native mate
showed genera of fungi with potential for biocontrol that should be tested on its ability to induce
protection against insects and diseases.
Keywords: Ilex paraguariensis; mycology; phylloplane.

INTRODUCAO

A erva—mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.) ¢ uma planta pertencente a familia Aquifoliaceae.
Essa familia é considerada cosmopolita, ocorrendo em quase todas as regides do planeta, totalizando um
total de 600 espécies (GILBERT, 1995). A erva-mate ¢ a principal espécie comercial plantada e explorada
no Cone Sul, em paises como Argentina, Brasil e Paraguai. A planta I. paraguariensis ¢ uma espécie
umbroéfila, de clima temperado subtropical, com chuvas regularmente distribuidas ao longo do ano
(CARVALHO, 1994). Ocorre naturalmente em solos profundos, bem drenados, ligeiramente acidos, mas
ndo tolera solos alagados e muito compactados.

A importancia da erva-mate, atualmente, concentra-se na area de bebidas por infusdo, como
chas, chimarrio, tereré e sucos (CARVALHO, 1994). O consumo do cha descende de um costume
indigena, que o utilizava como estimulante. Muitos estudos tém sido feitos a respeito da utilizagdo de
produtos e subprodutos da erva-mate em outras aplicacdes. Dentre as ja existentes, temos a utilizagdo
como conservante natural, corante natural, estimulante do sistema nervoso e no tratamento de
hipertensao, bronquite e pneumonia, bactericida, como esterilizante natural e na fabricacdo de cosméticos
(BASSANI; CAMPOS, 1997).

Como o ambiente tipico da erva-mate ¢ a Mata Atlantica, floresta com grande biodiversidade,
isso pode explicar as diferengas morfologicas visiveis nas plantas. Aspectos como altura da planta,
tamanho ¢ formato das folhas, suscetibilidade as doengas e pragas variam de planta para planta,
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dependendo do ambiente em que vivem. Tais variagdes também sdo condicionadas pelos fatores
climaticos, como intensidade e duracdo da radiagdo solar, e pelas variacdes genéticas preestabelecidas
(COELHO et al., 2002), ou até mesmo pela presenca ou auséncia de microrganismos endofiticos (MELO;
AZEVEDO, 1998).

A presenga de microrganismos endofiticos pode ser de grande importancia ecoldégica para a erva-
mate quanto ao controle natural de microrganismos fitopatogénicos. Pode-se considerar endofitico um
microrganismo que habitar, ao menos durante uma fase de seu ciclo de desenvolvimento, o interior de um
vegetal sem lhe causar doenga ou danos. Os fungos endofiticos vivem geralmente nas partes aéreas das
plantas, como folhas e caules (BORGES, 1999). Os fungos endofiticos podem aumentar a resisténcia do
hospedeiro a acdo dos predadores e de algumas doengas. Pesquisas comprovam a acdo antifingica, ou
seja, que evitam a colonizagdo do hospedeiro por fungos fitopatogénicos (TAECHOWISAN et al., 2003),
assim como a agdo antagonica contra bactérias fitopatogénicas (LU et al., 2000), evitando a formacao de
cancros (SMITH ez al., 1996). Existem casos descritos de protecdo indireta, induzida por fungos
endofiticos, em que metabdlitos produzidos por estes aumentaram a resisténcia de nematdides
entomopatogénicos, que por sua vez deixaram o hospedeiro mais resistente as pragas (KUNKEL et al.,
2004).

A micologia da erva-mate tem sido restringida aos estudos das popula¢des fingicas associadas a
essa planta na forma de patologias e descrigoes micologicas (AUER; GRIGOLETTI JUNIOR, 1995) e na
analise microbioldgica de alimentos (BORGES et al., 2000; MARUCCI et al., 2000; SAATKAMP et al.,
2000). Sobre os endofiticos em erva-mate, Penna (2000) estudou a presenca desses microrganismos em
peciolos, folhas e sementes, verificando interagdes entre a quantidade de fungos e o 6rgdo da planta e a
procedéncia das matrizes. Esse autor, contudo, ndo avaliou o efeito do estadio da folha, bem como o tipo
de cultivo da erva-mate, sobre a populagdo de fungos endofiticos.

Este trabalho teve por objetivos isolar e identificar fungos endofiticos de folhas de I
paraguariensis e comparar, de modo quantitativo, as populacdes dos fungos endofiticos obtidos de
plantas nativas e cultivadas, em folhas jovens e adultas.

MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras de erva-mate foi realizada em agosto de 2004, na area experimental da
Embrapa Florestas, localizada em Colombo (PR), e os estudos microbioldgicos foram realizados no
Laboratoério de Microbiologia do Departamento de Patologia Bésica da Universidade Federal do Parana.

Foram coletadas aproximadamente 100 folhas de plantas cultivadas e 100 folhas de plantas
nativas, colhidas de forma aleatoria, em diferentes plantas (nativas e cultivadas). A coleta foi realizada em
porcdes mais apicais (folhas jovens) e em porgdes mais basais (folhas adultas). Trabalhou-se com quatro
grupos de folhas: folhas cultivadas (jovens e adultas) e folhas nativas (jovens e adultas).

As amostras foram lavadas em agua corrente, sem ferir as amostras e descartando-se as
danificadas. Antes do processo de desinfestagdo externa das folhas, estas tiveram seus peciolos vedados
com parafina, a fim de evitar que os agentes de desinfec¢do penetrassem por essa abertura, alterando o
resultado real do isolamento. A desinfec¢do superficial deu-se através de lavagens por imerséo.
Primeiramente, duas vezes em agua destilada esterilizada por 30 segundos, seguida de solugdo de alcool
etilico a 70 % por 1 minuto, de solugdo de hipoclorito de s6dio a 3% por 4 minutos, novamente em
solucdo de alcool etilico a 70% por 30 segundos e trés vezes em agua destilada esterilizada por 1 minuto,
para retirar os resquicios dos agentes esterilizantes, conforme utilizado por Pimentel (2001).

As folhas foram cortadas em fragmentos circulares de aproximadamente 6 mm. Seis fragmentos
foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultivo BDA (infuso de 200 g de batata;
dextrose, 20 g; agar, 15 g; tetraciclina, 100 mg/L; agua destilada q.s.p., 1000 ml) e incubados a
temperatura ambiente (28 + 2 °C), durante 30 dias. Para se conhecer o grau de contaminagdo de fungos e
bactérias, retirou-se 0,1 ml da ultima agua da seqiiéncia de lavagem e colocou-se em duas placas
contendo BDA, uma incubada a 28 °C e outra a 37 °C. Foram semeadas 400 placas no total, sendo 100
para cada um dos tratamentos.

O crescimento das coldnias fingicas foi acompanhado diariamente. A medida que surgiam, eram
transferidas para tubos de ensaio contendo BDA inclinado, a temperatura ambiente, e depois armazenadas
a4°C.
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As colonias de aspecto similar foram agrupadas, com a finalidade de facilitar o estudo. Em
seguida, os grupos foram repicados para tubos de ensaio contendo meio BDA, para garantir a presenca de
apenas um exemplar na amostra a ser posteriormente identificada. Para isso, colocaram-se fragmentos de
micélio de cada um dos isolados dos fungos em tubos de ensaio contendo uma solugédo de Tween 80 a 0,1
%, que foi agitado em vortex, em velocidade maxima, até que estruturas visiveis fossem dissolvidas.
Depois, aliquotas de 20 ml foram semeadas em placas de Petri contendo meio BDA mais tetraciclina,
com auxilio da al¢a de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas a temperatura ambiente,
verificando-se os tipos de colonias desenvolvidas.

Realizou-se a observacdo das estruturas de reprodugdo pelo método de cultura em lamina, ou
técnica do microcultivo (KERN; BLEVINS, 1999), e sua identificagdo baseou-se em literatura
especializada (BOOTH, 1971; LARONE, 1993; MENEZES; OLIVEIRA, 1993; Barnett e Hunter, 1972).

Os dados obtidos a partir do isolamento dos fungos endofiticos foram submetidos a analise
estatistica pelo teste do qui-quadrado (GOMES, 1978) para verificar se a diferenca observada entre a
quantidades de fungos endofiticos em plantas cultivadas e nativas (folhas jovens e velhas) foi
significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados um total de 4.406 colonias dos fragmentos de folhas, com um maior nimero de
colonias em folhas adultas e em erval nativo (Tabela 1), e houve diferencas significativas entre os fatores
origem e idade. Essa variagdo pode ser devida & exposicdo da folha & luminosidade, pois a planta nativa
encontra-se dentro da mata, protegida da radiacdo solar, o mesmo ndo ocorrendo com as plantas
cultivadas, que estdo sujeitas a uma maior exposi¢do. Essa diferenca de intensidade e periodo de
exposicdo pode repercutir diretamente na populagdo de fungos endofiticos, organismos sensiveis a
radiac@o solar (PETRINI, 1986). Um outro fator que pode afetar diretamente os fungos endofiticos ¢ a
umidade do ambiente. Sob a mata, existe um ambiente mais imido, mais propicio a sua sobrevivéncia,
enquanto que, a pleno sol, a umidade tende a ser menor, ocorrendo o ressecamento da folha.

Grande parte dos fungos apresenta baixa tolerdncia ou mostra-se pouco tolerante a radiagdo, o
que poderia explicar a menor diversidade encontrada nas plantas cultivadas. Além disso, o ambiente em
que vivem as plantas nativas estd muito mais favoravel a colonizagdo, pois ¢ um ambiente mais
sombreado e imido, o que pode aumentar o nimero e, conseqiientemente, a diversidade de fungos.
Acredita-se, também, que os agentes vetores de fungos endofiticos (MELO; AZEVEDQO, 1998) sejam
mais atuantes na mata, sob uma condicao ecoldgica protegida de predadores.

Tabela 1. Numero total de colonias de fungos endofiticos obtidas de folhas de erva-mate, segundo a
origem da planta e idade da folha.
Table 1. Total number of colonies of endofitic fungi obtained from mate leaves related to origin and leaf

age.
Estadio da folha Origem da erva-mate Total
Cultivado Nativo
Adulta 1.166 ax* 1.280 ax 2.446 A
Jovem 887 by 1.073 bx 1.960 B
Total 2.053 X 2353Y 4.406

* Valores seguidos de mesma letra dentro de colunas (a,b) e dentro de linhas (x,y) ndo diferem
estatisticamente pelo teste do X* (P < 0,01).

Dez grupos de fungos foram identificados (Tabela 2), e um agrupou aqueles ndo identificados,
totalizando 133 grupos de morfotipos de fungos endofiticos. Para a erva-mate nativa, foram identificados
34 grupos em folhas jovens e 43 nas folhas adultas. Em erva-mate cultivada, 25 grupos foram
identificados em folhas jovens e 31 em folhas adultas. O tratamento que apresentou uma maior
diversidade de fungos endofiticos foi o das plantas nativas e folhas adultas, niimero que diminuiu nas
plantas nativas de folhas jovens. Nas plantas cultivadas, o nimero de fungos endofiticos foi ainda menor
no geral, sendo menor ainda nas folhas jovens.
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Tabela 2. Numero de colonias de géneros de fungos endofiticos isolados de folhas de erva-mate, de
acordo com a origem da planta e idade da folha.
Table 2. Number of colonies of endofitic fungi genera isolated from mate leaves related to origin and

leaf age.
Fungo Erva cultivada Erva nativa Total
Folha jovem Folha velha Folha jovem Folha velha

Acremonium sp. =¥ - 4 12 16
Aspergillus sp. 19 4 4 3 30
Colletotrichum sp. - 6 2 1 9
Dendrophoma sp. - - - - -
Fusarium sp. 3 3 - 8 14
Penicilium sp. 2 11 13 15 41
Rhizoctonia sp. - - 3 - 3
Scopulariopsis sp. - - 2 - 2
Trichoderma sp. 1 3 - - 4
Verticillium sp. - - - 1 -
Fungos no identificados - 4 6 3 13
Total 25 31 34 43 133

*auséncia de colOnias; - ausence of colonies.

Penna (2000) encontrou onze grupos de fungos (936 isolados) pertencentes aos géneros
Phyllosticta, Colletotrichum, Ascochyta, Xylaria, Nodulisporum, Cladosporium ¢ Fusarium, outros nao
identificados das familias Dematiaceae e Moniliaceae e também Mycelia sterilia. Nesse estudo, as plantas
estavam em um plantio a pleno sol (cultivado) e ndo houve segmentagdo da pesquisa quanto ao estadio da
folha (jovem ou adulta). Outro aspecto ressaltado pela pesquisa de Penna (2000) foi a necessidade de se
escolher um meio de cultura adequado e a temperatura de incubacdo para o isolamento de fungos
endofiticos. Houve uma maior quantidade de isolados em placas contendo meio BDA suplementado com
tetraciclina, incubadas a 28 °C (no presente estudo, utilizou-se do mesmo meio, porém incubado a 25 °C).

A maior diversidade de fungos endofiticos nas folhas adultas, em ambos os tratamentos, esta
provavelmente relacionada com o maior tempo de colonizagdo do endofito do que o das folhas jovens
(PEREIRA et al., 1993; PETRINI, 1991; RODRIGUES; SAMUELS, 1994).

Dentre os géneros observados, destacam-se fungos patogénicos dos géneros Colletotrichum
(agente da antracnose), Fusarium (agente da podriddo de estacas), Rhizoctonia (agente do tombamento de
mudas) (AUER; GRIGOLETTI JUNIOR, 1995). Outros fungos interessantes sdo pertencentes aos
géneros Trichoderma e Verticillium, agentes de controle biologico de doencas de plantas e de insetos,
respectivamente (VIEGAS, 1979). Os fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp. ja foram encontrados em
grande quantidade como contaminantes de erva-mate processada para comercializagdo, como erva para
chimarrdo, ¢ encontrados como endofitos em maior freqiiéncia.

Especificamente a Colletotrichum sp., Horner et al. (2000), estudando a contaminacdo de
explantes de erva-mate in vitro, relacionou duas espécies apds desinfecgdo com alcool 70 % e solugdo de
hipoclorito de sodio. Provavelmente, os fungos Colletotrichum spp., considerados como contaminantes,
na verdade eram endoéfitos que, apos o tratamento de limpeza dos explantes, puderam se desenvolver no
meio de cultivo.

Os fungos endofiticos podem agir de maneira antagdnica, neutra ou até benéfica para o vegetal
hospedeiro, exibindo varios graus de interdependéncia fisiolégica e ecoldgica. Muitas vezes, os
metabolitos produzidos por fungos endofiticos podem ser neutros ou terem agdo antagOnica para o
hospedeiro. Em outros casos, sdo de grande importincia para a farmacologia. Existem pesquisas que
comprovam a agdo antioxidante, de grande importancia para a industria de cosméticos (STROBEL et al.,
2002), e antitumorais, que podem parar o desenvolvimento ou até impedir a formagdo de tumores
(STROBEL et al., 1997), de alguns fungos somente quando endofiticos.

O fato de plantas nativas apresentarem Trichoderma e Verticillium poderia explicar a menor
quantidade ou a auséncia de pragas e doencgas, em relacdo as plantas cultivadas. Ervais nativos, que estdo
sob um ambiente de equilibrio, apresentam menor incidéncia de insetos, em decorréncia da presenga de
inimigos naturais (PENTEADO, 1995). Assim, a condug¢do de ervais nativos, sob a mata, seria
recomendada para a produgdo orginica de erva-mate, para eliminar naturalmente os problemas
fitossanitarios.
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De acordo com os resultados, os fungos endofiticos em erva-mate foram verificados em
quantidades significativamente superiores em folhas adultas presentes em erval nativo. Recomenda-se,
assim, que em futuros estudos para obtencdo de fungos endofiticos em erva-mate sejam feitas coletas de
folhas adultas de /. paraguariensis sob condi¢des de sombreamento em florestas umbrofilas.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Como conclusdo, verificou-se que ocorre uma maior quantidade de fungos endofiticos em folhas
adultas de erva-mate do que em folhas jovens, e da mesma forma uma maior quantidade em plantas da
mata do que em plantas presentes a céu aberto.

As informagdes deste trabalho revelaram que existem varios fungos endofiticamente associados
com as folhas de erva-mate. A presenga de certos grupos que sdo considerados antagonicos a patdgenos e
entomopatogénicos permite considerar a hipdtese de que atuem no controle bioldgico de pragas, sob
condi¢des naturais de mata. Desse modo, o aprofundamento do estudo desses fungos pode abrir caminho
para sua utilizag¢@o no controle bioldgico das pragas da erva-mate.
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