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RESUMO

As cordas-de-viola (Ipomoea spp.) sdo as principais plantas invasoras da cultura da cana-de-
actucar no Brasil. No sistema de cana-crua, germinam sob a camada de palha e seus ramos se
fixam aos colmos dificultando a colheita mecanizada. A manuten¢do da palhada no solo tem
reduzido a eficacia dos herbicidas e comprometido o controle dessa invasora. Neste contexto,
o uso de mico-herbicidas pode ser uma estratégia de controle alternativo das espécies de
corda-de-viola. Assim, objetivo do trabalho foi selecionar isolados de Cercospora com
potencial de controle de Ipomoea spp. para fins de desenvolvimento de um mico-herbicida.
Oito isolados de Cercospora foram inoculados em Ipomoea nil para a selecdo dos mais
agressivos a partir de avaliagdes semanais de incidéncia e severidade da doenca e desfolha.
Quatro isolados, CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e CMAA-1710, foram
selecionados para os estudos epidemioldgicos de concentragdo de indculo, de periodo de
molhamento foliar e estidio fenolégico da planta para identificar as condi¢des Gtimas de
desenvolvimento da cercosporiose em condi¢des controladas. Os ensaios foram conduzidos
separadamente e com avaliacdes semanais de incidéncia da doenca e desfolha. A partir do
estabelecimento dos parametros epidemioldgicos para o desenvolvimento da cercosporiose
em [ nil, foi realizada a inoculacdo dos isolados em Ipomoea grandifolia, Ipomoea
hederifolia e Ipomoea quamoclit e avaliagdes semanais de incidéncia e severidade da doenca
e desfolha. Os isolados de Cercospora CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e CMAA-
1710 foram selecionados na etapa inicial por causarem maior incidéncia e maior severidade
final da doenca. Além disso, os isolados CMAA-1449 e CMAA-1710 causaram desfolha em
I. nil. Nos ensaios epidemiol6gicos, a maior incidéncia de doenca e desfolha de I. nil foi
obtida em plantas inoculadas no estddio de 2 a 3 folhas definitivas, utilizando-se 107
fragmentos de micélio mL!, e submetidas a 6 h (CMAA-1441, CMAA-1444 e CMAA-1449)
e 12 h (CMAA-1710) de molhamento foliar. Além de I. nil, os isolados CMAA-1441 e
CMAA-1710 foram patogénicos a I. quamoclit, 1. hederifolia e I. gradifolia. O isolado
CMAA 1449 foi especifico a 1. nil e 1. qguamoclit, enquanto o isolado CMAA-1444 foi
especifico a I. nil. Apenas os isolados CMAA-1441 e CMAA-1449 causaram desfolha e, esta

foi restrita a I. nil

Palavras-chave: Ipomoea grandifolia, Ipomoea heredifolia, Ipomoea nil, Ipomoea quamoclit,

Epidemiologia, Mico-herbicida.
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ABSTRACT

Morningglories (Ipomoea spp.) are important weeds of sugarcane in Brazil. In the system of
raw cane, these species germinate under the layer of straw and its branches are fixed to the
stems reducing the efficiency of the mechanical harvest. The sugarcane straw left on the
ground has reduced the effectiveness of the herbicides and compromised the control of these
weeds. In this context, the use of mycoherbicides may be an alternative control strategy for
morningglory species. Thus, the objective of the work was to select isolates of Cercospora
with potential to control Ipomoea weed species. for purposes of developing a mycoherbicide.
Eight isolates of Cercospora were inoculated in Ipomoea nil for selection of the most
aggressive based on evaluations of incidence and severity of disease and defoliation. Four
isolates were selected for the epidemiological studies of inoculum concentration, dew period
and plant phenological stage to identify optimal conditions of development of cercospora leaf
spot under controlled conditions. The trials were conducted separately and the evaluations of
disease incidence and plant defoliation were performed at weekly interval during 4 weeks.
After that, the isolates were inoculated on Ipomoea grandifolia, Ipomoea hederifolia and
Ipomoea quamoclit plants considering the epidemiological parameter previously selected. The
evaluations of disease incidence and severity, and defoliation were performed at weekly
interval during 4 weeks. The isolates CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 and CMAA-
1710 were selected in previous based on the higher disease incidence and final severity of the
disease. In addition, the isolates CMAA-1449 and CMAA-1710 caused higher defoliation on
I. nil plants compared to controls. In the epidemiological studies, the highest incidence of
disease and defoliation on I. nil were obtained in plants inoculated at the stage of 2-3 leaves,
using 107 fragments of mycelium mL™"' and submitted to 6 h (CMAA-1441, CMAA-1444 and
CMAA-1449) and 12 h (CMAA-1710) of dew period. In addition, the isolates CMAA-1441
and CMAA-1710 were pathogenic to I. guamoclit, I. hederifolia and I. gradifolia. The isolate
CMAA 1449 was specific to 1. nil and I. quamoclit, while the isolate CMAA-1444 was
specific to I. nil. The defoliation was observed only on plants inoculated with the isolates

CMAA-1441 and CMAA-1449, and it was restricted to 1. nil.

Key-words: Ipomoea grandifolia, Ipomoea heredifolia, Ipomoea nil, Ipomoea quamoclit,

Epidemiology, Mycoherbicide.
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1 INTRODUCAO

As plantas daninhas, definidas como todo e qualquer vegetal capaz de crescer onde
ndo é desejado (LORENZI, 2006), estdo entre os fatores que mais comprometem a economia
agricola, pois causam tanto perdas as culturas quanto oneram o custo de producdo (SOUZA;
MARTINS; PEREIRA, 2013). Os herbicidas foram a classe de agrotéxicos mais
comercializada no Brasil em 2016, acima de 322 mil toneladas, correspondendo a 59% do
volume total de ingredientes ativos desse insumo vendidos no pais (IBAMA, 2016).

O género Ipomoea L. possui 149 espécies amplamente distribuidas no Brasil e,
algumas dessas sdo comumente conhecidas como cordas-de-viola (SIMAO-BIANCHINT;
FERREIRA, 2015). As cordas-de-viola sdo consideradas plantas invasoras em culturas de
importancia econdmica, como café, soja, milho e cana-de-actcar, competindo diretamente por
recursos (CORREIA; KRONKA, 2010) ou indiretamente prejudicando a colheita, devido ao
habito trepador (MARTINS et al., 2010; KARAM et al., 2011). Dentre as espécies do género,
destacam-se como importantes plantas daninhas Ipomoea hederifolia L., Ipomoea quamoclit
L., Ipomoea purpurea (L.) Roth, Ipomoea triloba L., Ipomoea nil (L.) Roth (KISSMANN;
GROTH, 1999) e Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell (SILVA et al., 2009).

Em canaviais colhidos sem queima prévia, as cordas-de-viola sdo a flora infestante
predominante devido a capacidade de germinar sob a camada de palha normalmente
encontrada no campo (CAVENAGHI et al., 2007). Nesta condicdo, a palha pode reduzir a
eficacia de herbicidas pré e pds-emergentes no controle das cordas-de-viola, ocasionando o
surgimento de novos fluxos de emergéncia de plantulas (MONQUERO et al., 2009; PIZZO et
al.,, 2010), as quais a medida que crescem, interferem no desempenho operacional das
colhedoras (LORENZI, 1994). A falha do controle quimico de cordas-de-viola em areas com
palhada vem tornando-as um alvo ideal para o desenvolvimento de estratégias alternativas de
controle, incluindo programas de controle biolégico, na busca por alternativas de manejo mais
eficientes e de menor impacto ambiental.

O controle biologico de plantas daninhas é um método que emprega organismos
vivos para controlar ou reduzir populacdes de espécies de plantas indesejaveis (VAN DEN
BOSH; MESSENGER; GUTIERREZ, 1987). Normalmente, com o uso de métodos
biologicos busca-se o equilibrio populacional entre o organismo vivo e a planta daninha
hospedeira e, consequentemente, a reducdo da competicio com as culturas agricolas

(CARVALHO, 2013). Atualmente, duas estratégias sao utilizadas para controle biol6gico de
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plantas daninhas: o cldssico ou método inoculativo e o bioherbicida ou método inundativo
(CHARUDATTAN; DINOOR, 2000).

O método de controle bioldgico inundativo € definido como o uso de fitopatégeno
por meio de aplicacdes repetitivas de indculo (CHARUDATTAN, DINOOR, 2000). Esse
método envolve o aumento de propagulo do fitopatégeno candidato, a fim de gerar um alto
nivel de doenca, com consequente morte ou supressao de crescimento da espécie hospedeira
(CHARUDATTAN, 1991). Além de oferecer menor risco as espécies cultivadas, o método
inundativo apresenta um forte apelo comercial ja que ndo € esperado que o organismo vivo se
perpetue no ambiente (MELLO; RIBEIRO, 1998) e, por isso, o produto formulado com o
fitopatogeno normalmente necessita de reaplicacdo (TEBEEST, 1988).

Entre os microrganismos empregados no método inundativo, os fungos sdo os mais
estudados como agente de biocontrole, pois sao encontrados em abundancia na natureza, de
maneira geral de facil cultivo em meios artificiais, podendo ser formulados e aplicados em
larga escala (SCHROEDER, 1992; TEBEEST; YANG; CISAR, 1992). Como os fungos sdao
os agentes mais utilizados nesse método, o produto desenvolvido é chamado de mico-
herbicida (MELLO; RIBEIRO, 1998).

Os fungos fitopatogénicos apresentam potencial como agentes de controle bioldgico
de plantas daninhas (EVANS; GREAVES; WATSON, 2001). No Brasil, fungos
fitopatogénicos tém sido estudados desde 1980 como uma fonte potencial de agentes
biologicos para ser usada contra as plantas daninhas ja estabelecidas (ROCHA; PEREIRA;
BARRETO, 2007). Nos ultimos anos, alguns estudos relataram a ocorréncia do fungo
Cercospora sp. Fresen. ex Fuckel associado as cordas-de-viola (NECHET; HALFELD-
VIEIRA, 2012), e seu potencial como agente de controle biologico (NECHET; HALFELD-
VIEIRA, 2014; SANTOS et al., 2016). Os resultados mostram que o fungo Cercospora sp.
pode ser considerado para estudos de desenvolvimento de um mico-herbicida e que o uso de
10" conidios mL! intensificou a desfolha na planta hospedeira (NECHET; SANTOS;
HALFELD-VIEIRA, 2016).

O uso de mico-herbicidas representa um componente estratégico de programas de
manejo integrado de plantas daninhas (BARRETO; EVANS, 1998), e segue uma tendéncia
global para a busca de métodos de controle alternativo ao uso do controle quimico, que sejam
eficazes, econdmicos e de baixo impacto ambiental (MACHADO; MOCHI; MONTEIRO,
2013).

A identificacdo de fungos do género Cercospora com potencial mico-herbicida pode

ser considerada uma importante oportunidade para o desenvolvimento de métodos de controle



alternativo das cordas-de-viola a ser explorada tanto na agricultura convencional, como na
agricultura organica que ndo tem alternativa no controle de plantas daninhas. Embora o fungo
Cercospora tenha sido identificado como potencial para desenvolvimento de um mico-
herbicida (SANTOS et al., 2016), a dependéncia de alta concentragdao de in6culo, quando se
utiliza esporos, para causar desfolha nas plantas pode ser uma limitagdo para seu uso efetivo.
Assim, a investigacdo em relacdo a epidemiologia da cercosporiose e aos fatores que
influenciam seu desenvolvimento nas cordas-de-viola quando se utiliza como tipo de indculo
os fragmentos de micélio do fungo € essencial para superar as limitacdes encontradas até o

momento.



2 REFERENCIAL
2.1 Ipomoea spp.

Ipomoea € o género que abrange o maior nimero de espécies da familia
Convolvulaceae, com 500 espécies (STEFANOVIC; AUSTIN; OLMSTEAD, 2003). O
género € nativo do continente Americano (KISSMANN; GROTH, 1999), mas ocorre em
todas as regides tropicais e subtropicais do mundo (MILLER; McDONALD; MANOQOS, 2004).
E constituido de plantas anuais e perenes, arbustos e até mesmo pequenas arvores, sendo que
a maioria das espécies tem hébito trepador (DAS, 2011).

No Brasil, algumas espécies de Ipomoea sao conhecidas popularmente como cordas-
de-viola (SILVA et al., 2009). Sao encontradas em todo o pais, sendo muito apreciadas como
plantas ornamentais por apresentarem flores vistosas e intensamente coloridas. Porém, nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, sdo consideradas plantas daninhas altamente prejudiciais
em culturas anuais de verdo (KISSMANN; GROTH, 1999). Pagnoncelli et al. (2017)
relataram que uma planta de Ipomoea spp. m™, por exemplo, pode reduzir o rendimento de
grios da soja em 26% e, em densidade de 20 plantas m™, diminuiram a produtividade da
cultura proximo a 80%.

Entre as espécies do género, destacando-se I. hederifolia, 1. quamoclit, I. purpurea, I.
triloba, 1.nil (KISSMANN; GROTH, 1999) e 1. grandifolia (SILVA et al., 2009). Kuva et al.
(2007) destacaram 1. nil, I. quamoclit, I. hederifolia, 1. grandifolia e I. purpurea como
espécies infestantes em 17 de 28 canaviais colhidos no sistema mecanizado, sem queima
prévia da palha, sendo que em cinco dessas areas foram as plantas daninhas predominantes.

As espécies de corda-de-viola sdo altamente competitivas com as culturas, e possuem
alta capacidade de extrair nutrientes do solo e, logo, reduzem a produtividade agricola
(CARVALHO; BIANCO; BIANCO, 2014). Apresentam habito trepador e ciclo bioldgico
longo, criando problemas na colheita, pois travam a colhedora (MARTINS et al., 2010;
KARAM et al., 2011) e dificultam o corte mecanizado, comprometendo o rendimento das
maquinas e a qualidade dos colmos em cana-de-agicar (CORREIA; KRONKA, 2010). Ainda,
se as plantas apresentarem sementes ligadas a planta-m@e no momento da colheita, seu
espesso tegumento (DEFELICE, 2001) pode ser danificado pelo atrito no interior das
colhedoras (AZANIA et al., 2009), favorecendo sua disseminac¢ao dentro do cultivo (SILVA
et al., 2009).

Essas espécies produzem sementes capazes de germinar sob uma quantidade variavel
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de palha (AZANIA et al., 2002; GRAVENA et al., 2004). Possivelmente, a manutencdo da
palha sobre o solo favorece a germinacdo das sementes e o desenvolvimento das plantas,
devido a menor amplitude térmica didria, a maior conservacdo de umidade e a melhora
quimica e fisica do solo (CORREIA; KRONKA, 2010). Correia; Durigan (2004) observaram
que, independente do nivel de palha (5, 10 e 15 t ha'!), a presenca de cobertura morta sobre o
solo aumentou o nimero de plantulas emergidas e o acimulo de matéria seca de I. guamoclit,
comparado ao tratamento sem palha. Do mesmo modo, Timossi; Durigan (2006) verificaram
que a presenca de palha (12,8 t ha') sobre o solo apés a colheita mecanizada de cana-de-
acucar, restringiu a comunidade infestante da area aos géneros Ipomoea e Merremia Dennst.
Ex Endl.

A persisténcia das cordas-de-viola sob a palhada tem sido constatada em areas de
cana-de-actcar no sistema de plantio direto e de colheita mecanizada (DUARTE JUNIOR;
COELHO; FREITAS, 2009). No sistema de colheita mecanizada, a palha reduz a eficicia de
herbicidas pré e pds-emergentes no controle das cordas-de-viola, ocasionando o surgimento
de novos fluxos de emergéncia de plantulas (MONQUERO et al., 2009; PIZZO et al., 2010).
A medida que cresce, a corda-de-viola envolve-se nos colmos da cana-de-agucar e dificulta a
absor¢do de luz, com consequente prejuizo a fotossintese, a produtividade (AZANIA et al.,
2009) e ao desempenho operacional das colhedoras (LORENZI, 1994). I. hederifolia, por
exemplo, convivendo com a cana-soca, foi capaz de reduzir em 34%, o nimero final de
colmos, e em 46%, a produtividade da cultura (SILVA et al., 2009).

A tolerancia natural ao herbicida glifosato é outra caracteristica atribuida as cordas-
de-viola (BALDWIN, 1995; OWEN, 2008). A tolerancia provém da habilidade inata da
espécie em suportar aplicacOes de herbicidas, nas doses recomendadas, sem alteracdes
marcantes em seu crescimento e desenvolvimento (CHRISTOFFOLETI et al., 2000). A
tolerancia ao glifosato tem sido relatada em [ grandifolia (MONQUERO;
CHRISTOFFOLETI, 2003; MONQUERO et al., 2004), Ipomoea hederacea Jacq. (SINGH et
al., 2011), Ipomoea indivisa (Vell.) Hallier f. e I. purpurea (PAZUCH et al., 2013), I. nil
(GALON et al., 2013) e Ipomoea lacunosa L. (RIBEIRO et al., 2015) e, é atribuida a limitada
absor¢do e/ou translocagdo do herbicida pela planta (MONQUERO et al., 2004; SINGH et al.,
2011; GALON et al., 2013; PAZUCH et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015).



2.2 CONTROLE BIOLOGICO DE PLANTAS DANINHAS

O controle biolégico foi utilizado no manejo de plantas daninhas muito antes do
desenvolvimento dos herbicidas quimicos e seus principios foram desenvolvidos por
entomologistas empregando inimigos naturais de insetos utilizando o controle bioldgico
classico (WAAGE, 1997; EVANS; SEIER, 2001). O primeiro programa bem-sucedido de
controle bioldgico de planta daninha, iniciado em 1902, foi realizado pelo Departamento de
Agricultura do Havai através da introducdo de insetos do México para controlar Lantana
camara L. no Havai (WATERHOUSE; NORRIS, 1987). Em 1925, a traga Cactoblastis
cactorum Berg. da Argentina foi introduzida na Austrdlia para controlar a pera espinhosa
(Opuntia stricta (Haw.) Haw.) (MCFAYDEN; WILSON, 1997).

Atualmente, as principais modalidades de métodos estabelecidos para o controle
bioldgico sdo: o classico ou método inoculativo, que consiste na importacao e liberaciao de
patogenos da regido de origem das plantas daninhas, e o bioherbicida ou método inundativo
baseado na multiplicacdo massal e aplicacoes periddicas do patégeno (SCHROEDER, 1983).

O uso de fitopatdégenos como agentes de controle de plantas daninhas iniciou-se na
década de 70, tendo como primeiro exemplo a introdugdo na Australia da ferrugem Puccinia
chondrillina Bubay & Syd. proveniente da regido Mediterranea para o controle de Chondrilla
juncea L. (TE BEEST; YANG; CISAR, 1992). Além da estratégia inoculativa, o uso da
estratégia do bioherbicida ou inundativo com fitopatdégenos foi realizado pela primeira vez
durante experimentos conduzidos com arroz consorciado com Aeschynomene virginica (L.)
Britton, Poggenb. & Stems, no Arkansas, EUA, em 1969, quando a planta daninha foi
erradicada nas parcelas experimentais pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.).
Sacc. f. sp. aeschynomene (SMITH JUNIOR et al., 1973).

A principal diferenga entre as duas estratégias é a necessidade de reaplicacdo do
inoculo em areas infestadas quando se considera a estratégia do bioherbicida. Na estratégia
classica, o agente se estabelece na 4rea infestada e ndo ha necessidade de reaplicacdes e, apds
seu estabelecimento ha reducdo da populacdo da planta-alvo com controle a longo prazo
(BOYETCHKO, 1997). O controle biol6gico de plantas daninhas na maioria das vezes nao
erradica populacdes inteiras que ocorrem em determinadas areas, mas reduz a sua densidade a
niveis aceitaveis ou subecondmicos (TESSMANN, 2011). Boari; Vurro (2004) observaram
reducdo de 60% no nimero e peso de plantulas de Orobanche ramosa L., e reducao de 70%
no nimero de tubérculos ligados as raizes apds a infestagao do solo com Fusarium oxysporum

Schitdl. e Fusarium solani (Mart.) Sacc. Ja Ray; Vijayachandran (2013) verificaram 100% de
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mortalidade de Trianthema portulacastrum L. aos 60 dias apés a aplicacdo de Phoma
herbarum Westend.

No controle bioldgico de plantas daninhas, o patégeno deve ser especifico, atacando
uma ou poucas espécies dentro de um mesmo género de plantas, e altamente seletivo para ndo
provocar danos as plantas cultivadas (FONTES et al., 2003). Por isso, a pesquisa com o
controle bioldgico de plantas daninhas envolve etapas sucessivas, como selecdo de espécies
de plantas daninhas a serem controladas; selecdo de patdégenos mais eficientes; determinagao
da especificidade dos hospedeiros; acompanhamento da introdugdo e do estabelecimento do
agente de controle bioldgico no campo; e avaliacdo da efetividade em diferentes épocas do
ano, a fim de correlacionar os niveis de infeccdo com a redu¢do da densidade populacional do

hospedeiro (BARRETO, 2009; SILVA et al., 2007).

2.2.1 Controle biolégico inundativo

O controle biolégico inundativo teve inicio nos anos 1960 (SMITH JUNIOR et al.,
1973) e o seu uso se baseia na capacidade do homem de manipular certos sistemas patégeno-
plantas daninhas para causar niveis altamente prejudiciais de epidemias durante periodos
criticos de interferéncia das plantas, minimizando o seu impacto negativo nas areas de cultivo
(CHARUDATTAN, 2005).

Neste método utilizam-se fitopatdgenos endémicos, predominantemente fungos
associados a planta daninha alvo (BARRETO, 2009). O inéculo do fitopatégeno é produzido
massalmente e aplicado durante a estagdo de crescimento das plantas (KLAIC et al., 2015). A
aplicacdo deve coincidir com a condi¢cao ambiental e o estadio fenologico mais propicios para
a ocorréncia da epidemia e a supressdo da planta daninha (TEMPLETON; SMITH;
TEBEEST, 1986; CHARUDATTAN, 1991).

Com esta estratégia, Sclerotinia minor Jagger. (ingrediente ativo do mico-herbicida
Sarritor registrado e comercializado no Canada) causou 100% de mortalidade em Taraxacum
officinale Weber ex F. H. Wigg. com quatro e seis semanas de idade, sem recuperacido das
plantas apds duas semanas da aplicacdo (ABU-DIEYEH; WATSON, 2007a). Porém, deve-se
atentar que as condi¢cOes ambientais para que o patdgeno seja eficaz também devem ser
consideradas. ABU-DIEYEH; WATSON (2007b) relatam que a aplicacao de S. minor deve
ocorrer entre a primavera e inicio do outono, quando as temperaturas médias didrias variaram

de 9 a 20°C, a umidade relativa do ar estd acima de 58% e o ponto de orvalho varia de 3,6 a
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17,4°C. No método inundativo, as restricdes naturais asseguram o retorno da populagdo do
fitopatégeno a um nivel baixo (WALL; PRASAD; SHAMOUN, 1992), sendo necessarias
aplicacdes regulares de indculo para manter a planta daninha sob controle. Na auséncia de 7.
officinale, o micélio de S. minor declina rapidamente em 10 dias (WATSON, 2007), pois
raramente o fungo produz esclerdédios (STEWART-WADE et al., 2002).

Para que o mico-herbicida seja uma estratégia vidvel no manejo de plantas daninhas,
o patéogeno deve ser cultivivel em meio artificial; o indculo deve ser produzido
abundantemente por métodos convencionais de cultivo; o produto final deve ser
geneticamente estavel e especifico a espécie alvo; o armazenamento, manuseio e os métodos
de aplicacdo devem ser compativeis com as praticas agricolas atuais; e o agente patogénico
deve ser suficientemente eficaz sob diferentes condi¢cOes ambientes para permitir uma
aplicacdo viavel (TEMPLETON; TEBEEST; SMITH, 1979). Além disso, o in6culo deve
apresentar baixo custo de producdo (LIMA et al., 2010).

Atualmente, dos nove mico-herbicidas ja desenvolvidos e registrados, apenas cinco
sdo comercializados nos EUA e no Canad4, como LockDown® (antigo Collego®), Smoulder®,
Phoma, Chontrol® Pastes e Sarritor® (CORDEAU et al., 2016). No Brasil, apenas um mico-
herbicida teve seu desenvolvimento concluido, o Milobern-Lc, obtido a partir do fungo Lewia
chlamidosporiformans B. S. Vieira & R. W. Barreto, para o controle de Euphorbia
heterophylla L. em soja e outras culturas anuais. Contudo, o produto ndo foi registrado e
também nao esta disponivel para comercializacdo (BARRETO, 2009).

Essa situagao reflete as limitagdes que ainda existem no desenvolvimento de mico-
herbicidas e na sua ado¢do como estratégia no manejo integrado de plantas daninhas (ASH,
2010). A maioria dos fungos fitopatogénicos avaliados para o desenvolvimento como mico-
herbicidas falha devido as limitagdes bioldgicas, tecnoldgicas ou comerciais. A necessidade
de longos periodos de molhamento e baixa viruléncia sdo os principais desafios no
desenvolvimento de mico-herbicidas (BARRETO, 2009).

Apesar disso, o emprego de fitopatdgenos € um recurso eficaz para o manejo de
plantas daninhas e para a mitigacdo dos problemas ambientais e econdmicos causados por
essas plantas. Por isso, é imprescindivel que a importancia do controle biologico de plantas
daninhas, e particularmente a aplicacdo de fitopatdgenos como agentes de controle, seja
elevada progressivamente e os beneficios para o manejo sustentivel de ecossistemas
(BARRETO; EVANS, 1996) advindo de aplica¢cdes bem-sucedidas desse método, finalmente
sejam reconhecidos (BARRETO, 2009).



2.3 Cercospora

Cercospora é considerado um dos maiores e mais heterogéneos géneros do grupo
dos Hyphomycetes (CROUS; BRAUN, 2003). O género foi estabelecido por Fresenius em
1863 (FUCKEL, 1863) com a designacdo de apenas quatro espécies (PONS; SUTTON,
1988). Em 1954, mais de 1.800 nomes de espécies foram listados em uma monografia do
género (CHUPP, 1954). Apds 33 anos, em 1987, Pollack listou mais de 3.000 espécies de
Cercospora (POLLACK, 1987). Porém, em 2003, o género foi revisado e muitas espécies
foram reduzidas a sinonimias e, consequentemente, um total de 659 espécies de Cercospora
foi reconhecido (CROUS; BRAUN, 2003). Vérias dessas espécies de Cercospora, mais de
281, foram nomeadas como Cercospora apii s. lat., por serem morfologicamente
indistinguiveis de C. apii Fresen., sendo colocadas no complexo C. apii (ELLIS, 1971).
Atualmente, a identificagdo das espécies de Cercospora é baseada em caracteres morfoldgicos
combinado com a andlise filogenética de um conjunto de regides especificas do DNA
(GROENEWALD et al., 2013).

As espécies de Cercospora estdo entre os mais comuns e destrutivos patogenos de
plantas (POLLACK, 1987). Dentre essas se destacam: Cercospora apii Fresen., Cercospora
arachidicola Hori, Cercospora beticola Sacc., Cercospora canescens Ellis & Martin,
Cercospora coffeicola (sin. Mycosphaerella coffeicola (Cooke) Stev & Wellmann),
Cercospora kikuchii Matsumoto & Tomoyasu, Cercospora nicotianae Ellis & Everh.,
Cercospora personata (sin. Mycosphaerella berkeleyi Jenkins.), Cercospora sojina Hara e
Cercospora zeae-maydis Tehon & E. Y. Daniels (GROENEWALD et al., 2013). Sao capazes
de infectar inimeras culturas economicamente importantes, incluindo cereais, hortaligas,
plantas ornamentais, espécies florestais e gramineas (WEILAND; KOCH, 2004), além de
vérias espécies de plantas nativas, em diferentes tipos de clima em todo o mundo, causando
desde manchas foliares até lesdes necréticas em flores, frutos, bracteas, sementes e pedicelos
(GOODWIN; DUNKLE; ZISMANN, 2001; CROUS; BRAUN, 2003). Na maioria dos
hospedeiros, as manchas foliares sdo irregularmente circulares a angulares, com ou sem uma
borda distinta, e muitas vezes coalescem constituindo extensas areas necrosadas (AGRIOS,
2005).

Os conidios de Cercospora podem ser hialinos, sub-hialinos a palidos ou marrons;

longos, comumente com mais de trés septos transversais; retos ou curvos, com base obconica
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ou truncada, extremidade aguda a obtusa; de paredes finas; formados sucessivamente em
conidi6foros delgados, com coloragdao verde oliva ou marrom palido a muito escuro, que
emergem em fasciculos ou grupos de estdmatos e, apresentam articulacdes ou cicatrizes onde
conidios sdo produzidos (HORST, 2008). Os conidios sdo facilmente destacados dos
conidiéforos (AGRIOS, 2005) e dispersos sobre plantas hospedeiras pelo vento ou chuva. Sob
condi¢des umidas, tubos germinativos emergem dos conidios e crescem sobre a superficie
foliar sempre se reorientando para interceptarem os estdmatos. Ao atingi-los, diferenciam-se
em apressorios e introduzem o peg de penetragdo através do poro estomatico. Apds a
penetracdo, colonizam intercelularmente o mes6filo foliar e, posteriormente, induz lesdes
necroéticas distintas. Em seguida, conidiéforos emergem através dos estOmatos e produzem
conidios, que sdo dispersos para plantas vizinhas, iniciando os ciclos de infec¢do secundaria
(KIM et al., 2011).

As espécies de Cercospora produzem uma toxina fotoativada, a cercosporina, que é
considerada um fator de patogenicidade priméria. A cercosporina apresenta toxicidade quase
universal as plantas (DAUB; EHRENSHAFT, 2000) devido a produc¢do de espécies reativas
de oxigénio, como oxigénio singlete (!02) e superéxido (02") (YAMAZAKI et al., 1975;
DAUB, 1982b). Quando exposta a luz, essa toxina absorve energia luminosa, sendo
convertida a um estado tripleto ativado energicamente. Esta molécula reage com o oxigénio
molecular e gera as espécies de oxigénio ativado (SPIKES, 1989). Deste modo, a
cercosporina lesiona rapidamente, em torno de 1 a 2 minutos, as membranas expostas,
provocando peroxidagdo de lipidios da membrana celular e degradacdo da membrana
plasmaética da planta hospedeira, que resulta em perda de eletrolitos dos tecidos, diminui¢do
da permeabilidade da membrana e morte celular (DAUB, 1982a). O extravasamento de
nutrientes das células danificadas sustenta o crescimento e a esporulagdo das espécies de
Cercospora na planta hospedeira (DAUB; EHRENSHAFT, 2000).

O género Cercospora esta entre os fungos fitopatogénicos avaliados no controle
biologico de plantas daninhas (ROCHA; PEREIRA; BARRETO, 2007). Apenas um mico-
herbicida, obtido a partir de uma espécie desse género, foi desenvolvido para o controle de
aguapé (Eichhornia crassipes [Martius] Solms Laubach), com a intencao de tornar o produto
disponivel para comercializacdo. Esse mico-herbicida foi registrado pela United States
Environmental Protection Agency (US-EPA), sob a patente US4097261 (FREEMAN;
CHARUDATTAN, 1984), e contém Cercospora rodmanii Conway, que € um fungo
patogénico especifico a E. crassipes (TEBEEST, 1991).

Outro potencial candidato para o desenvolvimento de um mico-herbicida contra
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aguapé € Cercospora piaropi Tharp. Essa espécie foi avaliada nos Estados Unidos e México
em condi¢Oes controladas quanto a especificidade de hospedeiro, a eficicia de biocontrole e
eficiéncia de formulagdo (BABU; SAJEENA; SEETHARAMAN, 2003; EL-MORSY;
DOHLOB; HYDE, 2006; DAGNO et al., 2012).

Cercospora caricis Dearn. & House € outra espécie considerada como um promissor
mico-herbicida para o controle de tiririca (Cyperus rotundus L.) (ALY et al., 2001). No
Brasil, um isolado de C. caricis, designado CG672, foi testado quanto a patogenicidade em
laboratdrio e casa-de-vegetacdo, causando severa necrose e desfolha em C. rotundus. Devido
a combinacdo de eficicia e especificidade, o isolado CG672 foi selecionado como um
candidato a mico-herbicida (INGLIS et al., 2001).

Nos dltimos anos, isolados de Cercospora foram selecionados por serem prevalentes
em espécies de cordas-de-viola (Ipomoea spp.) (NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2012). O
fungo foi testado quanto a patogenicidade e a eficiéncia de biocontrole em casa-de-vegetagao.
Os sintomas observados, caracterizados por manchas foliares seguidas de amarelecimento e
desfolha, indicaram que isolados do género Cercospora podem ser considerados para estudos
de desenvolvimento de um mico-herbicida para 1. nil, 1. hederifolia e 1. grandifolia
(NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2014; SANTOS et al., 2016). Além disso, avaliou-se o
efeito da concentracido do inéculo na intensidade da doencga em 1. nil e os resultados indicaram
que a maior incidéncia da cercosporiose e desfolha foram obtidas com o uso de 107 conidios

mL"' (NECHET; SANTOS; HALFELD-VIEIRA, 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

As espécies de plantas daninhas, conhecidas como cordas-de-viola, sdo consideradas
invasoras em culturas economicamente importantes no Brasil, como café, cana-de-agucar,
milho e soja. A interferéncia exercida pelas cordas-de-viola no crescimento, desenvolvimento,
produtividade e qualidade dos colmos € um dos fatores mais prejudiciais a cultura da cana-de-
acucar, particularmente em areas com sistema de colheita mecanizada. Nesse sistema, quando
os herbicidas sao aplicados sobre a palha, essa se torna uma barreira e causa a volatilizagao,
fotodecomposi¢ao ou lixiviacdo do produto para o solo. Quando ndo controladas, as cordas-
de-viola germinam, se envolvem nos colmos e folhas, interferindo nas operagdes de colheita e
comprometendo a qualidade da cana. Do mesmo modo, as cordas-de-viola t€ém comprometido
o crescimento de espécies arboreas em areas de restauragdo ecoldgica, pois reduzem o
conteido de macro e micronutrientes nas plantas.

Os prejuizos gerados pelas cordas-de-viola em cultivos agricolas e florestais no
Brasil indicam que sdo espécies particularmente problematicas e devem ser reconhecidas
como alvo potencial para novas formas de manejo. O uso de mico-herbicidas representa uma
oportunidade para incorporar o controle biol6gico como um componente do manejo integrado
dessas plantas no Brasil, sobretudo em cultivos agricolas organicos e, em d&reas de
recuperacdo florestal, onde o uso de agrotoxicos € proibido ou restrito. Contudo, s6
recentemente, se iniciou estudo para o desenvolvimento de mico-herbicidas destinado ao
controle biolégico das cordas-de-viola.

O fungo Cercospora foi identificado como agente causal da cercosporiose em
cordas-de-viola e pode ser considerado um potencial agente de controle bioldgico dessas
espécies. Esse fungo causa manchas necréticas nas folhas que resultam em desfolha das
plantas. Apesar disso, existem restricdes que ainda impossibilitam o uso desse fungo como
mico-herbicida em programas de manejo integrado de plantas do “complexo cordas-de-viola”
(Ipomoea spp.), particularmente em relacdo a epidemiologia da doenga e aos fatores que
influenciam seu desenvolvimento, como a concentracdo de indculo, o molhamento foliar
minimo e o estadio fenoldgico em que a planta é mais suscetivel, quando se utiliza os
fragmentos de micélio do fungo. Deste modo, propde-se no presente trabalho definir as
condi¢des epidemioldgicas exigidas por Cercospora para o desenvolvimento adequado da
doenca e que subsidiem o desenvolvimento de um mico-herbicida constituido por fragmentos

de micélio para o controle de Ipomoea spp.
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4 HIPOTESES

O uso de fragmentos de micélio de Cercospora como inbdculo permite o
desenvolvimento da cercosporiose em 1. nil.

A desfolha de I. nil causada por Cercospora esta diretamente relacionada a
combinacdo dos fatores epidemioldgicos estudados.

Os isolados de Cercospora sao capazes de causar desfolha e controlar I. grandifolia,
1. hederifolia, I. nil e I. quamoclit em condi¢des controladas.

Ha isolados de Cercospora promissores para o desenvolvimento de um mico-

herbicida para o controle de I. grandifolia, 1. hederifolia, I. nil e I. quamoclit.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Determinar as condi¢des epidemioldgicas ideais que subsidiem o desenvolvimento
de um mico-herbicida constituido por fragmentos de micélio de Cercospora para o controle

de Ipomoea spp.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentracdo de inéculo e o periodo de molhamento foliar para o
desenvolvimento da cercosporiose em 1. nil;

Determinar o estadio fenoldgico de 1. nil mais suscetivel aos isolados de Cercospora,

Estabelecer um protocolo, baseado na concentracdo de in6culo, periodo de
molhamento foliar minimo e estadio fenol6gico mais suscetivel do hospedeiro, para obtencao
de méxima intensidade de cercosporiose em Ipomoea spp; e

Identificar isolados capazes de causar danos em I. grandifolia, I. hederifolia, 1. nil e

1. quamoclit.
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6 ARTIGO A: EFEITO DO INOCULO, PERIODO DE MOLHAMENTO
FOLIAR E DO ESTADIO FENOLOGICO DE Ipomoea nil NO
DESENVOLVIMENTO DA CERCOSPORIOSE

6.1 RESUMO

Isolados do fungo Cercospora foram identificados como agentes causais da cercosporiose em
cordas-de-viola (Ipomoea spp.), consideradas invasoras no Brasil. O fungo pode ser
considerado como potencial agente de biocontrole, mas ndo ha estudos sobre os parametros
epidemioldgicos que influenciam o desenvolvimento da doenca em Ipomoea nil, quando se
utiliza fragmentos de micélio como tipo de indculo. Assim, o objetivo do trabalho foi
determinar os efeitos da concentracdo de in6culo de Cercospora, periodo de molhamento
foliar e do estadio fenoldgico de Ipomoea nil na intensidade da cercosporiose e desfolha de
plantas. Dos oitos isolados de Cercospora, os isolados CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-
1449 e CMAA-1710 foram selecionados por causar maior incidéncia e severidade final da
doencga; além disso, CMAA-1449 e CMAA-1710 também reduziram a emissao foliar de I. nil
em relacdo ao controle. Para esses isolados, observou-se maior incidéncia da doenca e
desfolha em plantas inoculadas no estidio de 2 a 3 folhas definitivas, utilizando-se 10’
fragmentos de micélio mL!, e submetidas a 6 h (CMAA-1441, CMAA-1444 e CMAA-1449)
e 12 h (CMAA-1710) de molhamento foliar. Os resultados demonstram que a desfolha de 1.

nil causada por Cercospora depende de uma combinacdo de fatores epidemioldgicos.

Palavras-chave: Cercospora, Corda-de-viola, Controle biol6gico, Mico-herbicida.
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EFFECT OF INOCULUM, LEAF WETNESS PERIOD AND Ipomoea nil
PHENOLOGICAL STATES ON CERCOSPORA LEAF SPOT DEVELOPMENT

6.2 ABSTRACT

Isolates of Cercospora fungus were identified as causal agent of cercospora leaf spot in
morningglories (Ipomoea spp.), considered invasive in Brazil. The fungus can be considered
as a potential biocontrol agent, but there are no studies of the epidemiological parameters that
influence the disease development on Ipomoea nil by using mycelial fragments as inoculum
type. Thus, the objective of this work was to select isolates of Cercospora with control
potential, and to determine the effects of Cercospora inoculum concentration, leaf wetness
period and Ipomoea nil phenological stage on the intensity of cercospora leaf spot and plant
defoliation. Of the eight isolates of Cercospora, the isolates CMAA-1441, CMAA-1444,
CMAA-1449 and CMAA-1710 were selected once they caused a higher incidence and final
severity of the disease; in addition, CMAA-1449 and CMAA-1710 also reduced the leaf
emission of I. nil compared to the control. For these isolates, it was observed a higher
incidence of the disease and defoliation in inoculated plants in the stage of 2-3 leaves, using
107 fragments of mycelium mL™!, and submitted to 6 h (CMAA-1441, CMAA-1444 and
CMAA -1449) and 12 h (CMAA-1710) of dew period. The results demonstrate that I. nil

defoliation caused by Cercospora depends on a combination of epidemiological parameters.

Key-words: Cercospora, Morningglory, Biological control, Micoherbicide.
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6.3 INTRODUCAO

A corda-de-viola, Ipomoea nil (L.) Roth., é considerada uma das mais problemaéticas
plantas invasoras em culturas de interesse econdmico no Brasil, sobretudo em cana-de-agucar,
milho e soja. Competem com as culturas, principalmente por potéassio e nitrogénio, afetando
seu desenvolvimento e produtividade (DUARTE et al., 2008). A reducdo no rendimento de
graos da soja, em funcdo da interferéncia de 1. nil associada a Brachiaria plantaginea (Link)
Hitchce., Digitaria horizontalis Wild. e Cyperus rotundus L. varia de acordo com a densidade
dessas invasoras por area, sendo estimadas perdas de 82 a 92,5% (SILVA et al., 2009). A
espécie causa perdas em canaviais infestados, ocasionando tombamento de colmos e
interferindo nas operagdes de colheita (GIANCOTTI et al., 2014).

A implantacdo da colheita mecanizada na cana-de-aclicar provocou importantes
modificagdes no sistema produtivo, como a manutencao de palha sobre o solo (SOUZA et al.,
2005) e o surgimento de plantas invasoras que antes nao eram recorrentes nos canaviais, Como
as cordas-de-viola (SILVA; MONQUERO; MUNOZ, 2015). Como sdo espécies com habito
de crescimento trepador e seu ciclo biologico sé termina apds a maturacdo da cultura, as
cordas-de-viola acabam prejudicando o desempenho operacional das colhedoras (LORENZI,
1994). Ja a manutencdo de quantidades de palha de cana-de-agticar maiores que 10 t ha’!
sobre o solo, em éareas infestadas com as cordas-de-viola, reduz a eficacia dos herbicidas
aplicados em pré-emergéncia (MONQUERO et al., 2009), ja que sdo interceptados pela
superficie da palha e podem ser volatilizados e/ou fotodecompostos, até mesmo serem
lixiviados para o solo (LOCKE; BRYSON, 1997).

As perdas provocadas pelas cordas-de-viola no Brasil mostram que o conjunto de
ténicas utilizado para o manejo destas invasoras apresenta limitagdes e, que se faz necesséria a
introducdo de métodos alternativos, como o controle bioldgico, que possam reduzir os
prejuizos causados as culturas e a dependéncia do controle quimico. Nao ha informacao sobre
o uso de fungos como agentes de controle bioldgico para o “complexo cordas-de-viola”. Nos
ultimos anos, alguns estudos relataram a ocorréncia de fungos fitopatogénicos, como
Alternaria sp. Ness, Bipolaris sp. Shoemaker e Cercospora sp. Fresen. ex Fuckel, associados
as cordas-de-viola, com potencial para serem investigados como estratégia de controle
alternativo (NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2012) e, dentre eles observou-se que o género
Cercospora € prevalente e ocorre naturalmente em maior nimero de espécies de Ipomoea. Os

sintomas observados, caracterizados por manchas foliares seguidas de amarelecimento e
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desfolha, indicaram que esse fungo pode ser considerado para estudos de desenvolvimento de
um mico-herbicida (NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2014).

Cercospora ¢ um dos géneros de fungos fitopatogénicos avaliados no controle
biolégico de plantas daninhas (ROCHA; PEREIRA; BARRETO, 2007). Segundo
Charudattan et al. (1985) e Hasan; Ayres (1990) espécies de Cercospora sdao consideradas
potenciais agentes de controle biolégico de plantas daninhas devido a capacidade destrutiva, a
alta especificidade aparente e o ciclo de vida assexuado simples. Espécies desse género, como
Cercospora caricis Dearn. & House, Cercospora mitracarpi-hirti Pereira & Barreto e
Cercospora sagittariae Ellis & Kellerm., foram identificadas como micobiota associada a
Cyperus rotundus L. (RIBEIRO et al., 1997), Mitracarpus hirtus (Linn.) DC. (PEREIRA;
BARRETO, 2005) e Sagittaria montevidensis Cham. & Schltdl (SOARES; BARRETO;
BRAUN, 2009), respectivamente, e indicadas como potenciais candidatos a agentes de
controle bioldgico dessas invasoras no Brasil. Os resultados obtidos mostraram que todas as
espécies causaram severa necrose, mas apenas C. caricis e C. mitracarpi-hirti provocaram
desfolha em seus hospedeiros.

O desenvolvimento de um mico-herbicida requer, primeiramente, a descoberta e
identificacdo de fungos fitopatogé€nicos associados a planta daninha alvo, e em seguida a
avaliacdo do potencial do patégeno candidato como agente de controle biologico (ASH,
2010). A identificacdo de fungos fitopatogénicos com potencial para desenvolver um mico-
herbicida € considerada relativamente facil, mas o caminho para o desenvolvimento de um
novo produto é longo e complexo (AULD; HETHERINGTON; SMITH, 2003). De acordo
com Barreto (2009) a determinagcdo da concentracdo de indéculo e o efeito do agente de
controle biolégico sobre a planta-alvo em diferentes estidios de desenvolvimento sdo etapas
importantes dentro de um conjunto amplo de testes realizados para a completa avaliacdo do
fungo candidato a mico-herbicida sob condi¢des controladas.

Embora Cercospora possa ser considerado um potencial agente de biocontrole das
cordas-de-viola, o uso desse fungo como mico-herbicida, quando se utiliza os conidios, pode
ser limitado em funcdo da dificuldade de esporulacdo in vitro, da necessidade de uso da
técnica difasica para a producdo de conidios e da dependéncia de uma alta concentragdo de
conidios mL' para causar desfolha nessas plantas daninhas (NECHET; SANTOS;
HALFELD-VIEIRA, 2016; SANTOS; HALFELD-VIEIRA; NECHET, 2016; SILVA et al.,

2016). O uso de fragmentos de micélio de Cercospora, obtidos por meio da técnica de
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fermentacdo liquida, pode ser uma alternativa para superar essas limitagdes e viabiliar o
desenvolvimento desse fitopatdgeno como mico-herbicida.

Apesar disso, até 0 momento, ndo ha estudo determinando as condi¢Oes exigidas por
Cercospora para estabelecimento da infeccdo e desenvolvimento da doenca em corda-de-
viola, quando se utiliza como tipo de indculo os fragmentos de micélio, por isso, se faz
necessario estabelecer uma metodologia de inoculag¢do para o desenvolvimento da doenga e,
posterior selecdo de isolado com potencial para a produ¢dao de um mico-herbicida. Objetivou-
se com o trabalho determinar a concentracdo de fragmentos de micélio como in6culo, o
molhamento foliar minimo e o estddio fenologico de I. nil mais suscetivel a infec¢ao por

Cercospora.
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6.4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no periodo de mar¢o de 2016 a maio de 2017, no
Laboratério de Fitopatologia e em casa-de-vegetacdo na Embrapa Roraima, Boa Vista, RR,
Brasil. Durante os ensaios, a temperatura ficou em torno de 30°C (uso de termdmetro digital
de mixima e minima temperatura) e a umidade relativa do ar em 83% (uso de higrometro de
bulbo seco e umido). A irrigacio das plantas foi feita por aspersio com acionamento
automatico ajustado para quatro ciclos de rega por dia, com duracdo de um minuto e vazio de

1,9 L.
6.4.1 Origem das sementes de 1. nil

A espécie de corda-de-viola utilizada nos ensaios foi 1. nil, por ser suscetivel a todos
os isolados de Cercospora avaliados neste trabalho, conforme estudo prévio realizado na
Embrapa Meio Ambiente por SANTOS et al. (2016). Sintomas de cercosporiose em plantas

de I. nil estdao apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Sintomas de cercosporiose em plantas de Ipomoea nil inoculadas com suspensio

de 10° conidios mL™! de Cercospora sp.

Fotos: Nechet, K. L (2016).

As sementes desta espécie foram adquiridas comercialmente. Para obtencdo de
plantas nos estidios fenoldgicos estudados, as sementes foram depositadas em vasos plasticos
de 1,0 dm® (primeiro experimento) e 2,0 dm?® (segundo ao quarto experimento) contendo

substrato preparado com solo, areia e esterco bovino curtido, na propor¢do de 1:1:1 (v/v/v).
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6.4.2 Origem dos isolados fiingicos

Os 1isolados de Cercospora utilizados nesse estudo encontram-se depositados na
Cole¢ao de Microrganismos de Importancia Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio
Ambiente, Jaguariina, Sdo Paulo. O cédigo de cada isolado, hospedeiro de origem, coletor e

local de coleta sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Isolados de Cercospora utilizados neste estudo obtidos de Ipomoea spp.

Isolado | Hospedeiro de origem | Coletor | Local de coleta
CMAA-1440 Ipomoea nil Nechet, K. L. Jaguariina-SP
CMAA-1441 I nil Nechet, K. L. Holambra-SP
CMAA-1444 Ipomoea triloba Nechet, K. L. Jaguariina-SP
CMAA-1445 Ipomoea hederifolia Nechet, K. L. Jaguariina-SP
CMAA-1447 Ipomoea indivisa Nechet, K. L. Iracemépolis-SP
CMAA-1448 Ipomoea grandifolia Nechet, K. L. Jaguariina-SP
CMAA-1449 1 nil Nechet, K. L. Jaguariina-SP
CMAA-1710 I nil Nechet, K. L. Jaguaridna-SP

Fonte: Nechet, K. L. (2015).

Os isolados recebidos da cole¢do foram repicados para placas de Petri contendo
meio de cultura de Batata Dextrose Agar (BDA) e mantidos em incubadora a 25°C com
fotoperiodo de doze horas (luz do dia e luz negra) para uso na obtencdo de indculo dos

1solados.

6.4.3 Producao de inéculo

Para a obtencao de fragmentos de micélio, os isolados foram semeados em placas de
Petri contendo meio BDA e mantidos por 15 dias em incubadora a 25°C e fotoperiodo de
doze horas (luz do dia e luz negra) para obtencao da coldnia. Apos esse periodo, cinco discos
de micélio, retirados da periferia das colonias, foram transferidos para Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL do meio liquido Batata Dextrose (BD). Os Erlenmeyers foram mantidos em
incubadora com agitac@o orbital (Shaker) a 180 rpm, a 28°C por sete dias. Posteriormente, a
massa micelial obtida foi filtrada em gaze, suspensa em dgua destilada esterilizada e triturada
por um minuto utilizando um triturador mecanico de laboratério. Uma aliquota de 1,0 mL da
suspensdo triturada foi retirada para quantificacdo de fragmentos de micélio, utilizando-se a

camara de Neubauer sob um microscopio de luz (adaptado de SANTOS et al., 2016).
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6.4.3.1 Selecdo de isolados de Cercospora

Plantas de 1. nil, no estadio de 2 a 3 folhas definitivas (folhas sem ferimentos), foram
inoculadas com suspensdes de indculo de cada um dos isolados utilizados nesse estudo na
concentracio de 10° fragmentos de micélio mL™! e acrescidas de Tween 20 a 0,05%. Apés a
inoculagcdo, as plantas foram mantidas em camara umida, utilizando-se sacos plasticos
transparentes umedecidos, por 24 h. Posteriormente, as plantas foram mantidas em condi¢des
de casa-de-vegetacdo. Plantas pulverizadas com 4gua acrescida de Tween 20 a 0,05%
constaram como controle (adaptado de SANTOS et al., 2016). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com nove tratamentos (oito isolados e o controle) e cinco
repeticdes, sendo cada repeticio um vaso com uma planta. As avaliacdes de nimero total de
folhas e incidéncia de folhas com sintomas foram realizadas diariamente, durante 15 dias. A

severidade final da doenga foi realizada no ultimo dia da avaliagdo.

6.4.3.2 Efeito da concentracdo de indculo

A partir dos resultados do experimento anterior, o efeito da concentracdo de indculo
foi avaliado na intensidade das doengas causada por quatro isolados de Cercospora
selecionados. Plantas de I. nil, no estadio de 2 a 3 folhas definitivas (folhas sem ferimentos),
foram inoculadas com suspensdes nas concentracdes de 10°, 10° e 107 fragmentos de micélio
mL! acrescidas de Tween 20 a 0,05%. Plantas pulverizadas com 4gua acrescida de Tween 20
a 0,05% constaram como controle. Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara
umida, utilizando-se sacos plasticos transparentes umedecidos, por 24 h. Apds esse periodo,
as plantas foram mantidas em condi¢des de casa-de-vegetacdo (adaptado de NECHET;
SANTOS; HALFELD-VIEIRA, 2016). As avaliacoes de nimero total de folhas e incidéncia
de folhas com sintomas foram realizadas diariamente, durante 28 dias. Para cada isolado, os
ensaios foram conduzidos separadamente em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés tratamentos (concentracdes de fragmentos de micélio) e cinco

repeticoes, sendo cada repeticdo um vaso com duas plantas.

6.4.3.3 Efeito do periodo de molhamento foliar

As plantas de I. nil, no estadio de 2 a 3 folhas definitivas (folhas sem ferimentos),
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foram inoculadas com suspensdes na concentracdo de 107 fragmentos de micélio acrescidas
de Tween 20 a 0,05%. Apds a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara tmida,
utilizando-se sacos plasticos transparentes umedecidos, por 6, 12, 24 e 48 h. Plantas do
tratamento O foram inoculadas e, imediatamente submetidas as condi¢des de casa-de-
vegetacdo. As plantas submetidas aos demais periodos de molhamento foliar foram retiradas
da camara umida e mantidas em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo apds cada periodo
estabelecido (adaptado de NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2011). As avaliacdes de niimero
total de folhas e incidéncia de folhas com sintomas foram realizadas diariamente durante 23
dias. Para cada isolado, os ensaios foram conduzidos separadamente em delineamento
experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial com cinco periodos de
molhamento, dois tratamentos (inoculado e ndo inoculado) e cinco repeti¢des, sendo cada
repeticdo um vaso com duas plantas. Plantas submetidas aos mesmos periodos de molhamento
foliar pulverizadas com &4gua destilada acrescida de Tween 20 a 0,05% constaram como

controle.

6.4.3.4 Efeito do estadio fenoldgico da planta

A semeadura de 1. nil foi realizada nos intervalos pré-determinados para se obter, na
época de inoculagdo, plantas em quatro estadios fenoldgicos: 1) estadio cotiledonar (E1); 2) 2
a 3 folhas definitivas (E2); 3) plantas com flores (E3); e 4) plantas com frutos (E4). Plantas
nos diferentes estidios fenologicos foram pulverizadas com suspensdes de fragmentos de
micélio mL ™! acrescidas de Tween 20 a 0,05%, e mantidas em cAmara umida, pelo periodo
selecionado individualmente para cada um dos isolados de Cercospora no ensaio anterior.
Apos o periodo, as plantas foram mantidas em condi¢Oes de casa-de-vegetacdo. Plantas nos
mesmos estaddios fenoldgicos pulverizadas com agua acrescida de Tween 20 a 0,05%
constaram como controle. As avaliacdes de nimero total de folhas e incidéncia de folhas com
sintomas foram realizadas diariamente durante 23 dias. Para cada isolado, os ensaios foram
conduzidos separadamente em delineamento experimental inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos (estadios fenoldgicos) e cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo um vaso

com duas plantas.

6.4.3.5 Avaliacdes

A intensidade da doenca foi avaliada com base na porcentagem do nimero de folhas
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com sintomas, a partir do calculo: Incidéncia (%) = Numero de folhas com sintomas *100/
nimero total de folhas. A desfolha da planta foi baseada no nimero total de folhas da planta
do dia da inoculagdo até a finalizacdo de cada ensaio. Os dados de intensidade de doenca
foram transformados em é&rea abaixo da curva de progresso da incidéncia da doenca
(AACPID). A partir dos dados de nimero total de folhas calculou-se a 4rea abaixo da curva
de progresso de emissdo de folhas (AACPEF). No final do ensaio de selecdo, as folhas
sintomaticas foram coletadas, escaneadas e as imagens analisadas utilizando o software
ASSESS 2.0 para obten¢do da porcentagem da severidade final da doenca.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e as médias, comparadas pelo
teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SAS versao 12 (SAS
Institute Inc., Cary, USA).
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6.5 RESULTADOS

6.5.1 Selecao de isolados de Cercospora
Todos os isolados de Cercospora testados foram patogénicos a I. nil, quando se
utilizou fragmentos de micélio como indculo. Sintomas de cercosporiose em plantas de 1. nil

estdo apresentados na Figura 2.

Figura 2 - Sintomas de cercosporiose em plantas de [pomoea nil inoculadas com suspensdo de

10° fragmentos de micélio mL"! de isolados de Cercospora.

Fotos: Barbosa, R. N. T. (2017).

Houve diferenca entre os isolados quanto a incidéncia de folhas com sintomas e a
severidade final da doenca. Maior intensidade da doenga foi observada em plantas inoculadas
com os isolados CMAA-1449, CMAA-1444, CMAA-1441 e CMAA-1710. Os valores de
AACPID foram 419 (CMAA-1449), 411 (CMAA-1444), 387 (CMAA-1441) e 381 (CMAA-
1710). Para os demais isolados, os valores de AACPID foram 340 (CMAA-1448), 249
(CMAA-1440), 229 (CMAA-1447) e 8 (CMAA-1445) (Figura 3A). Os maiores valores de
severidade final da doenca foram 21% (CMAA-1444); 19% (CMAA-1449); 17% (CMAA-
1710) e 14% (CMAA-1441). Para os demais isolados, os valores foram 6% (CMAA-1440),
4% (CMAA-1448) e 3% (CMAA-1447 e CMAA-1445) (Figura 3B).
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Figura 3 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenca (AACPID) (A) e
severidade final da doenca (B) em plantas de Ipomoea nil inoculadas com
fragmentos de micélio de isolados de Cercospora.
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra maidscula
entre tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

Baseado nos resultados obtidos para a severidade final da doenca verificou-se que
plantas de I. nil foram mais suscetiveis aos isolados CMAA-1449, CMAA-1444, CMAA-
1441 e CMAA-1710, mostrando que os mesmos sdo capazes de causar um rapido
coalescimento das lesdes e o aumento da porcentagem da area lesionada. Plantas inoculadas
com os isolados CMAA-1448, CMAA-1440, CMAA-1447 e CMAA-1445 nao apresentaram
progresso da doenga semelhante no mesmo periodo, o que influenciou na severidade final.

Quanto a emissdao de folhas, apenas as plantas inoculadas com CMAA-1449
(AACPEF= 66) e CMAA-1710 (AACPEF= 70) apresentaram diferenca estatistica em relacao
ao controle (AACPEF= 84), mostrando que os isolados sdo capazes de causar desfolha.
Observou-se uma reduciao de 21% na emissdo de folhas para CMAA-1449 e de 17% para
CMAA-1710. As plantas inoculadas com CMAA-1448 (AACPEF= 68) também diferiram
estatisticamente em relacdo ao controle, mas o isolado ndo se mostrou capaz de causar
desfolha. A reducgado ocorreu por um declinio na emissao de folhas, e nao por desfolha causada
pela morte do limbo foliar. Com excecdo de CMAA-1445, os demais isolados causaram

desfolha, apesar das plantas inoculadas ndo diferirem estatisticamente do controle (Figura 4).
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Figura 4 - Area abaixo da curva do progresso de emissdo de folhas (AACPEF) em plantas de
Ipomoea nil inoculadas com fragmentos de micélio de isolados de Cercospora.
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrdo. A barra na cor preta representa o controle e as
barras na cor cinza representam os tratamentos. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre tratamentos nao
diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

Para os isolados CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e CMAA-1710, o uso de
fragmentos de micélio como in6culo permitiu o desenvolvimento da cercosporiose em casa-
de-vegetacdo e a obten¢cdo de maiores valores de incidéncia da doenca e severidade final da
doenca. Baseado nos resultados de incidéncia e severidade final da doenca, os isolados
CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e CMAA-1710 foram selecionados para utilizagao

nos ensaios epidemioldgicos.

6.5.2 [Efeito da concentracio de inéculo

Para os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710, nao houve diferenca estatistica entre
as plantas de 1. nil inoculadas com as concentracdes de 10°, 10 e 107 fragmentos de micélio
mL! (Figuras 5A e D). Verificou-se diferenca estatistica na intensidade da doenca entre as
concentracdes utilizadas para os isolados CMAA-1444 e CMAA-1449. Para o isolado
CMAA-1444, nao houve diferenca estatistica em plantas de I nil inoculadas com as
concentracdes de 10° e 107 fragmentos de micélio mL!. Os maiores valores de incidéncia da
doenca foram obtidos em plantas de I. nil inoculadas com as concentracdes 10’ (AACPID=
398) e 10° (AACPID= 376) fragmentos de micélio mL"!' para CMAA-1444 (Figura 5B). Para

o isolado CMAA-1449, houve diferenca estatistica apenas em plantas de /. nil inoculadas com
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a concentragio de 107 fragmentos de micélio mL!' (AACPID= 607) (Figura 5C).

Figura 5 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenca (AACPID) em plantas
de Ipomoea nil inoculadas com diferentes concentragdes de fragmentos de micélio
dos isolados de Cercospora CMAA-1441 (A), CMAA-1444 (B), CMAA-1449 (C)
e CMAA-1710 (D).
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra maidscula
entre tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

A emissdo de folhas em plantas de I. nil variou em funcdo do isolado e da

concentracdo de in6culo (Figura 6). Para os isolados CMAA-1441 e CMAA-1444, as plantas

inoculadas com 107 fragmentos de micélio mL™' diferiram estatisticamente de 10° e 10°

fragmentos e do controle (Figura 6A e B). Para esses dois isolados observou-se que quanto
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maior a concentracdo de indéculo menor a emissao foliar. Para o isolado CMAA-1449, o valor

de AACPEF das plantas inoculadas com 107 fragmentos de micélio mL™! foi menor e

diferente estatisticamente dos valores de AACPEF das plantas inoculadas com e 10° e 10°

fragmentos de micélio mL™!, porém ndo diferiu da emissdo foliar das plantas controle (Figura

6C). Para o isolado CMAA-1710, o valor de AACPEF das plantas inoculadas com 107

fragmentos de micélio mL"' diferiu estatisticamente apenas das inoculadas com 10°

fragmentos de micélio mL! (Figura 6D).

Figura 6 - Area abaixo da curva do progresso de emissio de folhas (AACPEF) em plantas de
Ipomoea nil inoculadas com diferentes concentracdes de fragmentos de micélio dos
isolados de Cercospora CMAA-1441 (A), CMAA-1444 (B), CMAA-1449 (C) e

CMAA-1710 (D).
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrdo. A barra na cor preta representa o controle e as
barras na cor cinza representam os tratamentos. Médias seguidas de mesma letra maiuscula entre tratamentos nao
diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.
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Baseado nos resultados obtidos em relacdo a intensidade da doenca e reducdo de
emissdo foliar para todos os isolados, selecionou-se a concentracio de 107 fragmentos de

micélio mL™! para continuidade dos ensaios.

6.5.3 Efeito do periodo de molhamento foliar

A intensidade da doenca em funcao do periodo de molhamento foliar foi diferenciada
para cada isolado utilizado (Figura 7).

Para o isolado CMAA-1441, a maior intensidade da doenca foi observada nas plantas
submetidas a 6 h de molhamento foliar apos a inoculacdo (AACPID= 692) (Figura 7A). Para
o isolado CMAA-1444, a intensidade da doenca ndo diferiu estatisticamente para os periodos
de 0 a 24 h de molhamento foliar apds a inoculagdo. Os maiores valores de incidéncia foram
obtidos em plantas submetidas a 24 h (AACPID= 368), 6 h (AACPID= 365) e plantas nao
expostas a um periodo de molhamento foliar apds a inoculacdo (AACPID= 347) (Figura 7B).
Plantas submetidas a 48 h de molhamento foliar apés a inoculagcdo com o isolado CMAA-
1444 apresentaram menor intensidade da doenga (Figura 7B). O periodo de molhamento foliar
nao influenciou na intensidade da doenga em plantas inoculadas com o isolado CMAA-1449
(Figura 7C). Para o isolado CMAA-1710, os maiores valores de intensidade foram obtidos em
plantas submetidas a 48 h (AACPID= 444) e 12 h (AACPID= 435) apds a inoculacdo (Figura
7D).
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Figura 7 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenca (AACPID) em plantas
de Ipomoea nil submetidas a diferentes periodos de molhamento foliar apds a
inoculagdo dos isolados de Cercospora CMAA-1441 (A), CMAA-1444 (B),
CMAA-1449 (C) e CMAA-1710 (D).
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra maidscula
entre tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

Para os isolados CMAA-1441, CMAA-1444 ¢ CMAA-1449, houve diferenca
estatistica entre a emissdo de folhas de todos os periodos de molhamento foliar com o
controle. Para CMAA-1710, observou-se diferenca estatistica entre a emissao de folhas dos
periodos de 0, 6, 12 e 48 h.

Os valores da AACPEF dos periodos de molhamento foliar diferiram
estatisticamente para cada isolado utilizado. Para CMAA-1441, CMAA-1444 e CMAA-1449,

a inoculacdo reduziu o progresso da emissdo de folhas em todos os periodos de molhamento
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(Figuras 8A, B e C). Mas, verificaram-se as maiores reducdes (51% - CMAA-1441; 50% -
CMAA-1444; e 45% - CMAA-1449) na emissdo de folhas em plantas submetidas a 6 h de
molhamento ap6s a inoculacdo quando comparadas ao controle. Plantas inoculadas com
CMAA-1710 apresentaram reducdo do progresso da emissdo de folhas nos periodos de
molhamento foliar 0, 6, 12 e 48 h (Figura 8D). Porém, as plantas submetidas a 12 h de
molhamento apds a inoculagdo apresentaram a maior reducdo (41%) na emissdo de folhas
quando comparadas ao controle. Os resultados indicam que o uso de 6 h (CMAA-1441,
CMAA-1444 e CMAA-1449) e 12 h (CMAA-1710) de molhamento foliar apés a inoculagdo
foi suficiente para permitir o desenvolvimento da cercosporiose e obter maior desfolha em 1.

nil.

Figura 8 - Area abaixo da curva do progresso de emissdo de folhas (AACPEF) em plantas de
Ipomoea nil submetidas a diferentes periodos de molhamento foliar apds a
inoculagdo dos isolados de Cercospora CMAA-1441 (A), CMAA-1444 (B),
CMAA-1449 (C) e CMAA-1710 (D).
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrio. As barras na cor preta representam os controles
e as barras na cor cinza representam os tratamentos. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre
tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.
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6.5.4 Efeito do estadio fenologico da planta

Houve diferenca estatistica entre os valores obtidos para a intensidade da doenca em
funcdo do estadio fenoldgico do hospedeiro para todos os isolados utilizados (Figura 9). Para
o isolado CMAA-1441, os maiores valores de intensidade da doenca foram observados em
plantas nos estadios fenoldgicos E3 (AACPID= 1090) e E4 (AACPID= 940) (Figura 9A).
Para o isolado CMAA-1444, o maior valor de intensidade da doenca foi observado no estadio
E3 (AACPID= 806) (Figura 9B). Para os isolados CMAA-1449 ¢ CMAA-1710, maior
intensidade da doenca foi observada no estidio E4 (AACPID=1086; AACPID=1247,

respectivamente) (Figura 9C e D).

Figura 9 - Area abaixo da curva do progresso de incidéncia da doenca (AACPID) em plantas
de Ipomoea nil inoculadas com os isolados de Cercospora CMAA-1441 (A),
CMAA-1444 (B), CMAA-1449 (C) e CMAA-1710 (D), nos seguintes estadios
fenoldgicos: folhas cotiledonares (E1), 2 a 3 folhas definitivas (E2), plantas com
flores (E3) e plantas com frutos (E4).
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra maidscula
entre tratamentos ndo diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.
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Observou-se diferenca estatistica nos valores obtidos para a AACPEF dos estadios

fenoldgicos da planta para cada isolado utilizado em relagdo ao controle (Figura 10). Plantas

inoculadas com os isolados CMAA-1441, CMAA-1444 e CMAA-1449 apresentaram

desfolha (menores valores de AACPEF) apenas nos estadios fenologicos E1 e E2 (Figuras

10A, B e C). Para CMAA-1710, observou-se que em todos os estadios utilizados a inoculagdo

reduziu a emissdo de folhas pelas plantas (Figura 10D). Os resultados obtidos mostram que
plantas de I. nil sao mais suscetiveis aos isolados CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e
CMAA-1710 no estadio de 2 a 3 folhas definitivas.

Figura 10 - Area abaixo da curva do progresso de emissio de folhas (AACPEF) em plantas de
Ipomoea nil inoculadas com os isolados de Cercospora CMAA-1441 (A), CMAA-
1444 (B), CMAA-1449 (C) e CMAA-1710 (D), nos seguintes estadios fenoldgicos:
folhas cotiledonares (E1), 2 a 3 folhas definitivas (E2), plantas com flores (E3) e
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Os segmentos verticais em cada barra representam o erro padrio. As barras na cor preta representam os controles
e as barras na cor cinza representam os tratamentos. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre
tratamentos nio diferem estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.
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6.6 DISCUSSAO

O presente trabalho identificou os pardmetros epidemiologicos para o
desenvolvimento da cercosporiose e desfolha de I. nil. Os resultados demonstram que ha
diferenca entre os requisitos selecionados em fun¢do do isolado de Cercospora utilizado. O
uso de fragmentos de micélio de Cercospora como in6culo mostrou-se eficaz para infectar e
causar desfolha em /. nil. Os isolados CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 ¢ CMAA-
1710 foram selecionados por apresentarem maior agressividade com o uso deste indculo e
superarem os resultados obtidos com os isolados CMAA-1440, CMAA-1445, CMAA-1447 e
CMAA-1448.

O uso de uma concentracdo alta de inéculo (107 fragmentos de micélio mL™') dos
isolados selecionados foi um fator importante tanto para a ocorréncia da infeccdo quanto para
uma maior desfolha das plantas inoculadas, sugerindo que a doenga apresenta um maior
desenvolvimento nesta concentragdo, além de um periodo de incubacdo menor (sete dias)
quando comparado com o periodo de incubac¢@o dos outros tratamentos (dez a doze dias).

Os resultados obtidos por Nechet; Santos; Halfeld-Vieira (2016), relacionados a
determinagdo da concentracdo de indculo de Cercospora para inoculacdo de I. nil, indicam
que apenas a concentraciio de 107 conidios mL™' de Cercospora sp. foi capaz de causar maior
intensidade da doenca e desfolha em plantas de /. nil. Embora a concentragao de in6culo seja
a mesma quando se utiliza como tipo de in6culo os fragmentos de micélio e os conidios de
Cercospora, a facilidade de se produzir fragmento de micélio apenas utilizando meio liquido
pode ser considerada uma vantagem frente a técnica difasica, que é utilizada para a produgao
de conidios de Cercospora, além de reduzir o tempo de produgdo do inéculo. Em outros
patossistemas, o uso de micélio como in6culo aumentou a eficacia de fungos testados como
mico-hercibidas no controle das plantas-alvo. Bailey et al. (2011) verificaram que apenas o
micélio de Phoma macrostoma Mont. aplicado em pré ou pds-emergéncia ao solo causou
fotodegradacdo e reducao de peso fresco de Taraxacum officinale Weber ex F. H. Wigg.
Boyette; Hoagland; Stetina (2014) obtiveram 90% de controle de Sesbania exaltata (Raf.).
Rydb. Ex A. W. Hill, quando utilizaram 50 g de micélio seco L' de Myrothecium verrucaria
(Alb. & Schwein.). Ditmar.

A exposicdo das plantas inoculadas com os isolados CMAA-1441, CMAA-1444,
CMAA-1449 ¢ CMAA-1710 a um periodo minimo de 6h e 12 h molhamento apds a
inocula¢do causou uma maior desfolha de 1. nil. Com o tempo minimo de molhamento, os

isolados demandaram de um menor periodo de tempo para iniciar a infec¢ao (sete dias apds a
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inoculagdo) e foram capazes de causar doenca em intensidade similar ou superior aos demais
tratamentos. A partir deste resultado, estabeleceu-se 6 h e 12 h de molhamento foliar como os
periodos minimos necessarios para o desenvolvimento da cercosporiose € a obten¢do de maior
desfolha em plantas de I. nil. Para algumas espécies de Cercospora, o molhamento foliar é
considerado um fator condicionante para a ocorréncia da infec¢do e a intensidade da doenca
(SILVA; POZZA; RESENDE, 2015). Trabalhos com diferentes patossistemas mostram que o
aumento da intensidade da doenca nao estd necessariamente relacionado a um maior periodo
de molhamento foliar (PITELLI; AMORIM, 2003; ALVES et al., 2009; NECHET;
HALFELD-VIEIRA, 2011).

Os estadios fenoldgicos de planta com flores e plantas com frutos apresentaram a
maior de incidéncia de doenca, quando pulverizados com os isolados CMAA-1441, CMAA-
1444 ¢ CMAA-1449, mas as maiores reducdes na emissao de folhas de 1. nil foram obtidas
em plantas nos estadios cotiledonar (39% - CMAA-1441 e CMAA-1444; e 55% - CMAA-
1449) e de 2 a 3 folhas definitivas (19% - CMAA-1441; 27% - CMAA-1444; e 32% -
CMAA-1449). Além disso, no estddio cotiledonar foi observada uma porcentagem de 20%
(CMAA-1441 e CMAA-1444) e de 55% (CMAA-1449) de plantas mortas. Como a maior
desfolha s6 ocorreu nos estddios E1 e E2 € possivel que o uso dos isolados seja mais indicado
para estddios mais jovens da planta no momento da aplicacdo, pois ndo apresentaram
capacidade para emitir novas folhas, a medida que a incidéncia de doenga aumentava, como
os estadios E3 e E4. Por outro lado, o isolado CMAA-1710 foi capaz de reduzir a emissao de
folhas de 1. nil em qualquer estadio fenoldgico (41% em E1; 40% em E2; 33% em E3; e 22%
em E4) e manter o progresso da incidéncia de doenca, a medida em que a planta emitiu folhas.
Isso indica que o isolado pode ter apresentado ciclos secundérios da doenga, produzindo
in6culo suficiente para iniciar novas infec¢des nas plantas. A alta concentracdo de indculo
proporciona uma melhor distribuicdo do propagulo na superficie da planta e,
consequentemente, induz alta producdo de indculo inicial, a partir do qual podem ocorrer
ciclos sucessivos de infeccaio (CHARUDATTAN, 1988; VAN DER PLANK, 1975).

No patossistema 1. nil x Cercospora, plantas no estadio fenolégico de 2 a 3 folhas
definitivas foram mais suscetiveis a cercosporiose. Neste estddio, as plantas sofreram
desfolhas e ndo foram capazes de emitir novas folhas como as plantas nos estadio E3 e E4. A
suscetibilidade de diferentes plantas daninhas as potenciais agentes de controle bioldgico pode
varia com a idade da planta (NEUMANN; BOLAND, 2002). Contudo, alguns estudos

mostram que plantas em estddios mais jovens sdo mais suscetiveis a potenciais agentes de
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controle biolégico do que plantas em estddios mais avancado. Neumann; Boland (2002)
observaram que T. officinale com quatro semanas de idade foram mais suscetiveis a Phoma
herbarum Westend do que as plantas com seis e oito semanas de idade, contendo botdes
florais e flores. J4 Fallopia japonica (Hoult.). Ronse Decr. foi mais suscetivel a
Mycosphaerella polygoni-cuspidati Hara no estadio de folha jovem (sete a doze dias apds a
emergéncia) (KUROSE et al., 2015). Boyette et al. (2015) obtiveram um controle mais efetivo
de Commelina diffusa Burm. f. quando Phoma commelinicola (E. Young) Gruyter foi
inoculado nos estadios cotiledonar e de primeiras folhas verdadeiras.

A producdo de mico-herbicidas a baixos custos ¢ facilitada pela utilizacdo de micélio
fresco (BOYETTE et al., 1991). No presente trabalho, a técnica de cultivo de micélio de
Cercospora produziu indculo suficiente para avaliar o patossistema e identificar os
parametros epidemiolégicos que influenciam o desenvolvimento da cercosporiose em
condic¢des controladas. A produgdo de micélio de Cercospora atendeu a uma das exigéncias
para o desenvolvimento de fitopatdgenos como mico-herbicidas, a facil producdo em massa
do fungo in vitro, o que representaria um €éxito para a viabilidade comercial de um mico-
herbicida para controlar plantas do “complexo cordas-de-viola”. Como mencionado na
literatura, a producdo comercial de um mico-herbicida exige que o in6culo do fungo seja
produzido em massa sob condicdes controladas (LIMA; SOARES; BARRETO, 2010).

A partir dos resultados obtidos, identificou-se a concentragdo de indculo de
Cercospora, o periodo de molhamento foliar e o estadio fenologico de 1. nil que influenciam
na intensidade da cercosporiose e na desfolha de plantas causada Cercospora em condig¢des
controladas. Os resultados obtidos monstram que, para cada isolado de Cercospora utilizado,
a desfolha de plantas de I. nil é dependente de uma combinacdo dos fatores epidemioldgicos
estudados. Estas informagdes definiram um protocolo visando a selecdo de isolados de
Cercospora com potencial para o desenvolvimento de um mico-herbicida em condigdes
controladas, onde se deve inocular as plantas no estddio de 2 a 3 folhas definitivas na
concentracdo de 107 fragmentos de micélio mL™! e submetidas a 6 h e 12 h de molhamento
foliar ap6s a inoculacdo para se obter condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento da

cercosporiose.
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6.7 CONCLUSOES

Fragmentos de micélio de Cercospora podem ser utilizados como indculo para o
desenvolvimento da cercosporiose em Ipomoea nil.

A maior intensidade da cercosporiose e desfolha de I. nil foram obtidas com a
concentracio de 107 fragmentos de micélio mL™! e o molhamento foliar variando entre seis e

doze horas, em plantas no estadio de 2 a 3 folhas definitivas.
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7 ARTIGO B: SELECAO DE ISOLADOS DE Cercospora PARA O CONTROLE
BIOLOGICO DE CORDAS-DE-VIOLA

7.1 RESUMO

A ocorréncia de cordas-de-viola (Ipomoea spp.) tem comprometido a colheita mecanizada da
cana-de-acicar e causado sérias perdas a produtividade da cultura, em virtude da baixa
eficiéncia dos herbicidas na presenca da palha. Nessa condi¢cdo, o controle biolégico pelo
método de mico-herbicidas pode ser considerado uma alternativa de controle dessas espécies
invasoras. Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar, dentre quatro isolados de
Cercospora patogénicos a Ipomoea nil, isolados capazes de infectar e causar dano em
Ipomoea grandifolia, Ipomoea hederifolia e Ipomoea quamoclit. Os isolados foram
inoculados nas quatro espécies de Ipomoea utilizando parametros epidemioldgicos pré-
selecionados (107 fragmentos de micélio mL!, molhamento foliar entre seis e doze horas, e
plantas com 2 a 3 folhas definitivas). As avaliacdes de incidéncia e severidade da
cercosporiose € de desfolha foram realizadas semanalmente. Dos quatro isolados de
Cercospora testados, os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710 foram patogénicos a I. nil, I.
quamoclit, 1. hederifolia e 1. gradifolia. O isolado CMAA 1449 foi especifico a I. nil e L
quamoclit, enquanto o isolado CMAA-1444 foi especifico a I. nil. Apenas os isolados

CMAA-1441 e CMAA-1449 causaram desfolha e, esta foi restrita a I. nil.

Palavras-chave: Cercosporiose, Ipomoea grandifolia, Ipomoea hederifolia, Ipomoea nil,

Ipomoea quamoclit, Mico-herbicida.
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SELECTION OF Cercospora ISOLATES FOR THE BIOLOGICAL CONTROL OF
MORNINGGLORIES

7.2 ABSTRACT

The ocurrence of morningglories have compromised mechanized harvesting of sugarcane and
caused serious losses in crop productivity due to the low efficiency of herbicides in the
presence of straw. In this condition, the biological control by using the myco-herbicide
method can be considered an alternative in the control of these important weeds. Therefore,
the objective of this work was to identify, among four isolates of Cercospora pathogenic to
Ipomoea nil, the isolates capable of infecting and causing defoliation on Ipomoea grandifolia,
Ipomoea quamoclit and Ipomoea hederifolia. The isolates were inoculated in these four
Ipomoea species considering epidemiological parameters previously selected (10" mycelium
fragments mL™!, 6 to 12 h of dew period, plants with 2 to 3 leaves). The evaluations of the
incidence and severity of cercospora leaf spot and defoliation were carried out weekly. The
isolates CMAA-1441 and CMAA-1710 were pathogenic to 1. nil, I. quamoclit, 1. hederifolia
and 1. grandifolia. The isolate CMAA 1449 was specific to I. nil and I. quamoclit, while the
isolate CMAA-1444 was specific to I. nil . The defoliation was observed only on plants
inoculated with the isolates CMAA-1441 and CMAA-1449, and it was restricted to 1. nil.

Key-words: Cercospora leaf spot, Ipomoea grandifolia, Ipomoea hederifolia, Ipomoea nil,

Ipomoea quamoclit, Micoherbicide.
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7.3 INTRODUCAO

A implantagdo da colheita mecanizada da cana-de-agucar alterou significativamente
a composicao da flora infestante em funcdo da manutengao de uma camada de palha sobre o
solo e da supressdo da pratica da queimada (KUVA et al., 2008). Nesse sistema produtivo,
espécies infestantes, como as cordas-de-viola, encontraram um ambiente mais favoravel ao
seu desenvolvimento (MONQUEIRO et al., 2011) e passaram a ser predominantes nos
canaviais (SILVA, MONQUERO, MUNHOZ, 2015).

As cordas-de-viola (Ipomoea spp. L.) sdo plantas anuais, trepadeiras, herbéceas,
reproduzidas por sementes (KISSMANN; GROTH, 1999), que pertencem a familia
Convolvulaceae (LORENZI; SOUZA, 2001), e sdo amplamente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais do mundo (CAO et al., 2005). No Brasil, as cordas-de-viola sdo
consideradas plantas infestantes de importantes culturas agricolas, como café, soja, milho e
cana-de-actcar, causando prejuizos e sérios problemas na colheita e na qualidade do produto
colhido (NORSWORTHY; OLIVER, 2002). Essas espécies também tém interferido no
crescimento de espécies arbéreas em areas de restauragdo ecologica (MONQUERO et al.,
2015).

Entre as espécies do género, Ipomoea nil (L.) Roth, Ipomoea quamoclit L., Ipomoea
hederifolia L. e Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell destacam-se como importantes
plantas daninhas, particularmente em sistemas com colheita mecanizada (KUVA et al., 2007).
Na cana-de-acucar, por exemplo, 1. hederifolia reduziu em 36% a produtividade do agucar
total recuperavel do caldo (SILVA et al., 2009). Na cultura da soja, I. nil associada com
Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc., Digitaria horizontalis Wild. e Cyperus rotundus L.
causou perdas de 82 a 92,5% no rendimento de graos (SILVA et al., 2009). J4 a competi¢ao
de I. quamoclit por nitrogénio e potassio pode comprometer o crescimento, desenvolvimento
e a produtividade da cana-de-acucar, soja e milho (CARVALHO; BIANCO; PITELLI, 2009).
A interferéncia de espécies de corda-de-viola, como [. grandifolia, na dindmica de
comunidades florestais restauradas tem reduzido o conteddo de macro e micronutrientes e,
comprometido o crescimento de espécies arboreas (MONQUERO et al., 2015).

No sistema de produ¢do da cana-crua, o uso de herbicidas ¢ o método de controle
mais utilizado, pois as camadas de palha de até 20 t ha! sobre o solo, ndo exercem efeito
supressor sobre a germinacdo e emergéncia das cordas-de-viola (AZANIA; HIRATA;

AZANIA, 2011). At¢ mesmo os herbicidas aplicados em pré e pds-emergéncia tém sua
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eficiéncia reduzida com a permanéncia da camada de palha sobre o solo (SIMONI et al.,
2006; CHRISTOFFOLETI et al.,, 2007), uma vez que sdo interceptados e podem ser
fotodegradados, volatilizados e até mesmo adsorvidos pelos residuos vegetais (MERSIE et al.,
2006) antes da acdo da agua da chuva ou da irrigagdo (CORREIA; CAMILO; SANTOS,
2013). Com isso, ha surgimento de novos fluxos de emergéncia de plantulas de cordas-de-
viola (MONQUERO et al., 2009; PIZZO et al., 2010), o que acaba por dificultar o controle
dessas espécies. Nesse contexto, as cordas-de-viola sdo reconhecidas como um alvo potencial
para novas formas de manejo (SANTOS et al., 2016).

O controle biolégico pode desempenhar um papel importante no manejo de plantas
daninhas na producdo agricola e depende do potencial do organismo vivo como bioagente de
controle (ABDEL-KADER; EL-MOUGY, 2009). Segundo Harding; Raizada (2015) os
fungos, predominantemente, sdo os agentes causais de uma série de doencas em plantas
daninhas e, consequentemente, podem apresentar potencial para serem desenvolvidos como
mico-herbicidas. No Brasil, os fungos fitopatogénicos sdo estudados desde 1980 como uma
fonte potencial de controle de plantas daninhas (ROCHA; PEREIRA; BARRETO, 2007).
Entretanto, em funcdo dos grupos de pesquisa na area serem reduzidos, s6 recentemente, se
iniciou estudo para o desenvolvimento de mico-herbicidas destinado ao controle biologico de
plantas do “complexo cordas-de-viola”.

No estado de Sao Paulo, o fungo Cercospora foi identificado como agente causal da
cercosporiose em varias espécies de Ipomoea e foi testado, em casa-de-vegetagdo, quanto a
patogenicidade em I. nil, I. grandifolia, I. hederifolia e I. quamoclit. Nesse trabalho, os
resultados obtidos permitiram selecionar alguns isolados como potenciais agentes de controle
bioldgico por causarem desfolha em mais de uma espécie de Ipomoea (SANTOS et al., 2016).
A capacidade de um isolado causar dano em mais de uma espécie de Ipomoea € uma
caracteristica importante e atrativa para o mercado de produtos bioldgicos, pois amplia a
gama de plantas-alvo do agente de controle bioldgico.

Os prejuizos gerados pelas cordas-de-viola na produtividade e qualidade dos colmos
na cultura da cana-de-aguicar, mostram que a eficiéncia dos herbicidas utilizados para o seu
manejo € limitada e a introdu¢do do controle biolégico, com o uso de mico-herbicidas, pode
ajudar a reduzir as perdas causadas a cultura e a dependéncia do controle quimico. O uso de
mico-herbicidas, como um componente do manejo integrado das cordas-de-viola, representa
uma oportunidade para incorporar o controle biol6gico no setor produtivo brasileiro,
principalmente em cultivos agricolas organicos e, em areas de recuperacao florestal, onde o

uso de agrotoxicos € proibido ou restrito.
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Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi identificar, dentre quatro isolados de
Cercospora patogénicos a I. nil, isolados capazes de infectar e causar desfolha nas espécies 1.

grandifolia, I. hederifolia e I. quamoclit.
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7.4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no periodo de setembro a dezembro de 2017, no
Laboratério de Fitopatologia e em casa-de-vegetacdo na Embrapa Roraima, Boa Vista, RR,
Brasil. Durante os ensaios, a temperatura ficou em torno de 31°C (uso de termometro digital
de maxima e minima temperatura) e a umidade relativa do ar em 86% (uso de higrometro de
bulbo seco e umido). A irrigacdo das plantas foi feita por aspersdo com acionamento
automatico ajustado para quatro ciclos de rega por dia, com duracdo um minuto e vazio de

1,9 L.
7.4.1 Origem das sementes de Ipomoea spp.

As espécies de corda-de-viola utilizadas nos ensaios foram [I. grandifolia, I.
hederifolia, 1. nil e I quamoclit. As sementes destas espécies foram adquiridas
comercialmente. Para obtencdo de plantas no estaddio fenoldgico estudado, 2 a 3 folhas
definitivas, as sementes foram depositadas em vasos plasticos de 2,0 dm?® contendo substrato

preparado com solo, areia e esterco bovino curtido, na propor¢ao de 1:1:1 (v/v/v).

7.4.2 Origem dos isolados de Cercospora

Os isolados de Cercospora CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 ¢ CMAA-
1710' foram selecionados dentre oito isolados, em funcdo da intensidade da doenca e desfolha
causada em I. nil. Esses isolados encontram-se depositados na Cole¢ao de Microrganismos de
Importancia Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, Sao
Paulo. Os isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura de Batata
Dextrose Agar (BDA) e mantidos em incubadora a 25°C com fotoperiodo de 12 h (luz do dia

e luz negra) para uso na obtencao de indculo.

7.4.3 Producao de inculo

Para a obtencao de fragmentos de micélio, os isolados foram semeados em placas de

Petri contendo meio BDA e mantidos por 15 dias em incubadora a 25°C e fotoperiodo de 12 h

! Isolados cedidos pela Dr.* Katia de Lima Nechet, em 07 de julho de 2015, e utilizados nos ensaios de sele¢do
de isolados de Cercospora com potencial de controle de Ipomoea spp.
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(luz do dia e luz negra) para obtencao da colonia. Apds esse periodo, cinco discos de micélio,
retirados da periferia das colonias, foram transferidos para Erlenmeyer de 250 mL, contendo
100 mL do meio liquido Batata Dextrose (BD). Os Erlenmeyers foram mantidos em
incubadora com agitacao orbital (Shaker) a 180 rpm, a 28°C por 7 dias. Posteriormente, a
massa micelial obtida foi filtrada em gaze, suspensa em agua destilada esterilizada e triturada
por 1 minuto utilizando um triturador mecéanico de laboratorio. Uma aliquota de 1 mL da
suspensdo triturada foi retirada para quantificacdo de fragmentos de micélio, utilizando-se a

camara de Neubauer sob um microscépio de luz (adaptado de SANTOS et al., 2016).

7.4.4 Selecao de isolados de Cercospora

Plantas de 1. grandifolia, I. hederifolia, I. nil e I. quamoclit, no estadio de 2 a 3
folhas definitivas (folhas sem ferimentos), foram inoculadas com suspensdes de fragmentos
de micélio dos isolados de Cercospora CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e CMAA-
1710 na concentracio de 107 fragmentos de micélio mL™! e acrescidas de Tween 20 a 0,05%.
Plantas de cada espécie, no estddio de 2 a 3 folhas definitivas, pulverizadas com agua
acrescida de Tween 20 a 0,05% constaram como controle. As plantas inoculadas foram
mantidas em camara umida, utilizando-se sacos plasticos transparentes umedecidos, por 6 h
(isolados CMAA-1441, CMAA-1444 e CMAA-1449) e 12 h (isolado CMAA-1710). Para
cada isolado, o molhamento foliar utilizado foi obtido com base em estudo anteriormente
realizado. Posteriormente, as plantas foram mantidas em condi¢des de casa-de-vegetacdo. As
avaliacdes de nimero total de folhas e incidéncia de folhas com sintomas foram realizadas
diariamente, durante 23 dias. A avaliacdo da severidade da doenca foi feita a cada trés dias,
iniciando-se logo ap0s o aparecimento dos primeiros sintomas, durante 23 dias.

Os ensaios foram conduzidos separadamente para cada espécie de Ipomoea, em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (isolados) e seis
repeticoes, sendo cada repeticdio um vaso com duas plantas. Para cada espécie foram

conduzidos trés ensaios em casa-de-vegetacao.

7.4.4.1 Avaliacoes

A incidéncia da doenca foi avaliada com base na porcentagem do nimero de folhas
com sintomas, a partir do calculo: Incidéncia (%) = Numero de folhas com sintomas *100/

nimero total de folhas. A desfolha da planta foi baseada no nimero total de folhas da planta
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do dia da inoculagdo até a finalizagdo de cada ensaio. Os dados de incidéncia da doenga foram
transformados em érea abaixo da curva de progresso da incidéncia da doenca (AACPID). A
partir dos dados de nimero total de folhas calculou-se a area abaixo da curva de progresso de
emissdo de folhas (AACPEF).

A severidade da doenca foi avaliada com base na porcentagem de area foliar
lesionada obtida com auxilio da escala de notas com seis graus, adaptada de Hasan et al.
(1995), onde 0= 0% de superficie foliar; 1= 1-25% de superficie foliar; 2= 26-50% de
superficie foliar; 3= 51-75% de superficie foliar; 4= 76-100% de superficie foliar; 5= 100%
de superficie foliar e peciolo. Os valores de severidade da doenga, segundo a escala descritiva,
foram transformados para valores quantitativos, utilizando-se o indice de McKinney (1923),
pela formula: Indice de Infeccdo = S (grau da escala x frequéncia) x 100/ (nimero total de
unidades x grau maximo da escala). Os dados de severidade da doenga foram transformados
em area abaixo da curva de progresso da severidade da doenga (AACPSD).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e as médias, comparadas pelo
teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SAS versao 12 (SAS
Institute Inc., Cary, USA).
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7.5 RESULTADOS

Houve diferenca da intensidade da doenca em funcao do isolado de Cercospora e da
espécie alvo de Ipomoea. Plantas de I. nil inoculadas com os isolados CMAA-1441, CMAA-
1444, CMAA-1449 e CMAA-1710 apresentaram maior intensidade da cercosporiose quando
comparadas as plantas das demais espécies. Além disso, somente os isolados CMAA-1449 e
CMAA-1441 foram capazes de infectar e causar desfolha em 1. nil. Ja os isolados CMAA-
1441 e CMAA-1710 causaram doenca em [I. grandifolia, 1. hederifolia e 1. quamoclit; e o
isolado CMAA-1449 causou doenca em I. quamoclit. Contudo, nessas espécies, os isolados
nao foram capazes de causar desfolha.

O isolado CMAA-1449 foi capaz de causar doenca nas plantas de I. nil em todos os
ensaios. Para essa espécie, o isolado incitou em 92 a 100% das plantas e, o periodo de
incubacdo foi de oito dias para todos os ensaios. O isolado também causou desfolha em uma
porcentagem de 67 a 92% das plantas inoculadas em dois ensaios. O isolado CMAA-1441
também causou doenca em /. nil, mas somente em dois dos trés ensaios. Nesses, 100% das
plantas inoculadas ficaram doentes e o periodo de incubacdo da doenca foi de oito dias,
enquanto que no primeiro ensaio, o periodo de incubagao foi de doze dias. Apenas no segundo
ensaio, o isolado CMAA-1441 causou desfolha em 100% das plantas inoculadas. Para os
isolados CMAA-1444 e CMAA-1710, observou-se que a intensidade da doenca nao foi capaz
de causar desfolha em /. nil, independente dos ensaios, consequentemente a emissao de folhas
foi igual ou maior que a do controle. Nesse caso, o maior periodo de tempo para iniciar o

periodo de incubagdo afetou o progresso da doenca (Figuras 11A, B e C).
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Figura 11 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenga (AACPID) (A), area
abaixo da curva do progresso da severidade da doenca (AACPSD) (B) e area
abaixo da curva do progresso de emissdao de folhas (AACPEF) (C) em plantas de
Ipomoea nil inoculadas com os isolados de Cercospora CMAA-1441, CMAA-
1444, CMAA-1449 e CMAA-1710.
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As barras verticais representam as médias dos tratamentos (isolados de Cercospora) e do controle em trés
ensaios conduzidos por 23 dias. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre tratamentos ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

Os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710 foram capazes de causar doenga nas
plantas de I. grandifolia. Contudo, nao houve diferenca estatistica entre os isolados quanto a

intensidade da doenca. Para esta espécie, os isolados incidiram em 17% (CMAA-1710) e 67%
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(CMAA-1441) das plantas inoculadas e, o periodo de incubag¢do ficou entre nove e doze dias,

respectivamente. Para esses isolados, observou-se que a intensidade da doenca em I

grandifolia ndo foi capaz de causar desfolha nas plantas. Os isolados CMAA-1444 e CMAA-

1449 nao foram patogénicos a I. grandifolia (Figuras 12A, B e C).

Figura 12 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenga (AACPID) (A), area
abaixo da curva do progresso da severidade da doenca (AACPSD) (B) e area
abaixo da curva do progresso de emissao de folhas (AACPEF) (C) em plantas de
Ipomoea grandifolia inoculadas com os isolados de Cercospora CMAA-1441 e

CMAA-1710.
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As barras verticais representam a média dos tratamentos (isolados de Cercospora) e do controle em ensaio
conduzido por 23 dias. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre tratamentos ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

Os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710 foram patogénicos a I. hederifolia, e nao



60
houve diferenca estatistica da intensidade da doenca entre os isolados. Para esta espécie, os
isolados incidiram em 58% (CMAA-1710) e 83% (CMAA-1441) das plantas inoculadas e, o
periodo de incubacdo da doenca ficou entre oito e dez dias, respectivamente. Observou-se que
a intensidade da doenga ndo foi capaz de causar desfolha nas plantas de I. hederifolia. Os
isolados CMAA-1444 e CMAA-1449 nao foram patogénicos a I. hederifolia (Figuras 13A, B
e O).

Figura 13 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenga (AACPID) (A), area
abaixo da curva do progresso da severidade da doenca (AACPSD) (B) e area
abaixo da curva do progresso de emissdao de folhas (AACPEF) (C) em plantas de
Ipomoea hederifolia inoculadas com os isolados de Cercospora CMAA-1441 e

CMAA-1710.
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As barras verticais representam a média dos tratamentos (isolados de Cercospora) e do controle em ensaio
conduzido por 23 dias. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre tratamentos ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.
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Os isolados CMAA-1441, CMAA-1449 e CMAA-1710 foram capazes de causar
doenca em I. quamoclit. Nessa espécie, o isolado CMAA-1441 causou maior incidéncia da
doenca do que CMAA-1449 e CMAA-1710. Contudo, nao houve diferenca estatistica entre os
isolados quanto a severidade da doenca. O isolado CMAA-1441 causou doengca em 67% das
plantas inoculadas e, o periodo de incubacdo foi de nove dias. Para o isolado CMAA-1449,
observou-se que 42% das plantas apresentaram sintomas da doenca e, que o periodo de
incubacdo foi de quinze dias. Ja o isolado CMAA-1710, incidiu em 58% das plantas, com
periodo de incubacdo de nove dias. Apesar disso, a intensidade da doenca observada em 1.
quamoclit, independente do isolado, nao foi capaz de causar desfolha nas plantas. Além disso,
as plantas inoculadas emitiram mais folhas que o controle (Figuras 14A, B e C). O isolado

CMAA-1444 nao foi patogénico a I. guamoclit.
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Figura 14 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia da doenga (AACPID) (A), area
abaixo da curva do progresso da severidade da doenca (AACPSD) (B) e area
abaixo da curva do progresso de emissdao de folhas (AACPEF) (C) em plantas de
Ipomoea quamoclit inoculadas com os isolados de Cercospora CMAA-1441,
CMAA-1449 e CMAA-1710.
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As barras verticais representam a média dos tratamentos (isolados de Cercospora) e do controle em ensaio
conduzido por 23 dias. Médias seguidas de mesma letra maidscula entre tratamentos ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Fisher LSD a 5% de probabilidade.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que os maiores valores de incidéncia e
severidade foram obtidos com a inoculacdo dos isolados de Cercospora na espécie 1. nil. Os
isolados selecionados como causadores de desfolha em I. nil, CMAA-1449 ¢ CMAA-1441,
ndo foram capazes de causar desfolha nas outras espécies de Ipomoea utilizadas nesse
trabalho. Houve diferenca de especificidade de isolados em relacdo ao hospedeiro. Dois

isolados, CMAA-1441 e CMAA-1710, foram patogénicos a todas as espécies de Ipomoea
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testadas, contudo s6 CMAA-1441 causou desfolha em I. nil. O isolado CMAA-1449 ¢é

especifico a I. nil e I. quamoclit. Ja o isolado CMAA-1444 ¢ especifico a [. nil.
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7.6 DISCUSSAO

O presente trabalho identificou diferenca na intensidade da doenca e na desfolha
causada pelos isolados de Cercospora em funcao da espécie de Ipomoea. A maior intensidade
da cercosporiose e desfolha foi observada em I. nil, quando se utilizou os fragmentos de
micélio de Cercospora como indculo.

Neste estudo, observou-se que as plantas de [I. nil exibiram sintomas de
coalescimento das lesdes e amarelecimento das folhas. Nessa espécie, possivelmente, o
in6culo utilizado foi capaz de induzir um novo ciclo da doenga, promovendo um aumento no
nimero e tamanho das lesdes, 0 que ocasionou a necrose € o amarelecimento foliar.

Outro aspecto observado foi que em /. nil a ocorréncia de desfolha foi dependente do
progresso e severidade da cercosporiose. Nesse caso, apenas os isolados CMAA-1449 e
CMAA-1441 foram capazes de causar desfolha em /. nil. A desfolha ocorreu apos os isolados
causarem necrose foliar que resultou em senescéncia das folhas. Pereira; Barreto (2005)
também observaram que a desfolha em Mitracarpus hirstus (Linn.) DC. ocorreu apos as
lesdes causadas por Cercospora mitracarpi-hirti Pereira & Barreto coalescerem e cobrirem
todo o limbo foliar. Em outro patossistema, a morte de plantulas de Amaranthus spp. L.
ocorreu ap6s Phomophis amaranthicola Rosskopf, Charud., Shabana & Benny e
Microsphaeropsis amaranthi (Ellis & Barthol.) Heiny & Mintz. causarem coalescimento das
lesdes e estrangulamento do caule (ORTIZ-RIBBING; WILLIANS, 2006). Para os isolados
CMAA-1444 e CMAA-1710, a diferenca no tempo de inicio e progresso da doenca em 1. nil
retardou a expansdo das lesdes e, consequentemente, afetou a ocorréncia de desfolha. Os
resultados obtidos por Souza; Maffia; Mizubuti (2012), relacionados a agressividade de
isolados de Cercospora coffeicolla em cultivares de Coffea arabica L., mostram que a menor
severidade da doenca, causada pelo isolado To02, retardou o inicio dos periodos de incubacdo
e de laténcia e reduziu drasticamente a desfolha das plantas.

No patossistema I. nil x Cercospora, os isolados mais agressivos, CMAA-1441 e
CMAA-1449, causaram severa necrose e, posteriormente, entre doze a quatorze dias apds a
inoculagcdo, a desfolha das plantas. A maior agressividade dos isolados CMAA-1449 e
CMAA-1441 em plantas de I. nil sugere possivel envolvimento da alguma fitotoxina para
bloquear os mecanismos fisicos e quimicos de defesa da planta e, causar a desfolha. Segundo
Daub; Ehrenshaft (2000) a cercosporina, quando incitada pela luz, produz radicais hidroxilas
e oxigénio singlete. O oxigénio singlete catalisa a peroxidacdo da membrana lipidica, obstrui

a integridade celular e induz o extravasamento de conteddo citoplasmaético, o que ocasiona a
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morte da célula. Trabalhos com outros patossistemas mostram que hi uma correlagdo positiva
entre a producdo de fitotoxina e a agressividade dos isolados (AHONSI et al., 2005;
TESSMANN; CHARUDATTAN; PRESTON, 2008). Uso de fitotoxinas pode ser uma
alternativa na busca de metabdlitos naturais de ag¢do herbicida.

Mesmo com alta concentracio de indculo, os isolados de CMAA-1441, CMAA-1449
e CMAA-1710 nao causaram desfolha em I. grandifolia, I. hederifolia e I. quamoclit. Nessas
espécies, apenas as folhas inoculadas exibiram um amarelecimento e, posteriormente,
senesceram. Observou-se que a inoculacio nao influenciou o crescimento de I. grandifolia, 1.
hederifolia e 1. quamoclit, pois as plantas continuaram a emitir novas folhas. Nesse caso, ha
uma distinta reacdo de resisténcia entre as espécies de Ipomoea e, que possivelmente, I.
grandifolia, I. hederifolia e I. quamoclit possuem mecanismos de defesa capazes de impedir o
coalescimento de lesoes.

Nas condi¢des deste trabalho, pode-se considerar que a capacidade de causar
desfolha em 1. nil diferenciou o isolado CMAA-1449 dos demais isolados de Cercospora
estudados. Porém, esse isolado ndo causou desfolha em I. grandifolia, 1. hederifolia e I
quamoclit, o que restringiria seu possivel uso como mico-herbicida a apenas I. nil. Os
resultados obtidos sugerem que os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710 sdo os mais
indicados para o desenvolvimento de um mico-herbicida constituido por fragmentos de
micélio, ja que foram os Unicos capazes de causar doenca em todas as espécies de Ipomoea
utilizadas neste trabalho. Contudo, ainda ha necessidade de verificar se aumento da
intensidade da doenca estara associado a desfolha nessas espécies. O aumento da intensidade
da doenca poderia ser verificado com reaplicacdo de fragmentos de micélio, a mistura de
isolados de Cercospora ou o uso da fitotoxina cercosporina, uma vez que a a¢do da fitotoxina
ndo ¢é especifica. O uso da fitotoxina seria uma opg¢ao interessante para a inducdo de desfolha
em [. grandifolia, 1. hederifolia e 1. guamoclit, uma vez que foi observado o amarelecimento

das folhas inoculadas (Figura 15).
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Figura 15 - Folhas de Ipomoea grandifolia (A), Ipomoea hederifolia (B) e Ipomoea quamoclit
(C) com sintomas observados apds inoculacdo do isolado de Cercospora
CMAA-1441 e seus respectivos controles (D, E e F).

Fotos: Barbosa, R. N. T. (2017).

Os resultados alcancados permitem direcionar as proximas etapas de estudo visando
o desenvolvimento de um mico-herbicida com isolados de Cercospora para o controle de

plantas do “complexo corda-de-viola”.
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7.7 CONCLUSOES

O isolado CMAA-1444 foi patogénico apenas a Ipomoea nil.

O isolado CMAA-1449 foi patogénico a 1. nil e Ipomoea quamoclit.

Os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710 foram os unicos capazes de causar doenga
em todas as espécies de Ipomoea utilizadas e podem ser indicados para o desenvolvimento de
um mico-herbicida constituido por fragmentos de micélio.

Apenas os isolados CMAA-1441 e CMAA-1449 foram capazes de causar desfolha
em . nil.

Nenhum dos isolados de Cercospora causou desfolha em Ipomoea grandifolia,

Ipomoea hederifolia e 1. quamoclit por inoculacdo com fragmentos de micélio.
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8 CONCLUSOES GERAIS

O uso de fragmentos de micélio como in6culo pode ser utilizado para causar desfolha
em plantas de Ipomoea nil.

A inoculacdo de I. nil, no estadio de 2 a 3 folhas definitivas, com 10’ fragmentos de
micélio de Cercospora, e a submissdao das plantas a 6 h (CMAA-1441, CMAA-1444 ¢
CMAA-1449) e 12 h (CMAA-1710) de molhamento foliar, constitui uma metodologia de
inoculacdo para o desenvolvimento da cercosporiose em condi¢des controladas.

A capacidade dos isolados CMAA-1441, CMAA-1444, CMAA-1449 e CMAA-1710
de causarem desfolha em plantas de I. nil depende da combinacdo entre os fatores
epidemioldgicos estudados.

O isolado CMAA-1444 s6 foi capaz de causar doenca em 1. nil.

O isolado CMAA-1449 foi capaz de causar doenca em 1. nil e Ipomoea quamoclit.

Os isolados CMAA-1441 e CMAA-1710 foram patogé€nicos a todas as espécies de
Ipomoea e s@ao os mais indicados para o desenvolvimento de um mico-herbicida constituido
por fragmentos de micélio.

Os isolados CMAA-1449 e CMAA-1441 foram os unicos capazes de causar
desfolha em 1. nil.

Nenhum dos isolados de Cercospora foi capaz de causar desfolha em Ipomoea

grandifolia, Ipomoea hederifolia e I. quamoclit por inoculagao com fragmentos de micélio.



