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RESUMO

MACEDO, Davi Mesquita de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2010. Micobiota associada a Schinus terebinthifolius, Tradescantia
fluminensis e Rottboellia cochinchinensis como potenciais agentes de
controle bioldgico. Orientador: Robert Weingart Barreto. Co-Orientadores:
Olinto Liparini Pereira e Leandro Grassi de Freitas.

A invasédo de plantas exdticas representa uma das maiores ameagas
para a biodiversidade do planeta. Muitos paises enfrentam situacbes graves
com invasdes bioldgicas promovidas por plantas nativas do Brasil que, depois
de introduzidas a partir de seu centro de origem, livres de seus inimigos
naturais, passaram a invadir ecossistemas naturais ameagando a sua
integridade e processos ecologicos fundamentais. A utilizagdo das medidas de
controle convencionais, utilizadas na agricultura €, nesses casos, contra-
indicada ou inviavel. O controle biolégico classico pela introdugédo de inimigos
naturais especificos provenientes do centro de origem da planta € a unica
opc¢ao que apresenta exemplos de sucesso duradouro e € reconhecidamente
sustentavel. Fungos associados a trés espécies de plantas invasoras
(Rottboellia cochinchinensis — capim-camalote, Tradescantia fluminensis —
trapoeraba branca e Schinus terebinthifolius — aroeira) foram estudados no
contexto do controle biolégico classico com o propédsito de contribuir para a
mitigagdo de invasdes nos EUA e Nova Zelandia e os resultados s&o aqui
apresentados. Um hifomiceto foi descoberto atacando R. cochinchinensis no
Brasil e sua identidade foi esclarecida como sendo Bipolaris chloridis. Este
fungo nunca havia sido antes relatado no Brasil e nem sobre este hospedeiro.
Ele se mostrou capaz de atacar outras gramineas além de R. cochinchinensis,
milho e capim de Rhodes (seu hospedeiro originalmente conhecido). As

implicacbes desta descoberta para o controle bioldgico foram discutidas. Sobre
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T. fluminensis foram encontrados nove espécies de fungos durante o
levantamento: Cercospora apii, Ceratobasidium tradescantiae sp. nov.,
Colletotrichum falcatum, Kordyana brasiliensis sp.nov., Mycosphaerella
fradescantiae sp. nov., Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Septoria
paranaensis sp. nov. e Uromyces commelinae. A taxonomia da nova espécie
Kordyana brasiliensis foi esclarecida por exames morfolégicos e estudos
moleculares (com a utilizagdo dos primers NL1 e NL4) e o fungo se mostrou
promissor como agente de biocontrole, sendo especifico para T. fluminensis
(entre 69 espécies testadas de 32 familias botanicas) e capaz de causar uma
doenca severa sobre este hospedeiro. Sob condi¢gdes de infecgao natural o
fungo apresentou uma incidéncia de doenca na ordem de 70% e causou
severidade média de 42% em 200 folhas avaliadas. Os levantamentos da
micobiota de S. terebinthifolius, revelaram uma grande diversidade de fungos
potencialmente fitopatogénicos. Dentre estes, no presente trabalho, examinou-
se com atengdo os fungos coletados reconhecidos como pertencentes a familia
Meliolaceae e também, considerando-se o seu aparente potencialpara o
controle biolégico,um isolado de Corynespora cassiicola causador de doenca
severa sobre S. terebinthifolius. Trés espécies de fungos causadores de mildio
negro (uma doenca de pequeno impacto sobre S. terebinthifolius) foram
encontradas colonizando S. terebinthifolius em varias regides do Brasil:
Irenopsis schini-terebenthifolii sp. nov, Meliola chilensis € Meliola rhois var.
africana. A primeira espécie foi reconhecida como nova e descrita enquanto
que as duas demais foram reconhecidas como representando novas
associacdes patdégeno-hospedeiro, pois os fungos ndo eram conhecidos ainda
sobre S. terebinthifolius. A morfologia de um hifomiceto associado a manchas e

queimas foliares de S. terebinthifolius foi reconhecida como equivalente a dos



fungos da espécie C. cassiicola e confirmada por métodos moleculares
envolvendo a utilizagdo dos primers ITS1 e ITS4. Além disso, foi realizado um
teste de especificidade envolvendo 23 espécies de plantas de diferentes
familias botanicas, inclusive Anacardiaceae, e o patotipo se mostrou especifico
a S. terebinthifolius, sendo proposto o seu reconhecimento como C. cassiicola
f. sp. schinii e também o seu potencial para utilizagcdo como agente de controle

biolégico para infestacbes de S. terebinthifolius na Florida e Havai (EUA).



ABSTRACT

MACEDO, Davi Mesquita de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, April of
2010. Mycobiota of Schinus terebinthifolius, Tradescantia fluminensis and
Rottboellia cochinchinensis as potential biological control agents. Adviser:
Robert Weingart Barreto. Advisers: Olinto Liparini Pereira and Leandro Grassi
de Freitas.

Invansions of natural ecosystems by exotic plants represent one of the
greatest threats to biodiversity. Many countries face serious problems with such
biological invasions involving plants that are native from Brazil. After its having
been introduced from their center of origin and free from their natural enemies
they invade natural ecosystems and threaten the integrity of ecological
processes. The conventional control measures used in agriculture, in ssuch
cases, are not viable nor recommended. The classical biological control
involving the introduction of specific natural enemies from the center of origin of
the plant is the only option that provides examples of success and is widely
recognized as the sole sustainable alternative. Fungi associated with three
weed species (Rottboellia cochinchinensis - ltchgrass, Tradescantia fluminensis
- wandering jew and Schinus terebinthifolius - brazilian pepper tree) were
studied in the context of biological control with the aim of contributing to the
mitigation of invasions in the U.S., New Zealand and Brazil and the results are
presented herein. A hyphomycete was discovered attacking R. cochinchinensis
and identified as Bipolaris chloridis. This fungus has never been reported before
from Brazil nor on this host. This fungus was able to attack other grasses
besides R. cochinchinensis, namely corn and rhodes grass (its original host
). The implications of these finding for biological control were discussed. In
T. fluminensis, nine species of fungi were collected during the survey:

Cercospora apii, Ceratobasidium tradescantiae sp. nov., Colletotrichum
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falcatum, Kordyana brasiliensis sp. nov., Mycosphaerella tradescantiae
sp. nov., Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Septoria paranaensis
sp. nov. and Uromyces commelinae. The taxonomy of the new species
Kordyana brasiliensis was clarified by examinations of morphological characters
and molecular studies (using the primers NL1 and NL4). This fungus was
regarded as showing a high potential for use in biocontrol agent. It was specific
to T. fluminensis (among 69 species tested from 32 botanical families) and
capable of causing severe disease on this host. Under conditions of natural
infection bu this fungus an incidence of 70% and a level of 42% of disease
severity was reached. Surveys of the mycoflora S. terebinthifolius showed a
great diversity of potentially pathogenic fungi among which are fungi belonging
to a poorly known group of ascomycetes causing black mildews, the
Meliolaceae. Three species were found on this host: Irenopsis schini-
terebenthifolii sp. nov., Meliola chilensis and Meliola rhois var. africana. The first
species was described as new whereas the other two were new host-pathogen
associations. The potential for practical application in biological control of an
isolate of Corynespora cassiicola found causing a severe disease on S.
terebinthifolius. was investigated. Its identity was confirmed as C. cassiicola by
a combination of morphology studies and molecular methods involving the use
of primers ITS1 and ITS4. In addition, we performed a specificity test involving
23 species of plants of different botanical families, including several
Anacardiaceae. The isolate from S. terebinthifolius was shown to be host-
specific and the new forma specialis C. cassiicola f. sp. schinii was proposed.
Its potential for use as biological control agent for infestations of

S. terebinthifolius in Florida and Hawaii (USA) was regarded as high.
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INTRODUGAO GERAL

Ha registros de mais de 300 espécies de plantas comportando-se como
invasoras em ambientes exoticos (McGeoch et al.,, 2010). Estas sao
consideradas uma grande ameacga para a biodiversidade global em fungéo de
sua amplitude e magnitude (Hulme, 2009) contribuindo para uma dramatica
reducdo na riqueza das espécies nativas nos ambientes onde foram
introduzidas (Ellison, 2005; Gaertener et al., 2009). Além disso, essas invasoes
biolégicas promovidas por plantas exoéticas contribuem para a alteragdo em
processos nos ecossistema tais como a ciclagem de nutrientes (Raizada et al.,
2008). A reducao das espécies nativas ocorrem por diversos fatores, como,
competicdo com as espécies de plantas nativas e efeitos indiretos advindos da
eliminagcao de espécies na base de teias alimentares (Gaertner et al., 2009),
mudangas na estrutura da comunidade (Hedja et al., 2009) e na diversidade
genética (McGeoch et al.,, 2010). Na tentativa de mitigar os problemas
causados pelas plantas invasoras exoticas sem prejudicar ainda mais a
biodiversidade, o controle biolégico se apresenta como a unica medida de
controle adequada para minimizar os problemas e favorecer o retorno a uma
condicdo de equilibrio ambiental, havendo diversos e notérios exemplos de
sucesso (Charudattan, 2001). O inicio do controle biolégico de plantas
invasoras se deu nao primeiro quarto do século XX, com a liberagcdo de insetos
para o controle de plantas invasoras, (McFadyen, 1998), mas foi somente no
inicio da década de 70 que implementou-se o controle classico com a
introducdo de fungos fitopatogénicos (Hasan, 1980, Bruzzese & Field, 1985,

Barreto & Evans, 1988, Morris, 1997). Na historia do controle biolégico de
1



plantas invasoras diversas revisées foram publicadas com uma abordagem
completa sobre o assunto (Hasan, 1974; Huffaker, 1976; Hasan, 1980;
Templeton, 1982; Wapshere, 1982; Te Beest, 1984; Templeton, 1984; Evans,
1987; Adams, 1988; Ayres & Paul, 1990; Evans & Ellison, 1990; Charudattan,
1991; Watson, 1991; Te Beest et al., 1992; Julien & White, 1997; Hallett, 2005;
Morin et al., 2009; Palmer et al., 2010). Ha varios exemplos recentes de
trabalhos de controle biolégico de plantas daninhas envolvendo fungos
fitopatogénicos que alcagaram sucesso (Barton et al., 2007; Dhileepan, 2007;

Fischer et al., 2007; Kiss, 2007; Ellison et al., 2008).

O controle biolégico de plantas invasoras com a utilizacdo de
fitopatdgenos envolve duas principais estratégias: o método classico ou
inoculativo (envolvendo a introdugdo de um patégeno inimigo natural de uma
“planta-alvo” desde o seu centro de origem até a nova area de distribuicao da
planta, onde esta livre entdo de seus inimigos naturais tornou-se agressiva,
visando restabelecer o equilibrio) e o método de mico-herbicida ou inundativo;
tipicamente envolvendo o uso de fungos fitopatogénicos endémicos, ja
associados a planta-alvo, que sao produzidos em massa, formulados e
aplicados de modo semelhante a um herbicida quimico onde a populagéo da
planta daninha esta estabelecida (Evans, 2001). O presente trabalho

contempla a estratégia classica ou inoculativa.

No controle biolégico classico, a descoberta e escolha do agente séo
passos fundamentais para o sucesso na utilizacdo da estratégia. Neste caso,
0s organismos escolhidos como potenciais agentes de biocontrole nao podem
representar uma ameaca para as plantas nao-alvo (sejam elas plantas nativas

ou plantas exadticas cultivadas na area onde se pretende introduzir o agente).



Para tal, o agente deve ser, em geral, altamente especifico. Estes requisitos
sdo fundamentais para que a introdugcdo de organismos seja permitida pelos
orgaos oficiais responsaveis da permissdo da importacdo do organismo e pelo
publico local (Morin et al., 2006). Nos ultimos 40 anos, a utilizacdo de
fitopatogenos no controle biolégico de plantas invasoras tem se disseminado
(Charudattan, 2001). Dentre os fitopatdgenos utilizados como agente de
biocontrole, os fungos fitopatogénicos tem sido os mais bem aceitos, devido a
auséncia da necessidade de vetores para a sua introducdo e muitos deles
possuirem especificidade de hospedeiro (Charudattan, 2001). Isso é
particularmente acentuado para os fungos biotréficos, que tem sido o grupo de
fungos mais usados como agentes de biocontrole de plantas invasoras. Fungos
como os agentes etioldgicos de ferrugens e carvdes além de comumente muito
especificos, causam danos severos sobre as plantas-alvo, apresentam elevada
capacidade de dispersao e facilidade de se perpetuarem no ambiente quando
as condi¢cdes ambientais sao favoraveis (Frank, 1992). O exemplo pioneiro de
controle biolégico classico de plantas invasoras com fungos fitopatogénicos
também € um exemplo notdrio de sucesso da estratégia. Ele envolveu o uso de
um fungo biotréfico, a ferrugem Puccinia chondrillina Bubak, para o controle de
Chondrilla juncea L. na Australia (Adams, 1988; Hasan, 1980). Varios outros
exemplos bem sucedidos do uso de ferrugens se seguiram tais como os
projetos visando o controle biolégico de: Acacia saligna (Lab.) Wend., (Morris,
1997), Carduus theormeri (Tourn) (Bruckart & Dowler, 1986), Cryptostegia
grandiflora R. Br. (Tomley & Evans, 2004), Rubus spp. (Bruzzese & Field,
1985). Além das ferrugens, os carvbes brancos tém varias das caracteristicas
favoraveis enumeradas para fungos patogénicos biotréficos como as das

ferrugens. Existe ainda apenas um exemplo de fungo deste grupo utilizado em



programa de biocontrole: Entyloma ageratinae R. W. Barreto & H. C. Evans
utilizado com grande sucesso para o controle de Ageratina riparia (Regel) R.M.
King & H. Rob. no Havai e na Nova Zelandia (Barton et al., 2007). O Brasil € o
maior pais neotropical, e os neotropicos sdo o centro de origem de muitas
plantas invasoras de grande importancia no mundo. Alguns grupos de pesquisa
tém atuado no sentido de levantar e estudar artropodes e fungos para o
controle biologico de plantas daninhas nativas do Brasil (Barreto, 2008).
Trabalhos voltados ao controle biolégico de plantas invasoras com fungos
fitopatogénicos coletados no Brasil tem sido desenvolvidos ativamente desde a
década de 90 no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa, ja tendo culminado nas duas unicas introdugbes de fungos
fitopatogénicos brasileiros com esta finalidade respectivamente de Miconia
calvescens DC. - no Havai (Barreto et al., 2001b) e Lantana camara L. - na
Australia (Barreto et al., 2001a). Os fungos, causadores respectivamente da
antracnose em miconia e ferrugem em Lantana, se estabeleceram com
sucesso nas regides do globo onde foram introduzidos. Seu impacto sobre as

populagdes das plantas alvo ja estdo sendo notados.

Nessa tese apresentam-se os resultados de pesquisas envolvendo
levantamento e estudo de especificidade de fungos fitopatogénicos associados
a trés espécies de plantas invasoras de grande importancia. Duas sao nativas
do Brasil, Tradescantia fluminensis Vell. e Schinus terebinthifolius Radd., e a

terceira é exadtica: Rottboellia cochinchinensis (Lour.) W. D. Clayton.
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Abstract

Bipolaris chloridis was found causing severe leaf spots on Rottboellia
cochinchinensis which is an exotic weed of growing importance in Brazil.
Although this is ranked as one of the world’s worst weeds and subjected to
surveys for natural enemies in Africa and Asia where species of Bipolaris and
related genera were collected, this is the first time that B. chloridis was found
attacking this host. It is also the first time this fungal species is recorded in
Brazil. The knowledge of the mycota on this plant in Brazil is of great relevance
for classical biological control. If classical introductions of fungi from the centre
of origin are considered in the future, this information would be of critical
importance to allow avoiding superfluous introduction of fungi that are already
present in Brazil without producing any significant impact on weed populations.
A preliminary host-range test was performed involving inoculations of B.
chloridis on R. cochinchinesis on the graminicolous species Chloris gayana,
Pennisetum purpureum, R. cochinchinensis, Sorghum bicolor, Saccharum
officinarum, Triticum aestivum and Zea mays and it infected C. gayana, and Z.

mays besides R. cochinchinensis.
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Introduction

Rottboellia cochinchinensis (Lour) W. D. Clayton. (itch grass) is an annual
grass that is native to Africa or Asia, belongs to the family Poaceae and is
regarded as one of the world’s worst weeds, particularly of graminaceous crops
(Holm et al., 1977). In Brazil, where its introduction appears to have occurred
relatively recently, it is known as capim-camalote and rabo-de-lagarto (Lorenzi,
2008). It is more commonly found in the north of the country, but is becoming
more common and increasing in importance in southeastern Brazilian states
such as in Sao Paulo where it is becoming an aggressive invader of sugarcane
(Kissman, 1997). Its historical recognition as a major weed in sugarcane, and
the great difficulty of controlling it in this kind of crop raises its importance for
Brazil which relies on it for sugar and biofuel production (Millhollon, 1992,
Freitas et al.,, 2004). In maize, itchgrass infestations can lead to productivity
reductions of approximately 40% (Strahan et al., 2000). Chemical control is one
of the main control measures used against itchgrass, but besides the difficulty of
using herbicides to control a grass weed infesting a closely related crop, there
are now reports of biotypes resistant to ACCase inhibitors (Valverde, 2007).
Besides the problems such as skin irritations caused to workers by itchgrass
generates an additional problem for its management (Lorenzi, 2008). This
combination of problems highlights the need to resuscitating a biocontrol
programme that was conducted by CABI in the 1990s involving the exploration
of plant pathogens (Evans et al., 2001). This project involved a combination of
two strategies: bioherbicide and classical biocontrol (Ellison and Evans, 1989;
Ellison and Evans, 1995). Barreto (2008) suggested that the conclusion of the

classical biocontrol programme against R. cochinchinensis in Costa Rica which
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was interrupted in the late 1990s at its final stages would not only benefit Costa
Rica, where crop losses of 45-64% have been recorded in maize infested with
itchgrass (Rojas et al. 1994) but other Latin American countries, including
Brazil. The programme against this weed relied on an Afro-Asian co-evolved,
host-specific head smut fungus, Sporisorium ophiuri (P. Henn.) Vanky causing
systemic infection and capable of transforming the seed heads into columns of
powdery black spores which are shed into the soil to infect the next generation
of seedlings (Ellison and Evans 1995). Reeder and Ellison (1999) proposed the
introduction of the smut into Costa Rica but this project was interrupted because
of political/administrative/funding problems without the fungus ever having been
released into Costa Rica. The knowledge of the mycobiota on this plant in Brazil
is of great relevance for classical biological control. If a classical introduction of
fungi from the centre of origin is reconsidered in the future, this information
would be of critical importance to allow avoiding superfluous introduction of
fungi that are already present in Brazil without producing any significant impact
on weed populations. There is no report of a fungal pathogen attacking R.
cochinchinensis in Brazil (Mendes & Urben, 2010) and this paper includes the
first record of a fungus on this host in Brazil. Additionally pathogenicity and a

summarized evaluation of host-specificity were performed.
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Material and Methods

Specimens of B. chloridis were collected and examined while still fresh in the
lab and later dried in a plant press. A representative specimen was deposited in
the local herbarium (Herbarium of the Universidade Federal de Vigosa). All
lesions were associated with structures of a dematiaceous hyphomycete.
Slides were mounted in lactophenol and observed under a light microscope
Olympus BX 50® equipped with a digital camera "Olympus® Evolt E-330”. A pure
culture of the fungus was obtained by transfer of conidia, with a sterile fine
pointed needle, from lesions onto Petri plates containing VBA (vegetable broth-
agar) according to Pereira et al. (2003). Sample of individuals of R.
cochinchinensis were collected and dried in a plant press. Slide cultures were
prepared in order to better allow observation of conidial germination, and septal
formation in conidia.

A pathogenicity/host-range test was performed. Besides plants R.
cochinchinensis, the following test-plants were utilized: Chloris gayana Kunth,
Pennisetum purpureum Schumach., Sorghum bicolor L.(Moench), Saccharum
officinarum L., Triticum aestivum L. and Zea mays L. These were selected
because of being the original host on which the fungus was described (C.
gayana) or because their relevance as graminaceous crops. . Inoculum
consisted of a 1.0 x 10° conidia / mL conidial suspension. Conidia were
obtained by cultivating the fungus in Petri dishes containing 10 ml of VBA for
seven days in a growth chamber adjusted to 25 + 2° C under a light regime of
12 h. Five mycelial plugs were than taken from the margin of these cultures and
added to 250 mL flasks containing 150 ml of PCB (potato-carrot-broth, 200 g /L)

as described in Lustosa (2004). These flasks were left in an orbital shaker at
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150 rpm for five days. An aliquot of 30 mL of a concentrated suspension of the
mycelial mass hence obtained was spread on 150 mL plates containing each 40
mL of PCA (potato-carrot-agar, 200g/L). After seven days, 50 mL of sterile
water was poured on the surface of each plate and the surface of the
sporulating cultures was scraped with a rubber spatula and the suspension was
filtered through cheesecloth. The concentration was adjusted to the required
concentration and sprayed onto test plants until runoff. Inoculated plants were
left in a moist chamber for 48 hours and taken to a greenhouse.

Additionally a test was performed in order to verify whether seeds from
infected R. cochinchinensis brought from the field carried the fungal pathogen.
A blotter test (Machado, 1988) was performed in order to verify this possibility.
In the test 50 seeds of diseased plants were placed separately inside plastic
boxes lined with sterile humid filter paper and kept in a growth chamber
adjusted to 25 £ 2° C under a light regime of 12 h and observed daily for

possible growth of the fungal pathogen.
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Results and Discussion

The fungus had the typical morphology, for fungi in the genus Bipolaris
(Sivanesan, 1987) including fusiform conidia, biopolar germination with germ
tubes following the conidial axis, hila thickened extermally and truncate and
sequence of septal formation as described for Bipolaris. Furthermore, the
combination of morphological features placed it in the species Bipolaris chloridis

Alcorn as described in Sivanensan (1987) and as given below:

Bipolaris chloridis Alcorn, Mycotaxon 16(3): 373.1983. (Figs 2A-C)

Lesions initially appearing as reddish brown dots, becoming circular to elliptical,
pale brownwith a reddish brown halo, older lesions were reddish centralyl,
leasions coalesced and led to the blight of extensive portions of leaves External
mycelium absent. Internal mycelium inter and intracellular, 3.0-5.0 um diam,
branched, septate, pale brown. Conidiophores solitary or in small groups,
simple or occasionally branched, cylindrical, straight of flexuous, swollen at
base, geniculate, 51-198.0 x 5.0-9.0 um diam, 6-9 septate, yellowish brown,
smooth; conidiogenous cells terminal, integrated, subcylindrical, 11.0-63.5 x
4.0-7.5 um, brown, geniculate, smooth to verruculose. Conidiogenous loci
conspicuous, 1.5-3.5 um, darkened, thickened, external. Conidia subcylindric to
straight, 34.0-101.5 x 11.0-21.5 um, hillum 1.0-3.0 um wide, 3-9 (commonly 4-8)
distoseptate, pale brown to olivaceous, smooth; germ tube oriented along the
main conidia axis.
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Material examined:. BRAZIL, Minas Gerais, Vigosa, Cristais on living

leaves of Roftboellia cochinchinensis, 06 July 2009, R. W. Barreto (VIC 31266)

This is the first time that B. chloridis was found attacking R. cochinchinensis. It
is also the first time this fungal species is recorded in Brazil. The knowledge of
the mycobiota on this plant in Brazil is of great relevance for classical biological
control. If classical introductions of fungi from the centre of origin are considered
in the future for Brazil, this information would be of critical importance to allow
avoiding superfluous introduction of fungi that are already present in Brazil
without producing enough impact on weed populations. A biocontrol programme
was funded by ODA (presently DFID) UK aimed at surveying fungi to be used
as biological control agents against this weed in Costa Rica (Sanches-Garita &
Zuiniga, 1999). The initial tests involved many isolates from diferents countries
in Asia. Two fungal species appeared to have good potential: Colletotrichum sp.
and Sporisorium ophiuri (Henn.) & Vanky Three Colletotrichum sp. isolates (two
from Thailand and one from Sri Lanka), had a high level of specificity and
virulence and appeared adequate for mycoherbicide development. However,
these isolates were not virulent to all R. cochinchinensis biotypes. In S. ophiuri,
the pathogenicity test showed that teliospores of the pathogen formed on
seedheads, provoke systemic infections of itchgrass and potentially can render
individual plants sterile. Nevertheless a high concentration of teliospores is
necessary for infection to occur and the natural spread of teliospores is difficult
for long distances (Ellison and Evans, 1995). Recently, a Exserohilum prolatum
K.J. Leonards & Suggs isolate, was studied in Malaysia for bioherbicide

development. Unfortunately high concentrations of inoculum are necessary and
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three successive application are needed to achieve satisfactory control levels

(Alloub et al., 2009).

Pathogenicity of B. chloridis to R. conchinchinensis was proven. Initial
leaf spot symptoms appeared on itchgrass only two days after inoculation.
Additionally disease symptoms appeared on corn and Rhodes grass. Symptoms
in Rhodes grass were observed 10 to straw-colored spots days after inoculation
as circular chlorotic gray puntuhctuations e 1.0 cm of diam. Which increaded no
further in siz or number. In corn, the symptom (chlorotic to straw elliptical
lesions) appeared after r one week but, as in Rhodes grass did not develop
further (Table 1) s. Isolations from necrotic tissues confirmed that B. chloridis

was colonizing the diseased tissues.

Only three species of Bipolaris have been recorded on Rottboellia spp.:
B. maydis (Y. Nisik. & C. Miyake) Shoemaker, B. peregianensis Alcorn and B.

peroditis Alcorn (Farr et al., 2010; Sivanesan, 1987).

Bipolaris chloridis appeared preliminarly to be relavively host-specific
fungus, particularly when compared to many other grass pathogenic species in
this genus. Chloris gayana was its only known host until now (Sivanesan, 1987;
Farr and Rossman, 2010). Records were from Australia, India, Kenya, Malawi,
Tanzania and Zambia (Sivanesan, 1987; Farr et al., 2010). It is, nevertheless
also capable of attacking itchgrass and corn. Additional tests involving other
grass species are needed in order to clarify this. This fungus was not known to
occur in Brazil and it may either have been introduced with R. conchinchinensis
or with C. gayana seeds. This possibility was strengthened by the results of the
blotter test which yielded a 100% of infestation by B. chloridis collected in the

field on diseased plants after 4 days. (Fig 2D).
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Table 1. Preliminary host-range evaluation

TEST-PLANTS DISEASE

'Chloris gayana

Pennisetum purpureum
“Rottboellia cochinchinensis
Sorghum bicolor

Saccharum officinarum
Triticum aestivum

Zea mays

1 - original host of B. chloridis

2 - new host
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FIG1. A Rottboelia cochinchinensis infected by Bipolaris chloridis in the

field.B Close-up of leaves of R. cochinchinesis infected by B. chloridis

showing coalescence of lesions and necrosis of wide areas of the foliges
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FIG 2. Bipolaris chloridis from Rottboellia cochinchinensis (a) conidia (bar = 40

pum); (b) conidiophore bearing immature conidium (bar = 45 uym); (c) close-up of
the conidiogenous cell (bar = 20 ym); (d) colony of B. chloridis formed on seed

collected in the field from infected plant and used in a blotter test.
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RESUMO

Tradescantia fluminensis (trapoeraba branca) € uma planta herbacea da familia
Commelinaceae eventualmente utilizada como ornamental. Apds sua
introdugao para essa finalidade na Nova Zelandia e outras regiées do mundo
ela se tornou uma invasora agressiva nos ecossistemas naturais, provocando
graves desequilibrios ambientais, como perdas na biodiversidade. Esta espécie
tem sido alvo de um programa de controle biolégico em andamento ha alguns
anos envolvendo o levantamento e avaliagao do potencial de insetos e
patdgenos coletados no Brasil. Os resultados obtidos nos levantamentos
efetuados ao longo dos ultimos cinco anos revelaram a ocorréncia de nove
fungos fitopatogénicos em associacado com T. fluminensis e espécies afins
incluindo trés espécies aqui descritas como novas para a ciéncia:
Ceratobasidium sparsum, Mycosphaerella tradescantiae (mancha foliar) e

Septoria paranaensis sp. nov (mancha foliar). Uma espécie nova pertencente
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ao género Kordyana, (carvao branco) foi descrita e avaliada e os resultados do
estudo estdo sendo apresentados separadamente. Além destas espécies,
foram também coletadas sobre este hospedeiro: Cercospora apii (mancha
foliar), Colletotrichum falcatum (antracnose), Rhizoctonia solani (requeima),
Sclerotium rolfsii (podridao) e Uromyces commelinae (ferrugem). Os fungos
causadores de ferrugem e carvao branco parecem ter mais potencial para a

utilizagdo como agentes de controle bioldgico classico.

Palavra-chave: Controle bioldgico classico, espécies novas, fitopatogeno,

invasao bioldgica, taxonomia.
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Introdugao

Ha registros de mais de 300 espécies de plantas comportando-se como
invasoras em ambientes exoticos (McGeoch et al.,, 2010). Estas séo
consideradas uma grande ameacga para a biodiversidade global em fungao de
sua amplitude e magnitude (Hulme, 2009) contribuindo para uma dramatica
reducdo na riqueza das espécies nativas nos ambientes onde foram
introduzidas (Ellison, 2005; Gaertener et al., 2009). Além disso, essas invasées
biolégicas promovidas por plantas exoticas contribuem para a alteracdo em
processos nos ecossistema tais como a ciclagem de nutrientes (Raizada et al.,
2008). A reducao das espécies nativas ocorrem por diversos fatores, como,
competicdo com as espécies de plantas nativas e efeitos indiretos advindos da
eliminacdo de espécies na base de teias alimentares (Gaertner et al., 2009),
mudangas na estrutura da comunidade (Hedja et al., 2009) e na diversidade
genética (McGeoch et al., 2010). Na tentativa de mitigar os problemas
causados pelas plantas invasoras exéticas sem prejudicar ainda mais a
biodiversidade, o controle bioldgico se apresenta como a unica medida de
controle adequada para minimizar os problemas e favorecer o retorno a uma
condigdo de equilibrio ambiental, havendo diversos e notérios exemplos de
sucesso (Charudattan, 2001). O inicio do controle biolégico de plantas
invasoras se deu na metade do século XX, com a liberacdo de insetos para o
controle de plantas invasoras, (McFadyen, 1998), mas foi somente no inicio da
década de 70 que implementou-se o controle classico com a introducdo de
fungos fitopatogénicos (Hasan, 1980, Bruzzese & Field, 1985, Barreto & Evans,
1988, Morris, 1997). Na histéria do controle biolégico de plantas invasoras
diversas revisbes foram publicadas com uma abordagem completa sobre o

assunto (Hasan, 1974; Huffaker, 1976; Hasan, 1980; Templeton, 1982;
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Wapshere, 1982; Te Beest, 1984; Templeton, 1984; Evans, 1987; Adams,
1988; Ayres & Paul, 1990; Evans & Ellison, 1990; Charudattan, 1991; Watson,
1991; Te Beest et al.,, 1992; Julien & White, 1997; Hallett, 2005; Morin et al.,
2009; Palmer et al.,, 2010). Ha varios exemplos recentes de trabalhos de
controle biolégico de plantas daninhas envolvendo fungos fitopatogénicos que
alcagaram sucesso (Barton et al., 2007; Dhileepan, 2007; Fischer et al., 2007,

Kiss, 2007; Ellison et al., 2008).

O controle biolégico de plantas invasoras com a utilizagdo de
fitopatdgenos envolve duas principais estratégias: o método classico ou
inoculativo (envolvendo a introdugdo de um patégeno inimigo natural de uma
“planta-alvo” desde o seu centro de origem até a nova area de distribuicdo da
planta, onde esta livre entdo de seus inimigos naturais tornou-se agressiva,
visando restabelecer o equilibrio) e 0 método de mico-herbicida ou inundativo;
tipicamente envolvendo o uso de fungos fitopatogénicos endémicos, ja
associados a planta-alvo, que sao produzidos em massa, formulados e
aplicados de modo semelhante a um herbicida quimico onde a populagédo da
planta daninha esta estabelecida (Evans, 2001). O presente trabalho

contempla a estratégia classica ou inoculativa.

No controle biolégico classico, a descoberta e escolha do agente séo
passos fundamentais para o sucesso na utilizacdo da estratégia. Neste caso,
0s organismos escolhidos como potenciais agentes de biocontrole ndo podem
representar uma ameaca para as plantas nao-alvo (sejam elas plantas nativas
ou plantas exadticas cultivadas na area onde se pretende introduzir o agente).
Para tal, o agente deve ser, em geral, altamente especifico. Estes requisitos

sdo fundamentais para que a introdugdo do organismos seja permitida pelos
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orgaos oficiais responsaveis da permissdo da importacdo do organismo e pelo
publico local (Morin et al., 2006). Nos ultimos 40 anos, a utilizacdo de
fitopatogenos no controle bioldgico de plantas invasoras tem se disseminado
(Charudattan, 2001). Dentre os fitopatdogenos utilizados como agente de
biocontrole, os fungos fitopatogénicos tem sido os mais bem aceitos, devido a
auséncia da necessidade de vetores para a sua introducdo e muitos deles
possuirem especificidade de hospedeiro (Charudattan, 2001). Isso é
particularmente acentuado para os fungos biotréficos, que tem sido o grupo de
fungos mais usados como agentes de biocontrole de plantas invasoras. Fungos
como os agentes etioldgicos de ferrugens e carvdes além de comumente muito
especificos, causam danos severos sobre as plantas-alvo, apresentam elevada
capacidade de dispersao e facilidade de se perpetuarem no ambiente quando
as condi¢cdes ambientais sao favoraveis (Frank, 1992). O exemplo pioneiro de
controle biolégico classico de plantas invasoras com fungos fitopatogénicos
também € um exemplo notorio de sucesso da estratégia. Ele envolveu o uso de
um fungo biotréfico, a ferrugem Puccinia chondrillina Bubak, para o controle de
Chondrilla juncea L. na Australia (Adams, 1988; Hasan, 1980). Varios outros
exemplos bem sucedidos do uso de ferrugens se seguiram tais como os
projetos visando o controle biolégico de: Acacia saligna (Lab.) Wend., (Morris,
1997), Carduus theormeri (Tourn) (Bruckart & Dowler, 1986), Cryptostegia
grandiflora R. Br. (Tomley & Evans, 2004), Rubus spp. (Bruzzese & Field,
1985). Além das ferrugens, os carvdes brancos tém varias das caracteristicas
favoraveis enumeradas para fungos patogénicos biotréficos como as das
ferrugens. Existe ainda apenas um exemplo de fungo deste grupo utilizado em
programa de biocontrole: Entyloma ageratinae R. W. Barreto & H. C. Evans

utilizado com grande sucesso para o controle de Ageratina riparia (Regel) R.M.
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King & H. Rob. no Havai e na Nova Zelandia (Barton et al., 2007). O Brasil € o
maior pais neotropical, e 0os neotropicos sdo o centro de origem de muitas
plantas invasoras de grande importancia no mundo. Alguns grupos de pesquisa
tém atuado no sentido de levantar e estudar artropodes e fungos para o
controle biologico de plantas daninhas nativas do Brasil (Barreto, 2008).
Trabalhos voltados ao controle biolégico de plantas invasoras com fungos
fitopatogénicos coletados no Brasil tem sido desenvolvidos ativamente desde a
década de 90 no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa, ja tendo culminado nas duas unicas introdugbes de fungos
fitopatogénicos brasileiros com esta finalidade respectivamente de Miconia
calvescens DC. no Havai (Barreto et al.,, 2001b) e Lantana camara L. na
Australia (Barreto et al., 2001a). Os fungos, causadores respectivamente da
antracnose em miconia e ferrugem em Lantana, se estabeleceram com
sucesso nas regides do globo onde foram introduzidos. Seu impacto sobre as

populagdes das plantas alvo ja estdo sendo notados.

Nessa tese apresenta os resultados de pesquisas envolvendo
levantamento e estudo de especificidade de fungos fitopatogénicos associados
a trés espécies de plantas invasoras de grande importancia. Duas sao nativas
do Brasil, Tradescantia fluminensis Vell. e Schinus terebinthifolius Radd., e a

terceira é exética Rottboellia cochinchinensis (Lour.) W. D. Clayton.
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Material e métodos

O levantamento realizado ente 2005-2009 foi antecedido por uma busca
na literatura e nos arquivos dos principais herbarios das regides do sul e
sudeste do pais, para verificar registros de ocorréncia de T. fluminensis pelo
pais de modo a orientar os trabalhos de levantamento no campo. Foram
levantados registros nos seguintes herbarios: Instituto de Botanica de Sao
Paulo e os Herbarios da Unicamp, Jardim botanico, Museu Botanico Municipal
de Curitiba e o Nacional do Rio de Janeiro.Os procedimentos para a coleta e
conservagao do material durante o levantamento foram semelhantes aos
descritos por Barreto e Evans (1994). As expedigdes de coleta foram
concentradas nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande Sul, mas
coletas também foram feitas nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.
Quando necessarias plantas infectadas por patdogenos, sobretudo os suspeitos
de serem biotroficos, tiveram mudas retiradas do campo e trazidas para uma
area no campus da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais)
onde foram cultivadas e mantidas sob telado ou sob condi¢des controladas,
dependendo das circunstancias. No caso de fungos necrotréficos, realizou-se o
isolamento em cultura pura pela transferéncia de estruturas fungicas com
estiletes esterilizados para placas de Petri contendo CVA (Caldo de Vegetais—
Agar) (Pereira et al, 2003). Depois de obtidas as culturas puras, estas foram
preservadas em silica-gel seguindo-se o método descrito em Dhingra & Sinclair

(1997).

Apo6s a obtencao da cultura pura, foi realizada a descricdo de cultura em 3
meios diferentes : CVA (caldo de vegetais Agar); BDA (Batata Dextrose Agar) e

EMA 2% (Extrato de Malte Agar). Para a descrigao, foram utilizados placas de
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petri de plastico (90 mm). Foram utilizados dois tratamento de fotoperiodo:
fotoperido de 12h e no escuro. As placas foram acondicionadas em uma
camara de crescimento a 25 C por 10 dias. Neste teste foram utilizados tres
repeticdes para cada meio e regime de luz (1 repeticdo = 1 placa de petri). Na
descricdo de cultura foi avaliado o crescimento, topografia, textura e a

coloracao da colénia. Cores foram identificadas conforme Rayner (1970).

A morfologia dos fungos foi examinada apos a preparagao de laminas
contendo as estruturas dos fungos montadas em agua, lactofenol ou
lactofucsina. Quando necessario foram preparadas secgdes de estruturas
fungicas com o auxilio de Criostato “MICROM® HM 520”. Exames e
mensurag¢des foram feitas sob um microscépio de luz “Olympus BX 517

equipado com uma camera fotografica digital Olympus® e-volt 330.

Para um dos fungos (posteriormente identificado como R. solani), apds a
obtencdo de cultura pura foram preparadas microculturas e as hifas
crescidadas sobre a lamina foram coradas com SYBR® green como descrito em
Pereira et al. (2005) para verificagdo do numero de nucleos por célula da hifa.
Foi feito o registro fotografico da condigdo cariolégica do micélio com um
microscopio de luz Olympus BX 50 com sistema de inflorescéncia e uma
camera digital “Olympus E300” acoplada. A captacao das imagens foi realizada
com o programa Image ProPlus (versdo 4.5.0.29). Amostras representativas
foram depositadas no herbario da Universidade Federal de Vigosa (Herbario

VIC).
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Cercospora apii Fresen. emend. (s. lat) (Fig 1)

Lesbées em folhas vivas necroéticas, negras com aspecto encharcado em ambas
as faces da folha, quando sob condi¢des umidas e marrons acizentadas
quando secas, 1,0-3,0 cm. Conidiéforos fasciculados com poucos a muitos
conidioforos, sub-cilindricos retos, 350,0-115.0 x 4,0-5,0 um, 6-8 septos, nédo
ramificados, marrom escuros, lisos; Células conidiogénicas terminais,
integradas, cilindricas a subcilindricas, 60,0-20,0 x 5,0—4,0 um, cinza claro,
Loci conidiogénicos 4,0-3,0 um, espessados e negros; Conidios isolados,
cilindricos a filiformes, retos a sigméides, 150,0-400,0x 3,0-4,0 um pum, 16-

34septos; cicatriz conidial espessada e escurecida, hialinos e lisos.

Em cultura: O crescimento da coldnia cultivado em CVA, a porcédo central da
colénia apresentava miceélio aéreo de coloragado branca estendendo-se para a
periferia com a coloragao cinza; textura feltrosa e pigmentagdo vinaceo nos
bordos. O reverso, a colénia apresentava uma coloragdo negra esverdeada na
parte central; evidéncias de zonagdo diurna; os bordos da colbnia
apresentavam uma coloragdo marrom acinzentada com interferéncia da
pigmentacdo. A colénia em CVA no escuro apresentava-se com miceélio aéreo
cinza na porcao central da colbnia, ja na periferia, o micélio aéreo era branco
sobre um micélio cinza escuro, colénia plana; textura flocosa; presenca de
zonacgao diurna na maioria das placas. O reverso, a colonia continha uma
porcao central negra seguida por uma area acinzentada ou vinacea; com
zonacgao diurna; pigmentagao difusa no meio era escassa. Em EMA no claro, o
micélio aéreo apresentava uma textura feltrosa na regido central, a regido
periférica continha uma coloragédo irregular com uma porgdo acinzentada

levemente esverdeada seguida de pontuacgdes vinacea (Cor 120). O reverso
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apresentava uma coloragdo negra esverdeada na porgao central da colénia e a
periferia arroxeada. A colbnia cultivada no escuro, apresentava a regido central
branca com coloragdo marrom; a colénia apresentava uma elevagao na regiao
central e a periferia ondulada e cinza; textura cotonosa. O reverso da colbnia
apresentava uma coloragao verde escuro passando a cinza esverdeada e a
periferia da colbnia apresentava um micélio branco; zonagcdo diurna e a
periferia branca. A colbénia cultivada em BDA,apresentava uma colbnia elevada
branco a cinza claro (Cor 120), seguido de um anel cinza claro a escuro;
liberacdo de pigmento vinaceo difuso ao meio. O reverso apresentava uma
coloragao preta a marrom claro; micélio imerso vinaceo; micélio difuso ralo. No
escuro, a colénia apresentava uma coloragdo cinza claro seguido de um anel
com micélio cotonoso branco; colonia continha uma declinacédo até a periferia
de coloragéo cinza claro (Cor 125) e textura feltrosa. O reverso apresenta um
centro marrom escuro ligeiramente acinzentado com a periferia marrom

vinaceo e sem a presenga de zonagao diurna.

Material examinado: BRAZIL, Minas Gerais, Quitandinhas-Bom Jardim de
Minas, em folhas vivas de Tradescantia fluminensis, 18 November 2005, O. L.
Pereira (VIC 31365); BRAZIL, Sao Paulo, Cajati (BR 101 — Km 521), em folhas
vivas de Tradescantia fluminensis, 19 November 2005, O. L. Pereira (VIC
31364); BRAZIL, Parana, Curitiba, em folhas vivas de Tradescantia fluminensis,
20 November 2005, O. L. Pereira (VIC 31363). BRAZIL, Santa Catarina, Serra
do Rio do Rastro, em folhas vivas de Tradescantia fluminensis, 24 November
2005, O. L. Pereira (VIC 31362); BRAZIL, Minas Gerais, Vigosa, em folhas
vivas de Tradescantia fluminensis, 05 February 2009, D. M. Macedo (VIC

31371)
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Notas: Cercospora apii € um nome antigo e aplicado a um taxon que teve uma
delimitagdo variada ao longo da historia. Crous & Braun, (2003) discutiram os
conceitos aplicados para esta espécie e os problemas decorrentes dos
tratamentos diferentes dados ao taxon, propondo um tratamento abrangente
para a espécie, considerando-a polifaga e variavel morfologicamente. No caso
do isolado encontrado em T. fluminensis, este apresenta caracteristicas
semelhantes de C. apii descritas por Crous & Braun (2003). Este é o primeiro
relato de C. apii num representante da familia Commelinaceae (Farr &

Rossman, 2010; Mendes & Urben, 2010).

O isolado de Cercospora obtido neste levantamento ndo teria, em
principio, potencial para utilizagdo como agente de biocontrole, pois seria um
fungo polifago. No entanto, existe a necessidade de se avaliar a especificidade
deste fungo conduzindo-se um teste centrifugo-filogenético (Wapshere, 1974),
pois ha autores que consideram o tratamento dado por Crous & Braun (2003)
como sendo demasiadamente abrangente, terminando por englobar
populacdes que sao especificas e merecem reconhecimento como sendo

espécies distintas (U. Braun, comunicag¢ao pessoal).
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Ceratobasidium tradescantiae sp. nov. D. M. Macedo, R. W. Barreto & O. L.

Pereira (Fig. 2)

Etimologia: folhas do hospedeiro do género Tradescantia

Holotipo: BRAZIL, Rio Grande do Sul, Vale dos Vinhedos — entrada de Santa
Tereza, em folhas vivas de Tradescantia fluminensis, 23 April 2004, O. L.

Pereira (VIC 31342)

Colbnias sobre folhas na forma de crescimento esparso e pulverulento na face
abaxial, por vezes tomando quase toda a superficie das folhas mas nao
envolvendo alteracdo ou sintoma visivel na superficie adaxial. Micélio externo
formando um subiculo de micélio ramificado, efuso, 4.0-7.0 um de diam, sem
grampo de conexao, parede espessa, septado, hialino, liso. Basidio
geralmente esférico a elipsoides, 8.0-14.0 x 6.0-10.0 um; 2-4 esterigmas, 3.0-
8.0 x 1.0-2.0 um; Basidioésporos elipsdides a subesféricos, apiculados

basalmente, 7.0-9.0 x 5.0-7.0 um, hialinos, lisos.
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Material examinado: BRAZIL, Rio Grande do Sul, Vale dos Vinhedos — entrada
de Santa Tereza, em folhas vivas de Tradescantia fluminensis, 23 Abril 2004,
O. L. Pereira (VIC 31342); BRAZIL, Rio Grande do Sul, Sdo Marcos (BR 116),
em folhas vivas de Tradescantia fluminensis, 27 Novembro 2005, O. L. Pereira
(VIC 31358); BRAZIL, Santa Catarina, Serra do Rio do Rastro, em folhas vivas
de Tradescantia fluminensis, 24 Novembro 2004, O. L. Pereira (VIC 31359);
BRAZIL, Santa Catarina, Rota do Sol, em folhas vivas de Tradescantia

fluminensis, 24 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC 31360);

Notas: O género Ceratobasidium inclui fungos com habitos variando de
saprofiticos a simbiontes e incluindo algumas espécies fitopatogénicas. Sao
comumente encontrados no solo, matéria organica e em em associagao
micorrizica com representantes de Orquidicaceae ( Garcia et. al., 2006). Este
taxon foi reclassificado por Roberts (1999), que levou a aceitagao atual de
apenas 10 espécies: C. calosporum D.P. Rogers, C. bicorne J. Erikss. &
Ryvarden, C. stridii J. Erikss. & Ryvarden , C. anceps (Bres. & Syd.) H.S.
Jacks., C. cornigerum (Bourdot) D.P. Rogers, C. pseudocornigerum M.P.
Christ., C. noxium (Donk) P. Roberts, C. setarie (Sawada) Oniki, Ogoshi & T.
Araki, C. globisporum Warcup & P.H.B. Talbot e C. sphaerosporum Warcup &
P.H.B. Talbot) (Roberts, 1999). O agrupamento entre as espécies descritas de
Ceratobasium levou em consideracao a diferenciacao da textura do himénio,
morfologia dos basidios e dos basididsporos. A espécie relatada neste trabalho
tem similaridades com C. cornigerum e C. setariae, mas se diferencia destas
duas espécies por apresentarem corddes miceliais e os basididsporos serem
menores que os encontrados nestas duas espécies. No Brasil, somente trés
espécies foram descritas, mas associadas a hospedeiros de outros familias: C.

anceps (em Euphorbiaceae), C. lantana-camarae H.C. Evans, R.W. Barreto &
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C.A. Ellison (Verbenaceae), C.noxium (Piperaceae) (Mendes & Urben, 2010).
Estas também possuem nitidas diferengas morfolégicas em relagao as relatada
para o fungo descrito no presente trabalho. Este € primeiro fungo em
Ceratobasidium a ser relatado numa planta da familia Commelinaceae (Farr &
Rossman, 2010). Repetidas tentativas de isolamento deste fungo fracassaram
0 que sugere que se trate de um organismo biotrofico. Considerando-se a
virtual auséncia de sintomas nas plantas, mesmo quando as col6nias formadas
sobre as folhas sdo abundantes, conclui-se que o status patolégico desta
espécie é dubio e que ele ndo apresenta potencial para a utilizagdo como

agente de controle bioldgico.

Colletotrichum falcatum Went (Fig 3)

Lesbes em ambas as faces da folha, inicia-se, com queimas foliares marrom
claro, posteriormente, as lesdes apresentam uma porc¢ao central palha, bordas
negras e halo marrom avermelhado, 0.9-1.5 x 0.6-2.0 mm; Micélio interno
indistinto. Conidiomas acervulares, subcuticulares, isolados ou em grupos;
Conidioforos subcilindricos reduzidos a célula conidiogénica fialidica, 14.0-20.0
x 3.0-5.0 um, subhialinos, lisos. Conidios falcados, 20.0-30.0 x 3.0—4.0 um,
asseptados, gutulados, hialinos e lisos. Apressorios ovalados a clavados, 6.0—

11.0 x 4.0-6.0 um, marrom claros.



Em cultura: em CVA micélio aéreo ralo, colénia imersa com zonagao diurna;
faixas densas irradiando no sentido do centro para a periferia com coloragao
escura e entremeio descolorido. No escuro, a colénia apresentava micélio
imerso branco, crescimento externo ralo; area central da colénia apresentava
miceélio dendritico com auséncia de zonacgao diurna. O reverso da coldnia que
permaneceu no escuro apresentava as mesmas caracteristicas da colénia que
ficou no fotoperiodo. A colbnia cultivada em BDA sob fotoperiodo apresentava
uma coldnia plana com zonagao diurna ténue; micélio aéreo pouco denso;
textura feltrosa e com a coloragéo cinza palido purpuro a cinza camundongo
palha (cor 117). No reverso, a colénia apresentava coloragéo preta esverdeada
e zonacgao diurna (cor 124). A colénia no escuro apresentava micélio aéreo
esbranquicado; zonagao diurna ausente; a porgcao central da coldnia havia
presenga de goticulas de agua. O reverso apresentava as mesmas
caracteristicas do reverso da coldnia que permaneceu sob fotoperiodo. As
colonias que foram cultivadas em EMA, a colbnia era plana predominantemente
imersa; havia uma por¢ao zonada e outra com crescimento dendritico. O
reverso apresentava as mesmas caracteristicas foram descritas acima. No
escuro, a colonia apresentava um micélio ralo, quase ausente, sobre uma
colbénia imersa (cor 124) dendritica a denso com periferia radial. O reverso

apresentava as mesmas caracteristicas.

Material examinado: BRASIL, Rio Grande do Sul, Sdo Marcos, em folhas vivas

de Tradescantia fluminensis, 13 Julho 2008, O. L. Pereira (VIC 31366)

45



Notas: O género Colletotrichum inclui alguns dos exemplos mais conhecidos de
utilizacao de fitopatogenos no controle biologico de plantas daninhas (Bailey &
Jeger, 1992; Mordue, 1967). Dentre os principais exemplos de desenvolvimento
de mico-herbicidas estao produtos envolvendo o uso de Colletotrichum como
COLLEGO (Bowers, 1986) e BIOMAL (Mortensen & Mokowski, 1997) e para a
estratégia classica também ha exemplos (Barreto et al., 2001). Colletotrichum
falcatum é um fungo comumente encontrado associado a gramineas e outras
espécies de monocotiledéneas. Na familia das Commelinaceae s6 ha relato de
C. falcatum associado a Dichorisandra sp. e Zebrina pendula Schinzl. na
Florida. Em T. fluminensis, verificou-se a somente a ocorréncia de uma espécie
indeterminada de Colletotrichum sp. na Florida e no Texas (Farr & Rossman,
2010), mas o status patoldgico destas ocorréncias € obscuro. O fungo
encontrado sobre T. fluminensis tem morfologia semelhante a descrita para C.
falcatum por Bailey & Jeger (1992). O fungo aqui descrito apresenta conidios
ligeiramente menores, o que € aqui considerado insuficiente para uma distingao

taxondmica num grupo de fungos com morfologia bastante variavel.
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Mycosphaerella tradescantiae nov. sp. D. M. Macedo, O. L. Pereira & R. W.

Barreto (Fig 4-5)

Mycobank: MB 518243

Etimologia: em referencia ao género do hospedeiro

Lesées em ambas as faces da folha, inicialmente, pontuagdes necréticas
progredindo para lesdes cilindricas a subcilindricas, halo negro na periferia,
palha, 3.0-8.0 x 3.5-9.0 mm, na face adaxial da folha; Micélio interno
intercelular e intracelular, 2.0-5.0 um diam, ramificado, septado e hialino.
Pseudotécios semi-imersos, globoso a subgloboso, 54.0-90.0 x 53.0-115.0 um
parede composta de textura angularis, 7.0-14.0 um de espessura, marrom
escuros, lisos; Filamentos interteciais ausentes; Ascas bitunicadas, arranjadas
paralelamente, ovais a elipsodides, 35.0-50.0 x 8.0—13.0 pm, com 8 ascosporos;
Ascosporos elipticos a fusiformes , 13.0-15.0 x 2.0-3.0 um, 1 septo, hialinos,

lisos.

Material examinado: BRASIL, Santa Catarina, Sombrio (BR 101), em folhas
vivas de Tradescantia fluminensis, 25 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC

31361).

Nota: O género Mycosphaerella inclui atualmente, aproximadamente 3000
espécies e foi relatado em mais de 800 familias botanicas (Aptroot, 2006).
Espécies de Mycosphaerella fitopatogénicas, bem como seus anamorfos, estao

comumente associadas a manchas foliares que podem reduzir a area
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fotossintética das plantas, mas podem também estar associados a cancros e
machas nos frutos (Crous, 2009). O género € caracterizado morfologicamente o
ascoma apresentarem células maiores como se fosse células
parenquimatosas, auséncia da formacao de clipeo e filamentos intersticiais;
ascas bitunicadas, periforme e cilindricas a clavadas, 8 ascosporos;
ascosporos hialinos, unisseptados, cuja posigao pode ser mediana a
supramediana (Aptroot, 2006). Fungos do género Mycosphaerella sao,
geralmente, considerados especificos em relagado ao hospedeiro, mas ha
trabalhos demonstrando que algumas espécies possuem mais de um
hospedeiro (Verkley et al., 2004). Na familia Commellinaceae, um fungo do
género Mycosphaerella, Mycosphaerella tetraspora Seaver, foi relatado em
Commelina elegans Seaver & Chandon em Porto Rico (Farr & Rossman, 2010),
mas recentemente foi recombinada como Glomerella tetraspora (Seavear)
Aptroot (Aptroot, 2006). Conclui-se que este € o primeiro relato de uma espécie
de Mycosphaerella em um membro da familia das Commelinaceae (Farr &

Rossman, 2010; Mendes & Urben, 2010; Aptroot, 2006).

Um estudo demonstrando a patogenicidade do isolado disponivel para T.
fluminensis e especifico para esta espécie € ainda necessario para permitir
uma avaliagao do potencial desta espécie para uso como agente de biocontrole

classico para a trapoeraba branca.

Lesbes necrdticas irregulares negras. Apos a confecgao das laminas, verificou-
se a presenca de hifas septadas com constigcdes nos pontos de ramificagao. No
caso de maiores detalhes da espécie encontra-se em Gonzalez-Garcia et al.

(20086).
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Material examinado: BRASIL, Rio de Janeiro, Nova Friburgo (Riograndina), em
folhas vivas de Tradescantia fluminensis, 21 Novembro 2009, R. W. Barreto

(VIC 31372).

Nota: Inicialmente, o género Rhizoctonia, era caracterizado morfologicamente
apenas como um fungo formador de micélio estéril associado a esclerédios de
textura uniforme associado ao sistema radicular de plantas. Posteriormente,
verificou-se que essas eram caracterisiticas insuficientes para a delimitacéo de
Rhizoctonia. As seguintes caracteristicas foram entdo adicionadas para a
delimitacdo do género: hifa pigmentada (marrom), constricbes no ponto de
ramificacdo, e ramificagdes usualmente em angulo reto. Estes organismos sao
geralmente relacionados como organismos de solo, mas ha relato de
associagao saprofitica e simbionte (Gonzalez Garcia et al., 2006). Rhizoctonia
solani é a forma assexuada de Thanatephorus cucumeris Frank (Donk), sendo
um fitopatdégeno extremamente polifago possuindo mais de 2500 hospedeiros
conhecidos pelo mundo (Farr & Rossman, 2010). Quando presente no solo, o
fungo causa tipicamente a doenga conhecida como “damping-off” em plantulas,
podendo haver também a formagao de queimas foliares (Garibaldi et al., 2009a;
2009b). No caso de T. fluminensis, verificou-se que uma queima foliar
encontrada em plantas crescendo em lugar aberto, e que se suspeitou
inicialmente que poderiam estar sofrendo de queimaduras de sol estavam
sendo atacadas por este fungo. A identidade do fungo foi confirmada com a
observacao suplementar de que as células das hifas eram multinucleadas (Fig
6 B-C). Esta € uma associagao patdgeno-hospedeiro nova para ciéncia.
Considerando as caracteristicas conhecidas de R. solani ndo ha condi¢cbes de
que este fungo venha a ser utilizado como agente de biocontrole por ser um

fitopatdgeno polifago.
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Sclerotium rolfsii Sacc. (Fig. 7)

Plantas de T. fluminensis condicionadas em estufa em vasos de plastico
apresentavam individuos com sintomas de podriddo com a presenga de uma
massa micelial associados a esclerddios circulares, branco a marrom escuro e

superificie lisa.

Em cultura: em BDA colbnias brancas, com margem uniforme e micélio aéreo
cotonoso; micélio primario hialino, 3.0 x 7.0 ym de didametro, septado e com
grampo de conexao, micélio secundario surgindo logo abaixo do micélio
primario, hialino, 2.5 ym diam e com células mais curtas que no micélio
primario; micélio terciario crescendo entre as hifas primarias, ramificado,
septado, sem grampo de conexdo, 2.5 ym diam, hialino e liso; esclerodios
formados na superficie da colénia apos 10 dias, inicialmente, brancos
passando a marrons escuros quando maduros subcilindricos a cilindricos, com
a presencga de algumas perfuragdes e superficie lisa. Maiores detalhes da sua

descricdo podem ser encontradas em Mordue (1974).

Material examinado: BRASIL, Minas Gerais, Vigosa, em folhas vivas de

Tradescantia fluminensis, 10 Janeiro 2009, D. M. Macedo (VIC 31381)

Notas: O género Sclerotium foi descrito a primeira vez associado a
Lycopersicum esculentus L., mas apos isto verificou-se que é um género de
fungo comumente encontrado tanto em monocotiledéneas quanto em
dicotileddneas causando severos danos ao sistema radicular de muitas plantas
(Punja, 1985). A espécie, Sclerotium rolfsii, caracteriza-se como a formagéao de
esclerddios circulares espalhados pelo micélio aéreo, quando maduros sao
escuros e sua dimensao € no maximo de 2mm de didmetro. O que levou a

concluir que os esclerédios encontrados associados a este bidtipo de
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Tradescantia, tratavam-se de S. rolfsii. Além da presenca dos esclerodios, as
caracteristicas morfologicas — das hifas primarias, secundarias e terciarias

confirmaram a identidade do fungo (Mordue, 1974).

Este isolado foi obtido da estufa onde era mantido um estoque de
plantas do biétipos de T. fluminensis originarios da Nova Zelandia para uso em
experimentos. Os altos indices de umidade no interior da estufa e o uso de solo
nao esterilizado justificam a ocorréncia desta doenca que nunca foi observada
no campo. Até o momento, S. rolfsii, s6 havia sido relatado nas seguintes
comelinaceas: Dichorisandra sp. — na Florida e Zebrina pendula Schinzl — no

Hawaii, USA (Farr & Rossman, 2010; Mendes & Urben, 2010).

Septoria paranaensis nov. sp. D. M. Macedo, O. L. Pereira & R. W. Barreto

(Fig 8)

Mycobank: MB 518244

Etimologia: encontrado apenas no estado do Parana

Lesbes necrdticas, circulares a elipticas, cinza palha, com anéis concéntricos
negros, 2.8-7.0 x 4.0-10 mm, Micélio interno intercelular, 4.0-5.0 um de diam,
ramificado, septado e hialino a marrom claro. Picnidios semi-imersos,
subcirculares, composigdo da parede 12.0-20.0 um de espessura, marrom
escuro, superficie lisa. Conidios isolados, aciculares, retos, ligeiramente curvos
a sinuosos, 21.0-38.0 x 1.0 um, 1-3 septos, cicatriz conidial ndo espessada,

gutulados, hialinos, lisos.
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Material examinado: BRASIL, Parana, Ponta Grossa - Curitiba, em folhas vivas

de Tradescantia fluminensis, 10 Dezembro 2007, R. W. Barreto (VIC 30578);

Notas: O género Septoria inclui somente duas espécies associadas a espécies
de plantas da familia Commelinacea: S. commelinae Canonaco descrito sobre
Commelina sp. (Saccardo, 1892; Davis, 1931) e S. tradescantiae (Ellis &
Kellerm) Davis descrito em associacdo com T. virginicae Walter (Canonaco,
1936). A espécie nova relatada nesta espécie de T. aff. fluminensis difere
dessas duas espécies, pois os conidios tém 21.0-38.0 x 1.0 ym com 1 a 3
septos. Ja em S. commelinae, os picnidios sdo encontrados em ambas as
faces da folhas, os conidios sdo maiores 36.0-44.0 x 2.0-3.0 ym e geralmente
tem 4—6 septos. No caso de S. fradescantiae, os conidios medem 65.0-80.0 x
4.0-5.0 um e tem 4-6 septos.Trata-se claramente de uma espécie nova para o

género.

Existem alguns casos de sucesso no uso de espécies de Septoria no controle
biolégico de plantas invasoras (Norman & Trujillo, 1995; Trujillo & Norman,
1995) mas, ha duvidas sobre a identidade do hospedeiro original deste fungo e
nao foram ainda realizados testes para confirmagao da patogenicidade deste

fungo para T. fluminensis (bioétipo Nova Zelandia).
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Uromyces commelinae Cooke (Fig 8)

Lesbes em ambas as faces da folha, 0.50-4.5 x 0.7-3.0 mm, circulares a
elipticas, inicialmente castanhas e quando maduras palha com bordo negro e
coalescendo levando a desfolha da planta. Urédias 150-500 pm de diam,
erupentes, agregadas. Urediniosporos esféricos a obovados, 26.0-33.0 x 21.0—
27.0 um, asseptados, com paredes 2.0-3.0 um, castanho escuro, equinulados,

com, 2 poros equatoriais.

Material examinado: BRASIL, Rio Grande do Sul, Vale dos vinhedos, em folhas
vivas de Tradescantia fluminensis, 29 Julho 2004, O. L. Pereira (VIC 31341);
BRAZIL, Rio Grande do Sul, Santa Tereza, em folhas vivas de Tradescantia
fluminensis, 26 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC 28808); BRAZIL, Santa
Catarina, Agudos do Sul — Bateria de baixo, em folhas vivas de Tradescantia
fluminensis, 22 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC 31343); BRAZIL, Rio
Grande do Sul, Sdo Francisco de Paula (Parque das 8 cachoeiras), em folhas
vivas de Tradescantia fluminensis, 26 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC
31344); BRAZIL, Rio Grande do Sul, Vale dos Vinhedos, em folhas vivas de
Tradescantia fluminensis, 27 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC 31345);
BRAZIL, Santa Catarina, Lages — BR 116, em folhas vivas de Tradescantia
fluminensis, 27 Novembro 2005, O. L. Pereira (VIC 31346) BRAZIL, Rio Grande
do Sul, Gramado (Rodovia trés coroas), em folhas vivas de Tradescantia

fluminensis, 29 Julho 2004, R. W. Barreto (VIC 30576);
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Notas: A familia Pucciniaceae inclui um grupo de fungos composto de
aproximadamente 8000 espécies. No género Tradescantia, s6 ha 3 espécies de
ferrugens descritas — Phakopsora tecta H.S. Jacks. & Holw., Puccinia
commelinae Holw e Uromyces commelinae Cooke (Farr & Rossman, 2010). No
Brasil, U. commelinae, € a unica espécie descrita em espécies do género
Tradescantia (Farr & Rossman, 2010). No caso de U. commelinae, existe um
relato da sua associagao em T. fluminensis no Uruguai. De acordo com Hennen
(2005), ha dificuldade de se separar P. commelinae e U. commelinae pelo
estagio uredinial. Em novos trabalhos para reidentificar essas duas espécies
através do estado uredinial, verificou-se que era possivel diferencia-las da
seguinte forma: os uredinidésporos de P. commelinae apresentam uma parede
de 1.5-2.0 ym de espessura; mais ou menos uniformemente equinulada;
marrom-canela; sem ou raramente a presenca de manchas lisas nos poros
equatoriais; U. commelinae, tem, por outro lado, uma parede mais espessa
(2.0-3.0 um); castanho-marrom, com a presenca frequente de manchas lisas
nos poros equatoriais. No caso dos specimes encontrados neste trabalho
também foi observado a total auséncia da fase telial, mas a morfologia de seus
uredosporos seguindo o critério descrito por Hennen et al. (2005) permitiu
concluir que U. commelinae é o agente causal da doenca observada em T.

fluminensis.

Depois de repetidas tentativas frustradas de trazer plantas de T. fluminensis do
campo e manté-las doentes, tanto no telado, quanto na casa-de-vegetagao ou
em camaras de crescimento, € mesmo com repetidas tentativas de
redistribuicdo de indculo para partes nao infectadas das plantas, optou-se pelo
uso de plantas-sentinelas. Neste teste vasos com plantas do biétipo da Nova

Zelandia foram deixados em dez localidades no sul do pais por mais de um ano
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em areas onde T. fluminensis ocorre naturalmente. O resultado obtido é que
somente em uma localidade a ferrugem conseguiu infectar a planta sentinela
(Bento Gongalves). Entretanto, ao ser trazida para a base em Vigosa estas
plantas apos alguns meses a doenga desaparecia. Os estudos sobre
especificidade e a biologia desta ferrugem foram entdo abandonados e nada se
pode afirmar sobre o seu potencial para o controle biologico além do fato de
que ha populag¢des desta ferrugem capazes de infectar o bidtipo neozelandés

de T. fluminensis.
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Fig 1. A. Sintomas de mancha foliar de Cercospora apii em T. fluminensis. B.

Conidioforos de C. apii (Barra = 60 um) C. Conidio aderido ao conidiéforo de C.

apii (Barra = 30 ym)
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Fig 2.A. Coldnias de Ceratobasidium sparsum sobre folhas de T. fluminensis.

B-C. Basidias e basididsporos de C. tradescantiae (Barrra=10.0 ym). Cordao

micelial de C. tradescantiae (Barra=20.0 ym).
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Fig 3.A. Sintomas de antracnose causada por Colletotrichum falcatum em T.
fluminensis. B. llustragao do acérvulo, da célula conidiogénica e dos conidios

de C. falcatum (Barra=20.0 ym).

Fig 4.A. Sintomas de mancha foliar causados por Mycosphaerella
tradescantiae em T. fluminensis: aspecto adaxial de folha colonizada

(esquerda) e abaxial (direita).
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R

Fig 5. Micosphaerella tradescantiae. A. Ascas e ascésporos B Secgdo do

pseudotécio (Bar=10.0 pm).
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Fig 6.A. Sintomas de queima foliar causada por Rhizoctonia solani em T.
fluminensis. B-C. imagens de microscopia de fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda para demonstrar a condi¢do multinucleada das hifas de

R. solani coradas com SYBR Green®.

Fig 7.A. Plantas de T. fluminensis necrosadas (Note presenga de numerosos
esclerodios de Sclerotium rolfsii0 B. Esclerédios formados abudantemente em

cultura pura sobre pedacgos de cenoura.

69



Fig 8.A. Manchas foliares causadas por Septoria paranaensis em T.
fluminensis. B. Picnidio, célula conidiogénica e conidios de S. paranaensis

(Bar=45.0 ym).
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Fig 9.A. Tradescantia fluminensis com sintomas de ferrugem. . Seccéao da

uredinia de U. commelinae contendo urediniésporos (Bar=25.0 ym).
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ARTIGO 3

Kordyana brasiliensis sp. nov. (Ustilaginomycetes: Brachybasidiaceae): a
potential classical biocontrol agent for the weed Tradescantia fluminensis
from Brazil
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ABSTRACT

Tradescantia fluminensis (wandering Jew) is a herbaceous plant native from
Brazil that became a major invader of ecosystems in New Zealand. Surveys for
natural enemies to be used as classical biological agents against this weed
were performed in South and Southeastern Brazil yielding several pathogens
and arthropods appearing to have potential for this use. Among the fungi that
were collected is a species belonging to the basidiomycete genus Kordyana
(Ustilaginomycetes: Brachybasidiaceae) that is newly described herein as
Kordyana brasiliensis. Morphological and molecular features clearly
distinguished the fungus collected on T. fluminensis from related species in this

genus. The fungus caused a severe yellowing of infected leaves on T.
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fluminensis leading to foliar necrosis and symptoms were very similar to those
caused by white smuts, a group of related fungi that includes Entyloma
ageratinae, a highly successful biocontrol agent introduced into New Zealand as
a weed biocontrol agent against mist flower. As an exercise to illustrate the
extent of damage produced on T. fluminensis by the fungus a fully grown
individual of this species was collected from a population undergoing a severe
outbreak of the disease. All leaves were taken from this plant and each was
evaluated for disease severity. Disease incidence on leaves was 70% and
percentage of necrosis on individual living leaves was up to 82%. Although the
disease does not normally kill the host-plant it is likely that fungus infection has
an effect similar to that of rust and other biotroph pathogens of serving as an
energy sink weakening the diseased plants and leading to a reduction of its
competitivity. A high level of host-specificity was demonstrated by an indirect
method of long term exposure of a series of 69 test-plant species (including 15
Commelinaceae) to inoculum from a group of highly infected T. fluminensis in a
shade-house. The only plants that became infected after one month were T.
fluminensis specimens, including plants grown from New Zealand originated
stock. This, coupled with observations in the field of natural occurrences of the
disease and the absence of the fungus attack on other neighboring plants led to

the confirmation of the safety of the use of this fungus for classical introductions.

Taxonomical novelty: Kordyana brasiliensis Macedo, Pereira & Barreto

Key words: Classical biological control, Commelinaceae, Exobasidiales,

taxonomy, white smut.

74



INTRODUCTION

Tradescantia is a neotropical genus of the Commelinaceae that includes 60
species (Barreto, 1997), some of which are cultivated as ornamentals but most
of which are obscure understory plants of humid forests. Tradescantia
fluminensis Vell. (wandering Jew; local name in Brazil — trapoeraba branca) is
the sole species that is included in weed lists. In Brazil it is native to the coastal
areas from the northeast to the south (Lorenzi, 2008) but is particularly common
in Southeastern and Southern Brazil where it forms small patches on humid
rocky habitats such as along creek margins. In its native range, although
included in weed lists, it is doubtful if it deserves such a status as it never forms
dense extensive populations and is only occasionally seen competing with
crops. Conversely in situations where it was introduced into exotic tropical and
subtropical regions of the world it became a very serious invader of native
ecosystems. It is known to occur outside its native range in Australia, USA,
Spain and Russia (Standish et al., 2001). It is ranked among the most invasive
species of Florida (FLEPPC, 2009) and is particularly harmful to forest
ecosystems in New Zealand for its ability to grow in shaded habitats (Kelly and
Skipworth, 1984), affecting invertebrate communities (Toft et al., 2001;
Standish, 2004) and hampering natural processes of forest regeneration and
nutrient cycling (Standish et al., 2001; Standish et al., 2002, Standish et al.,

2004).

Attempts to mitigate T. fluminensis invasions through chemical, mechanical and
othercontrol methods failed (Standish et al., 2002) and biological control was
hence encouraged (Standish et al., 2001). Tradescantia fluminensis has no

significant natural enemies (arthropods or pathogens) in New Zealand (Winks et
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al., 2003) and the need for searches of co-evolved biocontrol agents was then

regarded as necessary.

In 2004 cooperation started in two separate fronts: study of arthropods natural
enemies (work based in the Universidade Federal do Parana, at Curitiba —
Brazil) and search for pathogens. A cooperative agreement was signed
between Landcare Research (New Zealand) and the Fundagdo Arthur
Bernardes of the Universidade Federal de Vigosa (Brazil) aimed at surveying
and evaluating pathogens associated with T. fluminensis collected in Brazil as
potential classical biocontrol agents to be used against this weed in New
Zealand. A series of insects with clear potential as biocontrol agents were
collected and one (Neolema ogloblini F.) was treated as having priority.
Unfortunately colonies that were being screened for a potential introduction
were found to be parasitized with protozoan of Subclass Gregarinia and this has

delayed the introduction of this insect (Fowler, 2009).

Surveys for plant pathogens yielded at the first stage five fungi which were
preliminarly identified as Uredo sp. (rust), Kordyana tradescantiae (Pat.) Racib.
(white smut-like), Ceratobasidium sp. (thread-blight), Cercospora apii Fresen.
(leaf spot), Mycosphaerella sp. (leaf spot) and, additionally, a bacterial disease
was also observed and the bacterium was identified as Burkholderia
andropogonis (Pereira et al. 2008). All of these pathogens but Ceratobasidium
sp. were regarded initially as having potential justifying further evaluations of
their biocontrol potential. This work was continued and additional fungal
pathogens were collected on T. fluminensis as well as other related species of
Tradescantia. A complete list of the mycobiota of T. fluminensis with elucidation

of taxonomy and a discussion on pathological aspects is being published
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separately. Herein a detailed discussion of the fungus that was first misidentified
as K. tradescantiae but found now to represent a new species is presented

including an elucidation of its taxonomy, pathology and host-specificity.

MATERIAL AND METHODS

Surveys

Samples collected in the January 2003 and December 2005 surveys as
described in (Pereira et al. 2008) were incorporated in the present work.
Additional samples were obtained in survey trips to Southern Brazil in July 2008
and May 2009 and followed the same procedure described in Pereira et al.
(2008). Representative specimens were deposited in the local herbarium
(Herbarium VIC). Additionally to the specimens that were collected and dried in
a plant press, life plants bearing white smut-like symptoms were collected from
most location of the occurrence of this disease and brought back to the base at

the Universidade Federal de Vigcosa and kept in a shade house for later studies.

Isolations

Isolations were attempted by directly transferring spores from freshly collected
leaves bearing sporulating lesions with a sterile fine pointed needle onto plates
containing each of the two following media: VBA (vegetable broth-agar) as
described in Pereira et al. (2003) or Melin-Norkrans modifyed (MNM) as
described in Marx (1969). Finally, at a later stage, isolations were attempted by

attaching selected fragments of infected leaves onto the inner side of the lid of
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plates containing the media mentioned above. After 48 hours the surface of the
underlying medium was scanned under a dissecting microscope in order to
locate ejected basidiospores. Small fragments of the medium over which the
spores were deposited were then transferred to other plates in order to tubes

containing PCA.

Fungus morphology

Representative specimens of T. fluminensis bearing white smut-like symptoms
were examined either after being dried in a plant press or fresh upon arrival
from the field or later from the plants kept in the shade house. A fungus
producing white sporulation over diseased tissues was consistently found to be
associated with the leaf spots. Fungal structures were either scraped with a
scalpel from the infected tissues or hand sections were prepared and mounted
in lactophenol. Alternatively, sections were made with a cryostat “Microm
HM520”. Observations, measurements and illustrations were performed with a
light microscope (Olympus BX 51) equipped with a digital camera “Olympus

evolt E-330”.

DNA isolation, amplification and sequence analysis

DNA analysis of pure cultures obtained from infected leaves of T. fluminensis
with leaf spot showed that none of these belonged to Kordyana, contrary to the
morphological evidence obtained through observation of infected leaves. Then,
in order to gather additional evidence of the taxonomic distinction of the fungus
on T. fluminensis from other species in Kordyana the following procedure was
utilized in order to extract and examine Kordyana DNA directly from colonized

T. fluminensis leaves. The DNA isolation was carried out following standard
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CTAB extraction protocol and the DNA was used as template for the
Polymerase Chain Reaction (PCR) for amplification of one genomic regions of
the rDNA: region of the nuclear large subunit rRNA gene using primers NL1 and

NL4 (O’Donnell, 1992).

PCR products were purified by means of High Pure PCR Product
Purification Kit (ROCHE) following the instructions in the manual and
sequenced directly over both strands using a MegaBACE™1000 DNA
Sequencing System. In addition to the sequences generated in the present
study LSU sequences from other works (Begerow et al., 2002) were
downloaded from NCBI and aligned using the Clustal W algorithm in the MEGA
program (Tamura et al., 2007). The LSU sequences of the Anthracoidea
arenaria 1394A.are (Ustilaginomycetidae), was used as outgroup in the analysis
The LSU final alignment contained 24 taxa and 425 aligned nucleotides (Table
1). Sequences were analyzed using maximum parsimony, maximum likelihood
analyses in PAUP 4.0 b10 (Swofford, 2002) and Bayesian inference and
Markov chain Monte Carlo simulation implemented in MrBayes ver 3.0 with
three repetitions (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). For the maximum likelihood
analyses the GTR+I+G model was selected by the program Modeltest

(http://bioag.byu.edu/zoology/crandall lab/modeltest.htm) and Bootstrap

analysis was performed with 1000 random replicates. Bayesian analysis was
conducted on the same aligned dataset after MrModeltest v. 2.2 (Nylander,
2004) was used to determine the nucleotide substitution model GTR +I+G
models. The Markov Chain Monte Carlo (MCMC) analysis of four chains started
with a heating parameter of 0.1 from a random tree topology and lasted
5,000,000 generations. Trees were saved each 100 generations, resulting in

50,000 saved trees. Burn-in was set at 1,250,000 generations after which the
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likelihood values were stationary, leaving 37,000 trees from which the 50 %

majority rule consensus trees and posterior probabilities were calculated.

Pathogenicity

Tests aimed at demonstrating the pathogenicity of the fungus from Brazil to the
biotype of T. fluminensis occurring in New Zealand and to establish its host-

range were performed.

Additionally, after repeated failure in attempts to reproduce the disease
with inoculum obtained from pure cultures of the several fungi that were
obtained, and after observations were made that healthy T. fluminensis plants
placed close to infected plants brought from the field became infected with white
smut a experiment was designed taking advantage of the natural spread of the
disease that was seen to occur in the shade house. A selection of 70 species
was chosen (Table 3) and three potted individuals of each species including T.
fluminensis of New Zealand origin , were placed together with a population of T.
fluminensis that had become naturally infected and presented a high
percentage of leaves infected with the fungus. The test-plants were organized in
rows on the floor of a shade-house and between each row at a 50 cm distance,
a row of pots containing diseased T. fluminensis was placed. During the first
month, test-plants were examined weekly for disease symptoms, after that

evaluations were performed at monthly intervals.

One similar approach aimed at checking the susceptibility of the New Zealand
biotype of T. fluminensis to both a rust fungus that was found in the field
attacking it and to Kordyana involved the placing of sentinels (potted plants of
the New Zealand biotype) at selected places where these pathogens occured

on natural populations of T. fluminensis in Southern Brazil (Parana, Santa
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Catarina and Rio Grande do Sul). ten localities (Table 2). These were left in the
field for 14 months after which each site was visited, sentinel plants were
carefully examined and later removed and destroyed if not bearing disease
symptoms or otherwise brought back to the base at the Universidade Federal

de Vigosafor further examinations.

Preliminar evaluation of the extent of damage produced by

Kordyana

A single plant arbitrarily chosen among naturally infected T. fluminensis in the
shade-house was taken to a lab bench and had almost of its leaves (200
leaves) removed and examined for the occurrence or absence of white smut
symptoms. Only living leaves were included. Data was recorded aimed at
generating information on disease incidence per leaf population (each leaf one
individual).Each leaf was scanned (HP “Scankjet 6100c” aT 600dpi of
resolution) and disease severity was evaluated with the software QUANT v.

1.0.2 (Xavier et al., 2003).
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Results

Surveys

The surveys yielded 19 samples of Kordyana from T. fluminensis. These were
found attacking the host in the field at 16 localities of four Brazilian states.
Although the fungus was never found in the states of Minas Gerais on T.
fluminensis nor at any Southeastern Brazilian state life infected plants collected
from southern states and brought to Vigosa maintained the fungus population
and no progressive loss of diseased material was observed for plants infected
with white smut such as repeatedly seen in Uredo rust-infected T. fluminensis
treated the same way. In fact, after several years of study in Vigosa both T.
fluminensis and white smut are occurring naturally in areas next to the field plots

in the university campus.

Isolations

Isolation of the Kordyana from T. fluminensis proved to be challenging. Although
numerous isolation attempts yielded many fungus isolates, some of which were
filamentous and some yeast-like, repeated inoculations of healthy T. fluminensis
with such isolates did not reproduce the disease in any case leading to
speculation on loss of pathogenicity in culture or inadequate isolate-weed
biotype matches. Further examinations of the morphology of each fungus in
culture and, at a later stage, molecular analysis of selected isolates, has finally

demonstrated that these isolates represented in fact an heterogeneous
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assemblage of taxa ranging from possible mycoparasites such as Lecanicillium

sp. to yeast-like contaminants.

Only at a later stage of this study pure culture of the Kordyana on T. fluminensis

were finally obtained through basidiospore ejection on plates.

Fungus morphology

Kordyana brasiliensis D.M. Macedo & R.W. Barreto sp. nov. (Figs 3)
MycoBANK, MB 508070

GENBANK, HM 105582

Etymology: based on the geographic origin

Holotype: Brazil, Minas Gerais, Vigosa, experimental plot on
Tradescantia fluminensis (Commelinaceae), December 2009, D.M. Macedo

(VIC 31367).

Symptoms on upper leaf surface, appearing as diffuse chlorotic spots,
becoming more prominent as chlorosis spreads; central area turning reddish
brown and surrounded by an irregular, pale greenish-white border; often
spreading and coalescing to cover large part of leaf; eventually necrosing and
turning dark brown: on lower leaf surface, spots initially discrete, circular and
silvery white covered with caespituli; becoming pale to ginger brown centrally
and finally dark brown and necrotic with age, surrounded by pale whitish-green

halo, becoming irregular in shape and spreading as new caespituli continually
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emerge, 0.3-1.0 x 0.5-1.8 cm, coalescing and leading to complete yellowing and
death of infected leaves. Spermogonia absent. Hymenium filing the sub-
stomatal cavity with hyaline mycelial mass, 65.0 x 92.0 — 70.0 x 110 um; Basidia
bisterigmate, cylindrical bifurcate, 66.0 x 76.0 — 4.0 um, hyaline, smooth.

Basidiospores, oblong to elliptic 8.0 x 15.0 — 3.0 x 5.0 um, hyaline, smooth.

In culture: colonies slow growing (2.0 cm diam after 10 days) initially yeast-like,
becoming filamentous, flat, with feltrose white aerial mycelium, sparce

sporulation.

Material examined: BRAZIL, Parana, Curitiba, on living leaves of
Tradescantia fluminensis, 15 November 2003, S. Fowler (VIC 27789); BRAZIL,
Rio Grande do Sul, Santa Tereza, on living leaves of Tradescantia fluminensis,
29 April 2004, O. L. Pereira (VIC 28793); BRAZIL, Rio Grande do Sul, Bento
Goncgalves (Vale dos Vinhedos), on living leaves of Tradescantia fluminensis,
27 November 2005, O. L. Pereira (VIC 31347); BRAZIL, Rio Grande do Sul,
road Gramado/Nova Petropolis (access to Pinheiro Multisecular), on living
leaves of Tradescantia fluminensis, 26 November 2005, O. L. Pereira (VIC
31348); BRAZIL, Parana, Curitiba (Clube Atlético Primavera — Juruqui), on
living leaves of Tradescantia fluminensis, 20 November 2005, O. L. Pereira (VIC
31349); BRAZIL, Parana, Curitiba (Campus antigo da UFPR), on living leaves
of Tradescantia fluminensis,, 17 November 2005, O. L. Pereira (VIC 31350);
BRAZIL, Santa Catarina, Rodovia SC 301, on living leaves of Tradescantia
fluminensis, 22 November 2005, O. L. Pereira (VIC 31351); BRAZIL, Rio
Grande do Sul, Sado Francisco de Paula (Hotel Fazenda Parque das

Araucarias), on living leaves of Tradescantia fluminensis, 26 November 2005,
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O. L. Pereira (VIC 31352); BRAZIL, Rio Grande do Sul, S&o Francisco de Paula
(Parque das 8 cachoeiras), on living leaves of Tradescantia fluminensis, 26
November 2005, O. L. Pereira (VIC 31353; VIC 31354; VIC 31355); BRAZIL,
Parana, Curitiba, next to giant araucaria on living leaves of Tradescantia
fluminensis, 30 November 2005, O. L. Pereira (VIC 31356); BRAZIL, Sao Paulo,
Ponte do Rio S&o Pedrinho (BR 116 — Km 564), on living leaves of
Tradescantia fluminensis, 19 November 2005, O. L. Liparini (VIC 31357);
BRAZIL, Rio Grande do Sul, Santa Tereza, on living leaves of Tradescantia
fluminensis, 29 July 2007, O. L. Pereira (VIC 28808); BRAZIL, Rio Grande do
Sul, Canela, on living leaves of Tradescantia fluminensis, 07 December 2007,
R. W. Barreto (VIC 30580); BRAZIL, Rio Grande do Sul, Bento Gongalves, on
living leaves of Tradescantia fluminensis, 08 December 2007, R. W. Barreto
(VIC 30582); BRAZIL, Santa Catarina, Lages, on living leaves of Tradescantia
fluminensis, 09 December 2007, R. W. Barreto (VIC 30583); BRAZIL, Minas
Gerais, Vigosa, on living leaves of Tradescantia fluminensis, 10 December

2009, D. M. Macedo (VIC 31367)

The specimen of K. brasiliensis has generated amplicoms 425bp with LSU
region. The maximum parcimony analysis produced eight trees and the
maximum likelihood analysis led to the selection of one tree having as
3289.54702 of probability (date not shown). Bayesian analysis yielded a tree
having a topology equivalent to that obtained as above (Fig 7). Results obtained
through the three phylogeny analysis models have shown that the K.
brasiliensis indeed represents a new species. This was confirmed by the

consistency on the topology of the trees generated for the species of Kordyana.
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Pathogenicity

The indirect host-range test has demonstrated that K. brasiliensis was only
pathogenic to T. fluminensis. Heathy T. fluminensis grown from New Zealand-
origin plant stock showed “white smut” symptoms one month after they were
placed in the vicinity of plants infected with K. brasiliensis in the shade house.
None of the other test plants belonging to the other 69 taxa became infected by

K. brasiliensis after 12 months of observation (Tab.1).

Preliminary evaluation of the extent of damage produced by

Kordyana

Disease incidence on the leaves of the fully grown — naturally infected T.
fluminensis individual that was examined was 70% whereas disease severity,
as evaluated with Quant was 36%. Some individual leaves had more than 80%
of the leaf blade area damaged by the disease (Fig. 6). All leaves having a

higher proportion of damage were excluded and considered dead.
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Discussion

The order Exobasidiales includes four fungal families: Brachybasidiaceae,
Exobasidiaceae, Cryptobasidiaceae and Graphiolaceae (Kirk et al., 2008).
Fungi in this order typically produce no teliospores on the parasitic phase, have
holobasidia and are dimorphic (Bauer et al, 2001; Begerow et al., 2002). The
Brachybasidiaceae includes 5 genera: Brachybasidium, Dicellomyces,
Exobasidiellum, Kordyana and Proliferobasidium. These genera share the
following features: sporulation on the surface of host tissue, haustoria absent,
basidia producing two sterigmata bearing ballistosporic basidiospores with hillar
appendixes oriented adaxially in relation to the apex of basidia. (Cunningham et
al., 1976; Begerow et al., 2002). Kordyana included until now five species all of
which are plant parasites causing white smut disease on members of the
Arecaceae or Commelinaceae (Begerow et al., 2002, Kirk et al., 2008; Farr et
al, 2010). They produce tufts of basidia that emerge through the stomata arising
from the substomatal cavities and from disrupted epidermis and each basidium
bears two sterigmata on which a single forcibly ejected basidiospore is formed.
The fungus collected on T. fluminensis fits well within the accepted concept for
Kordyana and was regarded as new for having smaller basidiospores (8.0-15.0
um) than those of Kordyana tradescantiae (Pat.) Rac. (15.0-18.0 um) the only
other species known to attack members of Tradescantia. As for the other
species of Kordyana besides their separation in terms of being associated to
different host-plant genera Aneilema, Callisia, Commelina and Pollia the
following morphological differences are also of relevance: K. celebensis Gaum
has shorter basidia (up 60.0 um); K. commelinae Sawada has smaller

basiospores (7.0-8.0 x 3.0-4.0 um); K. polliae Gaum has larger basidiospores
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(15.0-21.0 x 5.0-8.0 um) (Gaumann, 1922; Farr & Rossman, 2010; Mendes &

Urben, 2010).

Additionally, the phylogenetic analyses of relevant DNA sequences have
clearly demonstrated with 100% of confidence that species of Kordyana with
sequences deposited in GeneBank (K. celebensis and K. tradescantiae) are

different from K. brasiliensis.

Pathogenicity studies have clearly demonstrated that K. fluminensis is
highly host-specific to T. fluminensis and capable of causing a severe disease
on plants of the biotype of the weed that is present in New Zealand. No species
other than T. fluminensis was either seen in the field attacked by this fungus or
infected when directly exposed to inoculums sources under closer scrutiny.
Such a level of host-specificity, although desirable could be regarded as
unnecessary in the case of New Zealand since there is no native or cultivated
plants of relevance in this family in this country. Potential for its use as a
classical biocontrol agent is regarded as very high and, considering the weather
similarities and equivalent latitude of the natural range of K. brasiliensis in
southern Brazil and the regions invaded by T. fluminensis in New Zealand, it is
probable that the fungus will adapt well if its introduction is approved. Such
climatic and latitudinal matching is commonly regarded as good indicators of a
biocontrol candidate chances of successfully adapting to the new range
(Wapshere, 1985). The affinity of Kordyana with Entyloma and similarity of the
disease it causes as that caused by Entyloma (white smut) may also be
regarded as indications that a similar level of success might be acchieved with
the introduction of K. brasiliensis as that obtained after the introduction of

Entyloma ageratinae R.W. Barreto & H.C. Evans against mist-flower Ageratina
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riparia in Hawaii in the 1970s (Trujillo, 2005) and in New Zealand in the 1990s
(Frohlich et al.,, 2000). Results of both releases have been reported as
spectacular in both cases (Trujillo, 2005; Barton et al., 2007). In New Zealand
evaluations of the results of the introduction of white smut on A. riparia four
years after its introduction have shown that the fungus was able to disperse to
distances superior to 400 Km from release sites, establishing stable populations
where introduced, significantly reducing weed infestations and contributing to
recovery of local biodiversity (Barton et al., 2007). The example provided by the
preliminary observation that was made here of the impact of K. brasiliensis on a
selected individual represents only a minor illustration of the kind of damage
that could be promoted in the field in New Zealand after its release and was not
meant to represent a statistically significant demonstration of impact.
Nevertheless it is suggested that a high percentage of leaves (more than 70%)
may become naturally infected. As in the case of other biotrophic fungi such as
rusts, the main impact is often not properly assessed by estimation of areas of
necrotic tissues on infected plants (which in the case of K. brasiliensis might be
regarded as somewhat low, only 36 %). Colonization by such fungi generates
sinks for plant reserves and often lead, in the case of crop plants, to major
reduction in productivity and, in the case of plants in natural habitats, to loss of
the ability to compete with other plants (Watson, 1991; Charudattan, 2005). One
of the most important pre-requisites for using an organism as a biocontrol agent
is a high-host specificity, a feature that is recognized as occurring at the highest
level in biotrophic fungi such as K. brasiliensis (Frank, 1992). On the
entomological side of the biocontrol program against T. fluminensis work was
approaching the release of the phytophagous beetle Neolema ogloblini

(Chrysomelidae) which was already being held in quarantine in New Zealand.
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Unfornutately it was found that the colonies were infected with an exotic insect
pathogen and, until now attempts to clean-up these colonies have failed
(Fowler, 2009). This insect is regarded as having a high potential as a
biocontrol candidate and it is likely that attempts to obtain healthy colonies in
New Zealand and in Brazil will be continued and that the success story of the
combined use of a fungal pathogen and an insect against a weed that occurred
in the case of the programs of biocontrol of A. riparia in Hawaii and New

Zealand will be repeated for T. fluminensis.
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Table 1. List of fungal species studied (DNA sequences)

List of specimens studied

Specimens Snquence
1. Exobasidiomycetidae

Entyloma dahliae AY272035.1
Tilletiopsis pallescens AB178263.1
Kordyana celebensis AF87401.1
Kordyana tradescantiae AF487402.1
Exobasidium bisporum AB177598.1
Boallistra lineata AR229351
Microstroma album AR352052.1
Quambalaria pitereka strain QP45 DQ823439.1
Tilletia controversa DQB32244.1
Doassansia epilobii AF007523
Entyloma arnoseridis DQ645528.1
Tilletiopsis washingtonensis DQ025487.1
2. Ustilaginomicetidae

Moesziomyces bullatus DQ831011.1
Soorisorium andropogonis-micranthi AY740100.1
Sporisorium penniseti AY740130.1
Ustilago hordei AF53934.1
Ustilago nuda AP36139.1
Tranzscheliella hypodytes DQB75373.1
Melanotaenium cingens DQ875364.1
Melanustilospora ari voucher HUV11528 B517924.1
Urocystis ulei voucher RB5053 B517930.1
Vankya heufleri voucher HUV 15007 B653981.1

1. List of sequences deposited in NCBI
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Table 2. List of Tradescantia fluminensis sentinel plants (New Zealand stock) left

exposed to inoculum of Uromyces commelinae and Kordyana brasiliensis in the

native range resulting infections.

Plant Location GPS coordinates Pathoge Recollection (Y/N)
No: n
present*
1 S3o0 Francisco de Paula S$28°23 45.9”; K Y — No disease
plant a W 049°32’ 49.0”
2 Sao Francisco de Paula S 28°23 45.9"; K Y — No disease
plant b W 049° 32’ 49.0”
3 Bento Gongalves S 29° 11 08.8"; U Y — Uromyces
infection
Rs 444 plant a W 051° 36’ 08.1”
4 State border Rio Grande do S 28° 14’ 6.3”; K/U Y - No disease
Sul & Santa Catarina
W 050° 46’ 4.7"
Br 116
5 Bento Gongalves S 29° 11 08.8"; U Y — No disease
Rs 444 plant b W 051° 36’ 08.1”
6 Lages plant a S 27° 47 26.8; K/U Y — No disease
W 050° 21’ 14.5”
7 Lages plant b S28°14°6.3"; K/U Y — No disease
W 050° 46’ 4.7"
8 Serra do Rio do Rastro S$28°23 459" ; K N - plant not

recovered due to
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W 049° 32’ 49.0" site flooding

* K = Sentinel plants placed amongst/proximate to plants infected by K. brasiliensis

* U = Sentinel plants placed amongst/proximate to plants infected by U. commelinae
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Table 3. List of test-plants included in the specifity test

BOTANIC FAMILY

PLANT SPECIES

Amaranthaceae

Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb

Alismataceae

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schitdl.) Micheli
Sagittaria montevidensis Cham. & Schitdl.

Anacardiaceae

Mangifera indica L.

Pistacia vera L.

Rhus copallinum L.

Schinus molle L.

Schinus terebinthifolia Raddi
Spondias purpurea L.

Araceae Pistia stratiotes L.
Anthurium sp.
Arecaceae Rhopalostylis sapida H. Wendl. & Drude
Asteraceae Emeranthus sp.
Balsaminaceae Impatiens walleriana Hook. f.
Bixaceae Bixa orellana L.

Bromeliaceae

Aechmea aquilega (Salisb.) Griseb.

Chrysobalanaceae

Licania tomentosa (Benth.) Fritsch

Commelinaceae

Callisia repens (Jacq.) L.

Callisia warszewicziana (Kunth & Bouché) D.R. Hunt
Commelina benghalensis L.
Commelina diffusa Burm. f.
Commelina erecta |.

Dichorisandra thyrsiflora J.C. Mikan
Gibasis schiedeana (Kunth) D.R. Hunt
Siderasis fuscata (Lodd.) H.E. Moore
Tradescantia fluminensis Vell.
Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt
Tradescantia spathaceae Sw.
Tradescantia zebrina Heynh.
Tradescantia zononia (L.) Sw.
Tripogandra diuretica (Mart.) Handlos.
Tinantia sp.

Costaceae

Costus erythrophyllus Loes

Cyperaceae

Cyperus rotundus L.

Euphorbiaceae

Euphorbia heterophylla L.
Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg.

Fabaceae Cassia grandis L. f.
Faboideae Dalbergia sp.

Juncaceae Juncus L.

Malvaceae Theobroma cacao L.
Maranthaceae Maranta bicolor Ker Gawl.

Melastomataceae

Tibouchina herbaceae (DC.) Cogn.
Miconia calvescens DC.

Meliaceae

Cedrela fissilis Vell.
Cedrela odorata L.
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Table 3. (continued)

BOTANIC FAMILY

PLANT SPECIES

Myrtaceae

Eugenia uniflora L.

Plinia edulis (Vell.) Sobral

Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel
Psidium cattleianum Sabine
Psidium guava Griseb

Syzygium cumini (L.) Skeels

Pontederiaceae

Eichornia crassipes Solms

Rosoideae Rubus fruticosus L.

Rosaceae Prunus persica (L.) Batsch
Rosa sp.

Rubiaceae Coffea arabica L.

Rutaceae Citrus x limon (L.) Osbeck

Solanaceae Solanum lycocarpum A. St.-Hil.

Strelitziaceae Strelitzia reginae Aiton

Thyphaceae Typha domingensis Pers.

Verbenaceae Lantana camara L.

Verbena sp.

Zingiberaceae

Hedychium coronarium J. Konig
Zingiber officinale Roscoe
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Fig1A-B Population of Tradescantia fluminensis bearing white smut symptoms caused

by Kordyana brasiliensis B- Close-up (note intense yellowing of lower leaves with

brown necrotic tissues appearing centrally).
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Fig 2 A Sentinel Tradescantia fluminensis plant of the New Zealand biotype as
left in the field B White smut symptoms appearing on sentinel plants of the New

Zealand biotype of Tradescantia fluminensis left in the field.
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Fig 3A - Caespituli of basidia of Kordyana brasiliensis emerging through

stoma of Tradescantia fluminensis (bar= 15um) B- /bid (bar= 15 pm).
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Fig 4. SEM images of Kordyana brasiliensis caespituli emerging through

stomata.
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FigS A-C Centrifugal phylogenetic hos-range test of Kordyana brasiliensis.
A- General view of experiment in shade house. B- Test-plants growing
intermixed with infected Tradescantia fluminensis. C- Close-up showing a T.
fluminensis individual heavily infected with white smut growing among test-

plants.
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Fig 6. Single leaf of T. fluminensis infected by K. brasiliensis. 82% severity. A-

standard scanned image. B- same image edited in Quant v 1.0.2

Moesziomyces buffatus

Sporis orium andropogonis -micranthi
Sporisorium penniseti

Q?Usﬁhgo hordei

1Usﬁmgo mirda

Tranzscheliefla hypodytes

Melanotaeniium cingens

r Melanustilospora ari voucher HUV 11528

0,96

E Urocystis wlei voucher RB5053
Vankya heufleri voucher HUV 15007

p Entyloma dahliae
[ Tilletiopsis pallescens

Kordyana celebensis
ﬁ 0,59
— Kordyana trades cantiae
Kordyana brasiliensis

1

Exobasidium bisporum
Eballistra lineata

0.os

1
{ Microstroma album
1
Quambalaria pitereka strain QP45

Tilletia controversa

Doassansia epilobii
4';? Entyloma arnoseridis
1
Tilletiopsis washingtonensis

Anthracoidea arenaria 1394A.are

Figure 7. The 50% maijority rule tree of 37,500 trees obtained from a Bayesian

analysis of the LSU sequence alignment. Bayesian posterior probabilities are

given at the nodes and the scale bar shows 0.08 expected changes per site.

The tree was performed to evaluated the phylogenetics position of Kordyana

brasiliensis rooted with Anthracoidea arenaria 1394Aare
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ARTIGO 4

Black mildew fungi (Meliolaceae) associated with Schinus terebinthifolius
(Brazilian pepper tree) in Brazil
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Abstract

Irenopsis schini-terebenthifolii sp. nov., Meliola chilensis and Meliola rhois var.
africana are described for the first time in association with Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae) lllustrations and a key to all Meliolaceae known

in association with species belonging to the genus Schinus are provided.

Key words: invasive plant, mycobiota, taxonomy, tropical fungi, weed.

109


mailto:rbarreto@ufv.br

Introduction

Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), Brazilian pepper tree (known in
Brazil as aroeira) is a small sized plant that is widely distributed in Brazil but
also occurring in Argentina and Paraguay. It was introduced as ornamental or
as a source of spice in many tropical and sub-tropical regions of the world
becoming invader of natural ecosystems and provoking serious disruptions of
such natural areas. It is now regarded as one of the worst plant invaders in
Florida, Hawaii and New Zealand (Ferriter, 1997). It has been a target of
biological control programs for several decades but these originally only
involved the use of insect natural enemies (Cuda et al., 2006). Only recent
studies involving the survey and evaluation of fungal pathogens of S.
terebinthifolius were initiated in Brazil. Partial results of such surveys were
published subsequently (Faria et al. 2008). These studies have revealed a
significant diversity of pathogenic or purported pathogenic fungi in association
with S. terebinthifolius, some of these have clear potential for use in biological
control of Brazilian pepper tree namely Septoria sp. Wei (Faria et al., 2008). The
present publication deals with a group of species collected on S. terebinthifolius
that belongs to the fungal family Meliolaceae which were readily recognized as

having no biocontrol potential although representing mycological novelties.

The family Meliolaceae includes aproximately 2000 species most of
which are from the tropics (Kirk, 2008). The main genera in this family are
Amazonia Theiss, Appendiculella Hohn., Asteridiella McAlpine, Irenopsis F.
Stevens and Meliola Fr. (Hansford, 1961). Fungi in the Meliolaceae together
with the disease they cause on their host plants are commonly referred to as the

black mildews. They have little economic importance even when attacking
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cultivated plants since the disease severity is generally low (Sabulal et al. 2006;
Hosagoudar et al. 1997). In some cases, particularly when the host-species is
an ornamental plant and black mildew colonies are abundant, this may harm the
appearance of infected plants rendering them unsightly, such as reported for
Asteridiella pittieri (Toro) Hansf. attacking Duranta repens L. (Pereira et al.

2006).

Three distinct taxa of black mildew were found during the survey of the
mycobiota of S. terebinthifolius. Even though of no relevance for its biocontrol it
was recognized that these might represent mycological novelties, therefore
deserving being further investigated. There is an obvious need to broaden the
knowledge of the Meliolaceae in Brazil. This group has been largely neglected
and little has been published on this fungal group in Brazil when compared with
the large number of novel taxa in the Meliolaceae that has been published in
other tropical countries (Crane & Jones, 2001; Housagoudar and Shiburau,

2002; Song and Li, 2004; Biju et al., 2005; Rodriguez and Piepenbring, 2007).

Materials and methods

An intensive survey of the mycobiota of S. terebinthifolius was performed at two
different periods September 2001 to May 2003, concentrated in a small part of
southeastern Brazil in areas of the states of Rio de Janeiro, Sdo Paulo and
Minas Gerais and later in a wider area including the previous states plus
Espirito Santo, Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul and also some
ad hoc collections in the state of Pernambuco from 2008 to 2010. Foliage of S.
terebinthifolius bearing black mildew colonies were either collected and dried in

a plant press or observed while still fresh. The samples were examined under a
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stereomicroscope “Olympus SZX7”. Representative structures were either
scraped or removed with an adhesive tape and mounted on lactophenol. Slides
were examined and fungal structures were measured and illustrated under a
light microscope Olympus BX 51 equipped with a digital camera Olympus e-volt
330 and a drawing tube. Representative specimens were deposited in the local

herbarium at the Universidade Federal de Vigosa (Herbarium VIC).

Results and Discussion

Meliola chilensis Speg., Beihefte zur Sydowia 2:470. 1961 (Fig. 1)

Colonies amphigenous, mostly epiphyllous, black, dense, subvelvety, up to
0.6-2.7 mm diam. Hyphae crooked, composed of dark brown septate , cells
mostly 15.0- 26.5 x 7.5-9.0 um, branching alternate or irregular at acute or
irregular angles, producing apressoria and conidiogenous cells. Apressoria
alternate, subantrorse, straight or bent; stalk cells cylindrical to cuneate, brown,
7.5x 10.0 x 7.5-9.0 pm, head cell cylindric-clavate and entire, straight or bent,
or sometimes rounded-angulose to sublobate, brown or red brown, 14.0-20.0 x
13.0-19.0 um. Conidiogenous cells (phialides) separate, opposite or alternate,
ampulliform, brown, 11.0-15.0 x 5.0-7.0 um. Mycelial setae numerous,
scattered, straight or slightly flexuous, 7-12 septate, simple, apex obtuse, dark
brown, 332.0-550.0 x 7,5-10.0 um. Perithecia in a central group, black, globose,
verrucose, 213.0-344.5 um diam. Asci evanescent. Ascospores oblong, obtuse,
hyaline when inside the ascus, becoming brown with age, rounded at the tips, 4-

septate, constricted at the septa, dark brown, 46.0-52.0 x 15.0-20.0 (19.0) um.
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Known distribution: Parana and Minas Gerais (Brazil).

Material examined: BRAZIL, Minas Gerais, Heliodora, on leaves of Schinus
terebinthifolius, 08 July 2008, D. M. Macedo (VIC 31323). BRAZIL, Parana,
Bacaetava, on leaves of Schinus terebinthifolius, 09 July 2008, D. M. Macedo
(VIC 31322), BRAZIL, Minas Gerais, Sdo Bras do Suagui, on leaves of Schinus
terebinthifolius, 28 October 2009, D. M. Macedo (VIC 31336). BRAZIL, Minas
Gerais Vigosa, Barbacena, on leaves of Schinus terebinthifolius, 28 October

2009, D. M. Macedo (VIC 31337).

Meliola rhois Henn. var. africana Hansf., Beihefte zur Sydowia 2:469. 1961

(Figs 2-3)

Colonies amphigenous, mostly epiphyllous, black, dense, velvety, up to
0.3-2.6 cm diam. Hyphae substraight to sinuous, composed of dark brown
septate hyphae, cells mostly 12.5-25.0 x 7.5-9.0 um, branching usually alternate
at acute angles, producing apressoria and conidiogenous cells. Apressoria
alternate, more or less antrorse, straight or bent; stalk cells cylindrical to
cuneate, brown, 6.0-10.0 x 6.0-7.5 um, head cell irregularly lobate, versiform,
from elongate-clavate to broader than long straight or variously bent, brown,
12.5-22.5 x 12.5-17.5 um. Conidiogenous cells (phialides) separate, opposite or
alternate, ampulliform, brown, 17.5-25.0 x 7.5-9.0 um. Mycelial setae numerous,
scattered, straight, 6-12 septate, simple, apex acute, dark brown, 314.0-527.0 x
8.5-10.0 um. Perithecia in a central group, black, globose, verrucose,
243.0x354.0 um diam. Asci evanescent. Ascospores oblong to subellipsoid,
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obtuse, hyaline when inside the ascus, becoming brown with age, rounded at
the tips, 4 septate, constricted at the septa, dark brown, 45.0-52.5 x 14.0-19.0

pm.

Know distribution: Rio de Janeiro

Material examined: BRAZIL, Rio de Janeiro, Nova Friburgo, Mury, on living

leaves of Schinus terebinthifolius, 11 April 2008, D. M. Macedo (VIC 31320).

Irenopsis schini-terebenthifolii Macedo & Barreto, sp. nov. MycoBank MB

518069 (Fig. 4-5)

Etymology:based on the host species Schinus terebinthifolius.

Differt a I. comocladiae coloniae ad 0.4-2.1 cm ; hyphae cellulis 15.0-40.0 x 7.0-
9.0 um. Appressoria, celulae basalis cylindraceae vel cuneata, 6.0-11.0 x 6.0-
10.0 um; cellulas apicalis cuneatae vel piriformi, 12.0-19.0 x 11.0-16.0 pum.
Cellulae conidiogenae mixtus cum apressoria, oppositis, conoideae vel
ampulliformibus, 19.0-21.0 x 6.0-8.0 um. Perithecia mammiformes, 167.5-300.0
pm diam; setae perithecialis rectae vel modice curvalae, 1-2 septatae, 64.0-

140.0 x 5.0-7.0 pm diam; Ascosporae 40.0-50.0 x 15.0-23.0 um.
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Holotype : BRAZIL, Rio de Janeiro, Casimiro de Abreu. On living leaves

Schinus terebinthifolius, 11 April 2008, D. M. Macedo (VIC 31318).

In folliis Schinus terebinthifolius Raad (Anarcadiaceae).

Colonies amphigenous, mostly hypophyllous, confluent, black, dense,
scattered, up to 0.4-2.1 mm diam. Hyphae straight to substraight or undulate,
composed of dark brown septate hyphae, 15.0-40.0 x 7.0-9.0 um, branching
opposite at acute or wide angles, producing apressoria and conidiogenous cells.
Appressoria alternate, antrorse, slightly bent; stalk cells cylindrical to cuneate,
brown, 6.0-11.0 x 6.0-10.0 um, head cell ovate, cuneate, entire or rounded-
angulose, brown or red brown, 12.0-19.0 x 11.0-16.0 um. Conidiogenous cells
(phialides) mixed with appressoria, opposite, conoid to ampulliform, brown,
19.0-21.0 x 6.0-8.0 um. Peritecial setae straight, 1-2 septate, simple, apex
obtuse, dark brown, 64.0-140.0 x 5.0-7.0 um. Perithecia black, scattered,
globose, mammiform, 167.5-300.0 um diam. Asci evanescent. Ascospores
oblong to subellipsoid, often pointed at apex, obtuse, hyaline when inside the
ascus, becoming brown with age, rounded at the tips, 4-septate, constricted at

the septa, dark brown, 40.0-50.0 x 15.0-23.0 um.

Known distribution: Rio de Janeiro and Minas Gerais (Brazil).

115



Material examined: BRAZIL, Rio de Janeiro, Rodovia Serramar (RJ 162)
sentido Casimiro de Abreu, on living leaves of Schinus terebinthifolius, 11 April
2008, D. M. Macedo (VIC 31318). BRAZIL, Rio de Janeiro, Parque Nacional de
Jurubatiba, 9 April 2008, D. M. Macedo (VIC 31319). BRAZIL, Rio de Janeiro,
Rodovia Serramar (RJ162) Casimiro de Abreu, 11 April 2009, D. M. Macedo
(VIC 31321). BRAZIL, Minas Gerais, Ponte Nova (BR 262), 22 August 2008, D.
M. Macedo (VIC 31325). BRAZIL, Minas Gerais Vigcosa, Padre Viegas, 22
August 2008, D. M. Macedo (VIC 31326). BRAZIL, Minas Gerais Vigosa, Catas
Altas, 24 August 2008, D. M. Macedo (VIC 31226). BRAZIL, Minas Gerais
Vigosa, Antonio Pereira, 25 August 2008, D. M. Macedo (VIC 31340). BRAZIL,
Rio de Janeiro, Paraty, Estagdo Ecologica de Tamoios, 01 April 2009, D. M.
Macedo (VIC 31332). BRAZIL, Rio de Janeiro, Paraty, Centro, 01 April 2009, D.
M. Macedo (VIC 31330); BRAZIL, Minas Gerais, Lambari (Parque Estadual de

Nova Baden), 23 March 2009, D. M. Macedo (VIC 31334).

The three meliolaceous fungi collected on S. terebinthifolius clearly belonged to
Irenopsis and Meliola. The latter is easily separated from Appendiculella,
Asteridiella and Irenopsis by having mycelial setae whereas Asteridiella has no
setae, Appendiculella has perithecia bearing larviform appendages and

Irenopsis has setose perithecia (Hansford, 1961).

Forty-two species and seven infra-specific taxa in Meliolaceae are known in
association with members of the Anacardiaceae. The majority are species of,
Meliola - thirty-eight species and seven infra-specific taxa (Hansford, 1961;
Hosagoudar, 1996; Hosagoudar e Archana, 2009). The following species of

Meliolaceae have been reported in association with members of Schinus:
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Meliola chilensis Speg., M. lanigera Speg., M. rhoina Doidge, M. rhoina var.
schini Hansf., M. rhois var. africana Hansf. and M. rhois var. lithraeae Hansf.
(Hansford, 1961; Mafia et al., 2004; Farr and Rossman, 2010; Mendes and
Urben, 2010). With the exception of M. chilensis, all of these taxa were reported
from Brazil but only M. lanigera was reported in association with S.
terebinthifolius. The first taxon described in this work fits well within the
description of M. chilensis, a fungus originally known from Schinus Ilatifolius
(Gillies ex Lindl.) Engl. and Schinus latifolius var. tomentosus Fenzl in Chile.
The second taxon clearly belongs to M. rhois var. africana, a fungus reported
from Uganda and Congo on Rhus glaucescens A. Rich.; and on Protorhus
longifolia (Bernh.) Engl. in South Africa; on Schinus dependens Ortega in Brazil
and Schinus molle L. in Argentina, Brazil and Paraguay. Therefore, the two taxa
of Meliola described in this work are being reported for the first time on S.
terebinthifolius. There are often more than one species of black mildew
associated with plants of the Anacardiaceae. For instance S. /atifolius is a host
for both M. chilensis and M. rhoina var. schini and S. dependens is a host for M.
lanigera, M. rhoina and M. rhois var. africana.

There are only two species of Irenopsis described on members of the
Anacardiaceae: I. comocladiae (F. Stevens) F. Stevens and I. portoricensis F.
Stevens. The new species described in S. terebinthifolius is the first species in
the genus to be reported on a member of the Schinus and differs from other
species of Irenopsis for having the combination of mammilate perithecia, simple
and straight perithecial setae, longer cells at the base of the appressoria and

larger ascospores than those of I. comocladiae and I. portoricensis
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Fig. 1. Meliola chilensis. A. Colony on leaf of Schinus terebinthifolius B. Asci

and immature ascospores C. Ascospores D. Appressoria on hypha E.

Conidiogenous cells on hypha (Bar=20um)
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Figure 2. Meliola rhois var. africana A. Colony on a leaf of Schinus

terebinthifolius B. Ascospores (Barrs= 20um).
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Figure 3. Meliola rhois var. africana: A. Appressoria on hypha (Bar= 20 ym) B.

Conidiogenous cells on hyphae (Bar= 30um).
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Figure 4. Irenopsis schini-terebenthifolii A Colony on leaf of Schinus

terebinthifolius B. Setose perithecia C. Close-up of perithecial seta (Bar=25

Hm)
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Figure 5. Irenopsis schini-terebenthifolii A Ascospores (note two spores
bearing pointed cells on left (Bar = 45 ym) B. Appressoria and conidiogenous

cells on hyphae (Bar= 20 um)
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ARTIGO 5

Corynespora cassiicola f. sp. schinii, um novo patétipo identificado no
Brasil com potencial para o uso no controle biolégico de aroeira (Schinus
terebinthifolius)
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Abstract

An isolate of Corynespora was collected in Brazil (state of Espirito Santo)
causing severe leaf spot and foliage blight on Schinus terebinthifolius (Brazilian
pepper tree, local name aroeira) which is a major environmental weed in many
warm areas of the globe. This plant has been the target of a classical biological
control project involving pathogens collected in Brazil for several years.
Examination of its morphology and DNA analysis has shown that this fungus
belongs to Corynespora cassiicola. A host-range test involving 22 species,

including 8 species in the Anacardiaceae, besides S. terebinthifolius has
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confirmed its specificity to S. terebinthifolius which was the only species to be
attacked. Of significance is the fact that plants of Brazilian pepper tree that were
included in the test representing biotypes of the plant from Florida and Hawaii
became severely diseased. This high level of specificity allowed its recognition
as the new forma specialis Corynespora cassiicola f. sp. schinii. This, coupled
with the high level of disease severity observed both from natural infection as
observed in the field and as a result of inoculations under controlled conditions
indicates that C. cassiicola f. sp. schinii has potential to be used in classical

introductions against Brazilian pepper tree.

Key words: Anacardiaceae, host-specificity, hyphomycete, invasive weed,

taxonomy.
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Introducgao

Schinus terebinthifolius Raddi. € uma espécie nativa do Brasil, Argentina e
Paraguai, pertencente a familia Anacardiaceae, conhecida vulgarmente no
Brasil como “aroeira mansa’ou “aroeira-vermelha”. Encontra-se distribuida do
nordeste ao sul do pais (Lorenzi & Souza, 1992). Este representante da familia
Anacardiaceae é muito utilizado na medicina alternativa (Cuda et al., 2006), na
construcao rural, producdo de lenha e carvao, na ornamentacdo e na
recuperacao de areas degradadas (Lorenzi, 1992). Nos EUA, S. terebinthifolius
foi introduzida no Estado da Florida, em meados do século XIX, como
ornamental, mas se tornou uma das piores plantas invasoras de ecossistemas
naturais, afetando a biodiversidade das regides central e sul dos EUA (Cuda et
al, 2006). Atualmente €& também considerada uma das 20 piores plantas
invasoras na Australia onde é alvo do controle biolégico (Hayes & Paynter,
2009). Como parte do esforgco para se mitigar as graves invasbes de
ecossistemas por S. terebinthifolius tem sido procurados agentes de controle
bioldgico em seu centro de origem no Brasil, Argentina e Paraguai. Apenas
relativamente recentemente foi dado inicio a uma busca sistematica por
patdgenos (sobretudo fungos) para uma possivel introdugdo contra esta planta
nos EUA. Um acordo de cooperacéao foi assinado entre o USDA nos EUA e a
Universidade Federal de Vigosa (através da Fundagdo Arthur Bernardes) para
essa finalidade. Originalmente sé havia o registro de 5 espécies de fungos
associados a S. terebinthifolius no Brasil (Farr & Rossman, 2010; Mendes &
Urben, 2010). No periodo de 2001-2002, foi realizado um levantamento numa
pequena porgao da regido sudeste (Rio de Janeiro e Sao Paulo) que resultou

no registro de 11 novas associa¢des de fungos a S. terebinthifolius. Como
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resultado preliminar foi publicado um trabalho dando conta dos resultados
parciais dos levantamentos efetuados numa primeira etapa (Faria et al. 2008).
Dentre os fungos encontrados uma espécie de Septoria , mereceu particular
atengcdo por apresentar caracteristicas de um potencial agente de bicontrole.
Infelizmente, os estudos preliminares sobre a especificidade desta espécie
revelou que ela era capaz de atacar uma espécie de Anacardiadeae nativa dos
EUA - Rhus michauxii Sarg. - que é listada como espécie ameagada de
extingdo, prejudicando a possibilidade de sua introdugdo (Cuda, J. -
comunicagdo pessoal). H& ainda duvidas se o resultado observado nao
representaria uma aberracao laboratorial decorrente de uso de concentracdes
excessivas de indculo ou anormalmente favoraveis a infeccdo e novos estudos
estdo em andamento para testar esta hipétese, a de nao ocorrer problemas
com a infecgdo do fungo a este espécie rara de Rhus. No periodo de 2008 a
2009, novos levantamentos foram realizados na regido sul e sudeste do pais,
para ampliar o levantamento e aprimorar o conhecimento sobre a micobiota de
S. terebinthifolius. Os organismos obtidos neste novo levantamento serao
descritos separadamente. O presente trabalho trata unicamente de uma
espécie trazida ao laboratério por um dos autores em coleta independente feita
no estado do Espirito Santo e envolve a elucidacdo de sua identidade e a

avaliagao de sua especificidade.
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Material e métodos

Uma unica coleta independente foi feita na regido litoranea do estado do
Espirito Santo (Meaipe, Brasil) de amostra obtida de planta de aroeira
apresentando manchas foliares evoluindo para queima da folhagem. A amostra
foi desidratada numa prensa botanica e encaminhada para o laboratério para
estudos adicionais. Parte representativa foi depositada no herbario local (VIC).
Para a observacédo da morfologia foram preparadas laminas estruturas fungicas
montadas em lactofucsina. As observagcdes foram realizadas com o auxilio de
um microscépio de luz “Olympus BX 51”com uma camera digital Olympus® e-

volt 330 acoplada.

Culturas puras foram obtidas pela transferéncia de conidios obtidos de colénias
fungicas sobre lesbes tipicas para placas contendo o meio de cultura CVA
(Pereira et al. 2003) como auxilio de um estilete esterilizado. A descricao da
culturas foi com os meios de cultura — CVA, BDA (Batata-dextrose-agar) EMA
2% (Extrato de malte agar 2%). Além disso, as placas foram acondicionadas
em uma camara de crescimento a 25 = 2 °C; 2 regimes de fotoperiodo, 12h e
escuro. Avaliou-se a morfologia, topologia e coloracdo das culturas apés uma
semana. No caso da dacoloragao das colbnias, a avaliacao foi realizada com a
escala de Rayner 1970. O teste de patogenicidade/especificidade foi efetuado
com a produgdo de conidios em arroz como substrato. Inicialmente para a
producao do inoculo em arroz, o isolado OLP 559, foi cultivado em CVA por
uma semana, conforme descrito acima. Logo apds, realizou-se a produgao de
micélio em meio liquido em 4 béquer de vidro de 250 mL contendo 150 mL do
meio batata-cenoura (200 g/L — 200g de batata + 200 g de cenoura/L de agua),

previamente esterilizados Logo apds o resfriamento do meio liquido, foram
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depositados 5 discos de micélio do isolado (20 mm de diam) em cada
erlenmeyer. Feito isto, os erlenmeyers foram acondicionados em agitador
orbital a uma rotagado de 150 rpm por 4 dias. Apds este periodo, em 150g de
arroz foi adicionado 75% de agua (p:v). O arroz foi embalado em sacos
plasticos de polipropileno autoclavaveis, os quais foram autoclavados por 1h a
120°C. Apds o resfriamento do substrato, 150 mL da suspensao de micélio foi
depositada e revolvida. Apds 4 dias, a embalagem foi aberta com o auxilio de
uma tesoura para permitir a troca gasosa do ambiente. No oitavo dia, o
substrato foi lavado com 250 mL de agua destilada estérilizada em um béquer
de plastico com o auxilio de um bastdo de vidro. A suspensao obtida foi
depositada em um bequer de vidro de 500 mL. Logo apds, o substrato
colonizado, foi depositado em uma bandeja de aluminio e acondicionado em
uma camara de crescimento conforme descrito acima, para posteriores
lavagens. Neste procedimento, todos os utensilios utilizados foram
desinfestados com alcool 70%. A suspensao de conidios foi calibrada sob o
auxilio de um hemacitometro a uma concentracdo 1 x10° conidios/mL. A
inoculagdo foi realizada sob o auxilio de um atomizador elétrico. Apds a
inoculacao, as plantas foram mantidas em camara umida por 48h a 25 °C e a
seguir encaminhadas para uma casa de vegetagdo e mantidas a
aproximadamente 25 °C. A inoculacido envolveu 22 espécies de plantas além
de plantas de S. terebinthifolius representando duas populagdes da planta onde
o problema de invasdes de ecossistemas naturais ocorre nos EUA (Florida e
Havai) seguindo um esquema centrifugo-filogenético simplificado. Neste teste,
foram utilizados 10 espécies da familia Anacardiaceae, 2 espécies do género

Schinus, 13 espécies de 7 familias préxima a familia Anacardiaceae da ordem
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Sapindales e hospedeiros conhecidos de Corynespora cassiicola (Berk. & M.A.

Curtis) C.T. Wei conforme Wapshere (1974). (Tabela 1)

O DNA genbmico total foi extraido pelo método CTAB (Murray e Thompson,
1980) A regidao foi amplificada por PCR, utilizando primers ITS-1 -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG e ITS4 - 5TCCTCCGCTTATTGATATGC3
(White et al., 1990). Os fragmentos da PCR foram purificados, e as sequéncias
de nucleotideos foi determinado com o método ciclico de reagao de terminagao
com o Terminator Cycle Sequencing BigDye Kits (Applied Biosystems), com os
mesmos primers utilizados para amplificagdo do DNA 1000 ™ MegaBACE

Sequencyng System.

A sequéncia obtida da espécie em questdo foi comparada, utilizando o
protocolo BLAST, com a sequéncia de outros isolados de C. cassiicola

depositadas no Genbank (Altschul et al., 1997).

Resultados e discussao

Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei f. sp. schinii D. M.

Macedo, O. L. Pereira & R. W. Barreto (Fig 1)

Lesées na face adaxial, inicialmente, apresentam pontuagdes negras,
circulares a elipticas, progredindo para lesdes elipticas a irregulares, levemente
deprimidas na porg¢ao central, 1,5-2.5 x 1.0-4,5 mm. A face adaxial, a lesédo
apresenta as mesmas caracteristicas da face abaxial, mas com a presenca de

pontuagdo necrética na porgao central da lesdo. Além disso, verificou-se a

134



desfolha de ramos, posteriormente, lesdes necroticas nos mesmos seguida da
seca das ponteiras. Conidiéforos isolados, retos, cilindricos, 325,0-1175,0 x
5,0-7,0 um, 5-18 septos, ndo ramificados, parede negra, superficie lisa.
Células conidiogénicas terminais, integradas, holoblasticas, proliferagéo
percorrente, cilindricas, 20,0-12,0 x 5,0-8,0 pm, marrom claras. Loci
conidiogénicos distintos, achatados, escuros e espessos, 3,0-5,0 um. Conidios
em cadeias, holoblasticos, obovoides a fusiformes, base truncada, 60,0-210.0 x
3,0-8,0 um, 2-15 septos, cicatriz conidial espessada, marrom escuros, marrom

claros, liso.

Em cultura: em BDA (no escuro e sob regime de luz de 12h) crescimento
relativamente lento (9,0 cm diam em 13 dias), micélio aéreo cinza olivaceo
palido a cinza camundongo palido (N° 120), elevado a plano no sentido do
centro a periferia da colbnia, textura cotonosa, sem zonacao diurna e com a
presenga de pigmentacdo difusa (dmbar); reverso cinza azulado. Em CVA, a
colénia apresentava textura pulverulenta, elevada no centro seguido de regiao
cotonosa/pulverulenta branca, sem liberagdo de pigmento no meio de cultura,
reverso negro-esverdeado centralmente com periferia branca e micélio imerso
dendritico. Em EMA colbnias de micélio imerso dendritico, cinza palha, textura
cotonosa, reverso com a parte central marrom escuro e o restante marrom
esverdeado, com crescimento radial; zonagdao diurna ausente de todos os

tratamentos e pouca esporulagao.

Material examinado: BRAZIL, Espirito Santo, Meaipe (Praia de Bacutia), em
folhas vivas de Schinus terebinthifolius, 25 Fevereiro 2008, O. L. Pereira (VIC

30789)
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Os testes moleculares foram feitos com os primers mais utilizados na
identificacdo de C. cassiicola — ITS1 e ITS 4 para a confirmacao da identidade
do fungo (Silva et al., 1998; Qi et al., 2009). A comparagado realizada da
sequencia de C. cassiicola obitida neste trabalho com as sequéncias
depositadas no GenBank com os mesmos primers utilizados foi de 96% de
homologia com as sequencias de C. cassiicola depositadas no GenBank. Esse
resultado combinado a morfologia equivalente a descrita para a espécie, por
exemplo por Ellis (Ellis, 1957) apesar do isolado ser 3.0 um mais largo do que
os conidios de C. cassiicola f.sp. schinii quando comparado as descricdes
publicadas foi considerado insuficiente para justificar uma distingdo taxonémica
a nivel de espécie, permitem concluir que o fungo encontrado em S.

terebinthifolius pertence a C. cassiicola.

Quarenta e oito horas apds a inoculacdo das plantas incluidas no teste
centrifugo-filogenético da aplicagdo do indculo as plantas somente as plantas
de S. terebinthifolius da Floérida e do Hawaii apresentaram sintomas de
manchas foliares e ja se observou desfolha de plantas (Fig. 2). Nada foi
observado nas outras plantas inoculadas nesta ocasido. O acompanhamento
dos sintomas das plantas infectadas,verificou que apdés 10 dias pode ser
observado queima foliar e desfolha crescente das plantas de S. terebinthifolius
com o surgimento de lesdes necrdticas na ponta das hastes, die-back e morte.

A doenca nao foi observada em nenhumas das outras espécies inoculadas.

As informagdes publicadas sobre C. cassicola sugerem que se trata de
um fitopatdégeno inespecifico, associado a mais de 300 hospedeiros (Farr &

Rossman, 2010). O seu uso no controle bioldgico classico pareceria, a primeira
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vista, pouco recomendavel. No entanto existem evidéncias de que C. cassiicola
represente na verdade um complexo populacional que inclui desde formas
polifagas até formas muito especificas. Inclusive ha outros exemplos de
populagdes de C. cassiicola que foram estudadas e se mostraram especificos a
uma unica ou poucas espécies hospedeiras tendo o seu status reconhecido
como o de formae specialis. Um exemplo advém inclusive de estudos voltados
ao controle biolégico de uma importante planta invasora nativa do Brasil e
invasora de ecossistemas exoticos: Lantana camara L. Isolados de C.
cassiicola obtidos de L. camara se mostraram altamente especificos sendo
capazes apenas de infectar determinadas populagbes de L. camara e incapaz
até mesmo de infectar outras espécies de Lantana. O fungo foi reconhecido
com uma forma specialis de C. cassiicola (Corynespora cassiicola f. sp.
lantanae) e considerado seguro para utilizagdo como agente de controle
bioldgico classico ou como mico-herbicida (Pereira et al., 2003). Outros autores
também propuseram o reconhecimento de formae specialis deste fungo em
outros patossistemas (Silva et al, 1998; Onesirosan et al., 1974; Spencer &

Walters, 1969).

Na familia Anacardiaceae, C. cassiicola, foi relatada somente em
Spondias purpurea L. (Freire, 2005) e Mangifera indica (Farr & Rossman, 2010;
Mendes & Urben, 2010). No presente trabalho, verificou-se pelos resultados do
teste de especificidade centrifugo-filogenético, que o fungo € um promissor
agente de biocontrole para S. terebinthifolius, tanto na Flérida quanto no Havai.
Existe apenas um relato isolado e desacompanhado de qualquer informagéao
complementar sobre a ocorréncia de Corynespora sp. na Flérida sobre S.
terebinthifolius (Farr & Rossman, 2010; Alfieri Jr et al., 1984). Tendo em vista a

importancia desta planta invasora e a severidade da doenca que C. cassiicola f.
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sp. Schinii causa ao seu hospedeiro, € improvavel que sua suposta ocorréncia
na Flérida tivesse passada despercebida neste estado. Sua introdugao para
fins de controle biolégico classico bem como desenvolvimentos adicionais

voltados a abordagem inundativa parecem justificados.
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Tabela 1. Lista de espécies de plantas incluidas no teste de

especificidade.

FAMILIA
BOTANICA ESPECIE DE PLANTA
Anacardiaceae Myracrodruon urundeuva Fr. All
Pistacia vera L.
Rhus aromatica Aiton
Rhus coppalinum L.
Spondias cythera Tussac
Spondias mombin L.
Spondias purpurea L.
Schinus molle L.
Schinus terebinthifolia (Florida) Raddi
Schinus terebinthifolia (Hawaii)
Caricaceae Carica papaya L.
Cucurbitaceae Cucumis sativus L.
Euphorbiaceae Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg.
Ricinus communis L.
Fabaceae Glycine max L. (Merr.)
Meliaceae Azadirachta indica A. Juss.
Cedrela odorata L.
Myrtaceae Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden
Rutaceae Citrus
Citrus aurantifolia var. Tahiti
Solanaceae Nicotiana tabacum L.

Solanum lycopersicum L.
Solanum melongena (Mill.) Dunal




Figura 1. A-B. Conidios de Corynespora cassiicola (Barra= 20.0 ym) C. Close

da base truncada do conidio de C. cassiicola (Barra = 10.0 ym).
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Figura 2. A- Teste de especificidade de Corynespora cassiicola f. sp. Schinii
em andamento. B- Mancha e queima foliar seguida de desfolha de S.
terebinthifolius (biétipo da Flérida) 2 dias apdés a aplicacdo de Corynespora
cassiicola f. sp. schini. C- Close de folha de S. terebinthifolius (biétipo do

Havaii) com manchas foliares causadas por Corynespora cassiicola f. sp. schini
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CONCLUSOES GERAIS

Foi descrito pela primeira vez um patégeno da graminea invasora exotica

Rottboellia cochinchinensis (capim-camalote) no Brasil: Bipolaris chloridis.

Demonstrou-se a patogenicidade de B. chloridis para duas outras gramineas,

além de R. conchinchinensis, inclusive para o milho.

Foi dada continuidade ao estudo da micobiota fitopatogénica de Schinus
terebinthifolius (aroeira), uma importante planta invasora de ecossistemas
naturais nativa do Brasil e o conhecimento sobre os fungos que atacam a

aroeira foram ampliados.

Coletou-se um espécime de Corynespora cassiicola associado a manchas
foliares e queima da folhagem de aroeira e comprovou-se que este fungo
pertence a uma populagcdo especifica para esta planta, o que justificou a
proposi¢do do novo patotipo C. cassiicola f. sp. terebinthifolii, um fungo com

claro potencial para a utilizagao no controle biolégico de S. terebinthifolius.

O estudo do complexo de Meliolaceae (mildios negros) associado a S.
terebinthifolius levou aos novos relatos de M. chilensis e M. rhois var. africana
sobre este hospedeiro e a descrigdo da nova espécie Irenopsis schini-

terebenthifolii.
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O levantamento e estudo da micobiota fitopatogénica de Tradescantia
fluminensis (trapoeraba), importante espécie invasora de ecossistemas naturais
na Nova Zelandia e outras regides do mundo e nativa do Brasil, levou a
descoberta de oito taxa fungicos sendo que trés foram descritos como espécies
novas para a ciéncia (Cerafobasidium sparsum, Kordyana brasiliensis e
Mycosphaerella tradescantiae) e cinco representam novas associagbes com
este hospedeiro: Cercospora apii, Colletotrichum falcatum, Rhizoctonia solani,

Sclerotium rolfsii e Uromyces commelinae.

Foi descoberta uma espécie nova de Septoria (a ser denominada Septoria

paranaensis), em associagdo com uma espécie de Tradescantia.

A espécie nova Kordyana brasiliensis, foi caracterizada com base em analises
morfoloégicas e moleculares e avaliada quanto a sua especificidade em teste de
especificidade envolvendo 69 espécies de plantas dentro de 21 familias
botanicas; demonstrou-se sua alta especificidade e, preliminarmente, sua
capacidade de produzir impactos significativos sobre a planta infectada, e
assim a viabilidade e elevado potencial desta espécie para utilizagdo como

agente de controle bioldgico classico para esta planta no exterior.

O trabalho podera, caso traduzido em novas introdugdes, contribuir para o
avanco da utilizacdo de fungos fitopatogénicos para o controle biolégico

classico de plantas daninhas no mundo.
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