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RESUMO

NECHET, Katia de Lima, D.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2002.
Avaliacdo de Alternaria euphorbiicola, Bipolaris euphorbiae e Sphaceloma
poinsettiae como agentes de controle biologico de Euphorbia heterophylla.
Orientador: Robert Weingart Barreto. Conselheiros: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti
¢ Antonio Alberto da Silva.

Euphorbia heterophylla L. é uma das principais invasora da cultura da soja no
Brasil. Essa cultura gera recursos de bilhdes de ddlares e o ndo controle ou controle
ineficiente de E. heterophylla e outras invasoras ¢ o principal fator que restringe a
producdo da cultura. Os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) sdo
os principais produtos utilizados para o controle de E. heterophylla na cultura da soja.
No entanto, existem bidtipos da planta resistentes a estes produtos, que tém dominado
areas cultivadas com soja, em fungdo do uso continuo desses herbicidas. Neste contexto,
o uso de micoherbicidas pode ser uma alternativa para o controle de E. heterophylla,
tanto isoladamente como em mistura com produtos quimicos. Assim, o objetivo geral
deste trabalho foi selecionar dentre os fungos Alternaria euphorbiicola Simmons &
Engelhart, Sphaceloma poinsettiae Jenkins & Ruehle e Bipolaris euphorbiae (Hansford)
Muchovej, isolados promissores para o desenvolvimento de um micoherbicida para o
controle de E. heterophylla. Além da etapa inicial envolvendo a coleta e selecdo de
isolados destes fungos, investigaram-se a gama de hospedeiros de cada isolado; a
epidemiologia das doencas em condi¢des controladas; a eficacia de A. euphorbiicola,

isoladamente ou em mistura com herbicidas no controle de E. heterophylla; a
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viabilidade de conidios de A. euphorbiicola durante o armazenamento ¢ a producao
massal desse fungo. B. euphorbiae ¢ S. poinsettiae sdo especificos a E. heterophylla,
mas ainda apresentam limitacdes a serem superadas para que se viabilize o seu uso no
biocontrole de E. heterophylla. O isolado selecionado de B. euphorbiae foi superior ao
que vinha sendo utilizado em trabalhos anteriores feitos no Parana. A suspensdo de
107 conidios de B. euphorbiae/mL foi necessaria para causar 80% de mortalidade nas
plantas de uma populacdo, enquanto a populacdo destacada como resistente ao fungo
ndo foi controlada eficientemente. A germinacdo dos conidios de B. euphorbiae nao foi
inibida pela mistura com herbicidas. Os fragmentos de micélio de S. poinsettiae foram
usados como indculo em substituicdo aos conidios e sua viruléncia foi maior quando
produzidos em meio de cultura liquido de Batata Dextrose. Entretanto, a viabilidade
desses propagulos durante o armazenamento, tanto em temperatura ambiente como a
4°C declinou rapidamente. Apds 25 dias, o maior valor de ufc viaveis foi de apenas 60%
quando o propagulo foi mantido em suspensdo com agua ou solugdo de sacarose 35% a
4°C. O isolado KLNO6 de A4. euphorbiicola destacou-se como potencial micoherbicida,
sendo capaz de produzir elevada mortalidade em todas as populagdes de E. heterophylla
testadas, inclusive na resistente aos herbicidas inibidores da ALS. Os resultados foram
excelentes mesmo quando as plantas inoculadas estavam no estadio de seis a oitos
folhas, em que aplicagdes de produtos quimicos ja ndo resultam em controle. A
aplicagiio de uma suspensio de 2x10° conidios/mL e a exposigdo das plantas inoculadas
a um periodo de seis horas de molhamento provido até 48 horas ap6s a inoculag@o sdo
condigoes suficientes para ocorrer a morte da parte aérea das plantas. O atraso no inicio
do periodo de molhamento nao diminuiu a eficiéncia do fungo, mas permitiu o aumento
na porcentagem de rebrota das plantas. As plantas nos seis estadios fenologicos testados
(de plantula a planta com frutos) foram suscetiveis ao patégeno. A. euphorbiicola
sobreviveu em hastes de leiteiro colonizadas localizadas na superficie do solo seco e
umido e, quando enterradas, em solo seco. A transmissdo da doenga para as plantulas
emergentes de E. heterophylla ocorreu quando as hastes colonizadas foram mantidas na
superficie do solo umido. No entanto, apenas a infec¢do natural de plantulas ndo foi
suficiente para o controle de E. heterophylla. A aplicacdo de uma suspensio em
concentragio mais baixa (10* conidios/mL) nio controlou as plantas previamente
infectadas ap6s a emergéncia proximo a fonte de inoculo (hastes de leiteiro colonizadas
por A. euphorbiicola). A gama de hospedeiros de A. euphorbiicola foi restrita as

euforbiaceas Chamaesyce hirta, C. hyssopifolia, E. heterophylla, E. cotinifolia, E. milii,
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E. pulcherrrima ¢ E. tirucali. O fungo causou doenga em alta severidade em C. hirta ¢
E. hyssopifolia e pode ser explorado também para o controle destas invasoras. As oito
cultivares de soja testada foram imunes a A. euphorbiicola. O controle das populagdes
de E. heterophylla resistentes e sensiveis aos herbicidas inibidores da enzima ALS
obtido em fungdo da aplicagdo de A. euphorbiicola foi equivalente aos dos herbicidas
fomesafen, carfentrazone, atrazine e glyphosate em plantas com até cinco folhas e
superior aos produzidos por imazethaphyr e fomesafen em plantas com cinco a
10 folhas. A mistura com o imazethaphyr (inibidor da ALS) retardou o processo de
infeccdo do fungo e sua eficacia em controlar a populacao resistente aos inibidores da
ALS. Além disso, a mistura resultou em injurias que levaram a morte das plantas de
soja. Porém as causas deste efeito ainda ndo sdo conhecidas. A técnica difasica foi
indicada para a produ¢do de inodculo de A. euphorbiicola e a adi¢ao de extrato de folha
de leiteiro estimulou a esporulagdo do fungo em meio agarizado € o seu crescimento
micelial em meio liquido. Como substratos solidos, o residuo de café e folhas de
mamona, se mostraram apropriados para a produgdo de inoculo do fungo, em
substituicdo ao meio agarizado. A manutengdo de conidios a seco apos a sua suspensao
prévia em sacarose 35% foi o Unico tratamento capaz de manter a viabilidade dos

conidios acima de 90% apds trés meses de armazenamento a temperatura ambiente.



ABSTRACT

NECHET, Katia de Lima, D.S., Universidade Federal de Vigosa, December 2002.
Evaluation of Alternaria euphorbiicola, Bipolaris euphorbiae and Sphaceloma
poinsettiae as bio-control agents of Euphorbia heterophylla. Advisor: Robert
Weingart Barreto. Committee members: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and
Antonio Alberto da Silva.

Euphorbia heterophylla L. is one the major weed plant in soybean cropin
Brazil. This crop generates billions of dollars in revenue and inefficient or no control of
this and other weed plants is the major factor limiting soybean production. The
acetolactate synthesase (ALS) inhibitor herbicides are the major products used for
controlling E. heterophylla in this crop. Due to continuous use of these herbicides, the
biotypes that are resistant to these products have dominated the soybean cultivating
areas. Thus, the use of mycoherbicides can be an alternative to control E. heterophylla,
either alone or as in mixture with the chemical compounds. The general objective of this
study was to select promising isolates of Alternaria euphorbiicola Simmons &
Engelhart, Sphaceloma poinsettiae Jenkins & Ruehle and Bipolaris euphorbiae
(Hansford) Muchovej, to develop a mycoherbicide to control the weed. Besides the
initial steps involving collection and selection of fungal isolates, other investigations
included host range of selected isolates, disease epidemiology in controlled conditions;
the efficacy of 4. euphorbiicola, alone or in mixture with chemical herbicides to
control E. heterophylla; mass production and viability of A. euphorbiicola conidia

during storage. Bipolaris euphorbiae and S. poinsettiae isolates were specific to
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E. heterophylla, but have limitation to be overcome for their use in biocontrol of
E. heterophylla. The selected isolate of B. euphorbiae was better than the isolate that
was being used in research at Parani. A conidial suspension of 10’/ml was essential to
cause 80% mortality in the some E. heterophylla populations while the certain
populations were resistant and not controlled efficiently. The germination of
B. euphorbiae conidia was not inhibited when in mixture with the chemical herbicides.
The mycelial fragments, instead of conidia, of S. poinsettiae were used as inoculum and
its virulence was greater when produced on potato dextrose broth. However, the
viability of these propagules declined rapidly during storage at 4°C or at room
temperature. The proportion of viable cfu units was reduced to only 60% when stored
suspended in water or 35% sucrose at 4°C. The isolate KLNO6 of A. euphorbiicola
showed best potential for being developed in to a mycoherbicide, because it caused
high plant mortality in all E. heterophylla populations tested, including those resistant to
ALS inhibitor herbicides. The results were excellent even when plants were inoculated
at the six to eight leaf stage, at which the chemical herbicides are not effective.
Inoculation with a conidial suspension of 2x10° /mL and six hour post-inoculation
wetness period, even 48 h after inoculation, was sufficient for shoot mortality. Delaying
wet-period did not reduce efficacy of the fungus, but resprouting of plants increased.
Plants were susceptible when inoculated at any of the six different plant phenological
stages (from seedling to fruiting). A. euphorbiicola survived in colonized milkweed
stems placed on the dry or wet soil surface, or buried in dry soil. The disease was
transmitted to emerging seedling of E. heterophylla when the colonized stems were on
the moist soil surface. But this natural seedling infection was not sufficient to control
the weed. The application of the conidial suspension at lower concentration (10* /mL)
did not control the plants infected previously during emergence near the inoculum
source (A. euphorbiicola colonized milkweed stems). The host range of
A. euphorbiicola was restricted to the euphorbiaceous species, Chamaesyce hirta,
C. hyssopifolia, E. heterophylla, E. cotinifolia, E. milii, E. pulcherrrima and E. tirucali.
The disease severity was high on C. hirta and E. hyssopifolia and the fungus also can be
explored for the control of these weeds. The eight soybean cultivars tested were
immune. The control level of E. heterophylla in populations resistant and susceptible to
ALS inhibiting herbicides, obtained by A. euphorbiicola application was similar to that
obtained by fomesafen, carfentrazone, atrazine and glyphosate in plants up to five-leaf

stage and better than that given by imazethaphyr and fomesafen in plants with five to
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10 leaves. Mixing the fungus with imazethaphyr (ALS inhibitor) delayed the infection
process of the fungus and its efficacy in controlling the populations resistant to ALS
inhibitor. The mixture also resulted in mortal injury to soybean plants. However, the
cause of this effect is not known. the diphase technique was most useful for production
of A. euphorbiicola and media enrichment with milkweed leaf extract stimulated fungal
sporulation in agar medium and mycelial growth in liquid medium. Of the solid
substrates, coffee residues and castor leaves were most appropriate for inoculum
production and can substitute the agar medium. Storing dry conidia after treating with
35% sucrose was the only technique capable of maintaining the conidial viability above

90% after three-month storage at room conditions.
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INTRODUCAO GERAL

Euphorbia heterophylla L. ¢ uma euforbiaceae nativa da América tropical e
subtropical e ocorre em pelo menos 65 paises, sendo a principal invasora em Fiji,
Ghana, México, Filipinas, Indonésia e Tailandia. E considerada importante em
22 paises, incluindo Argentina, Bolivia, Brasil, Cuba, India, Israel, Ilhas Mauricios,
Nigéria, Nova Guiné, Peru, Africa do Sul, e Estados Unidos. (Parsons e Cuthbertson,
1992). Em Sri Lanka foi introduzida com o objetivo de abafar uma outra invasora,
Imperata cylindrica (L.) P. Beauv. (Kissmann e Groth, 1993). Essa espécie apresenta
alta variabilidade, sendo marcante a variagdo no formato da folha tanto dentro de uma
mesma populacdo como entre diferentes populacdes, o que levou a denominagdes
distintas da espécie. Atualmente, as espécies Euphorbia geniculata Ort., E. prunifolia
Jacq., Poinsettia heterophylla (L.) Klotzsch & Garce ex Klotzsch, e P. geniculata (Ort.)
Klotzsch & Garce ex Klotzsch sdo sindnimos de E. heterophylla (Wilson, 1981).

No Brasil, E. heterophylla ¢ popularmente conhecida como leiteiro, leiteira ou
amendoim-bravo apresentando ampla distribuicdo geografica no pais (Lorenzi, 2000).
A importancia agricola dessa planta deve-se a sua freqiliente presenca em culturas
economicamente importantes como milho, cana-de-aglcar, feijao e soja (Guedes e
Wiles, 1976; Instituto Agronomico do Parana, 1977; Arevalo e Rozanski, 1991), sendo
considerada uma das principais invasoras da cultura da soja no Brasil. A exportagdo de
graos, farelo e 6leo de soja geram recursos de bilhdes de dolares e fazem da soja um dos
principais produtos da economia nacional (Timossi, 2002). A interferéncia de

E. heterophylla e outras invasoras é o principal fator que restringe a producdo da



cultura. No intuito de reduzir as perdas causadas por invasoras, estima-se que mais de
50% da utilizagdo de herbicidas no Brasil sejam em campos de soja (Foloni e
Christoffoleti, 1999).

Chemale e Fleck (1982) registraram reducdes de 16 e 50% na produgdo de soja,
quando 54 plantas de E. heterophylla/m* competiram, respectivamente, por 45 e
115 dias apos a emergéncia da soja. A densidade de 350 plantas/m” causou redugio de
62% da produgdo da cultivar BR-16, no ano agricola de 1995/96, no estado do Parana
(Constantin et al., 1997). Voll et al. (2002) estimaram que E. heterophylla na densidade
de 1 planta/m® reduz em 10% a produgdo das cultivares de soja Embrapa-48 e
Embrapa-62 e em 35%, se a densidade passa a ser de 10 plantas/m”. Segundo Marambe
(1998) a competicao de invasoras, entre elas E. heterophylla, resulta em redugdo da area
foliar, da biomassa seca da raiz e da brotacdo, da quantidade de nitrogénio na brotagao,
interceptacdo da luz e na producdo da soja. Para um 6timo crescimento e producdo da
soja, o0 manejo de E. heterophylla deve ser feito antes do estadio de dois pares de folhas.
Pereira et al. (2000), avaliando o efeito do método de preparo do solo, verificaram
maior populagdo de E. heterophylla no plantio direto do que no plantio convencional, o
que pode estar atribuido a estimulagéo fisica, quimica e/ou bioldgica das sementes desta
espécie, em sistemas de ndo revolvimento do solo. A legislagdo nacional determina que
as sementes de E. heterophylla sdao proibidas como contaminantes para comércio de
sementes de grandes culturas (Ministério da Agricultura, 1986).

E. heterophylla ¢ caracterizada por sua elevada competitividade e agressividade.
Seu potencial de competi¢do ¢ indicado por sua alta capacidade de producao de
sementes por area, dispersao e rapido desenvolvimento (Parsons e Cuthbertson, 1992),
maturagdo dos frutos ndo simultinea, possibilitando a produgdo de sementes por longo
periodo (Mikusinski-Costa, 1982). As sementes de E. heterophylla germinam e
emergem de até 12 cm de profundidade (Cerdeira e Voll, 1980). Ocorre regeneragao
adventicia em E. heterophylla quando parte de seu caule ¢ danificado ou removido por
acdo de herbicidas ou capina (Mikusinski-Costa, 1987). Além da redug¢do na
produtividade, E. heterophylla interfere na colheita mecanizada e transfere umidade aos
grios colhidos devido ao latex produzido por esta espécie (Bannon et al, 1976;
Kissmann e Groth, 1992). Além das perdas por competicdo, E. heterophylla ¢
considerada uma planta toxica (Holm et al, 1997) e hospedeira de Diaporthe
phaseolorum (Cke. & Ell.) Sacc. f.sp. meridionalis, agente causal do cancro da haste da

soja (Garrido e Dhingra, 1997), do percevejo Euschistus heros Fabr., (Kissmann e



Groth, 1993) e da mosca-branca (Bemisia tabaci Genn.) que transmite o virus do
mosaico dourado do feijoeiro (BGMYV) (Faria,1994).

Nas lavouras de soja, os principais produtos aplicados para o controle de
E. heterophylla sao os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS). Esses
herbicidas sdo utilizados em larga escala, pois sdo eficientes em baixas doses,
apresentam baixa toxicidade para mamiferos e seletividade para varias culturas (Saari et
al., 1994). No entanto, no Brasil, ja foram identificados biotipos da planta resistentes a
estes produtos, que tém se tornado dominantes em muitas areas, em funcdo do uso
continuo destes herbicidas (Gazziero et al., 1997, Melhoranca e Pereira, 1999). A
resisténcia € codificada por um gene dominante nuclear com domindncia completa
(Vargas et al.,, 2001) e ndo ha diferenga competitiva entre os bidtipos sensiveis e
resistentes, quanto a morfologia, duracdo de ciclo e potencial de competicdo com as
culturas (Vidal e Trezzi, 2000; Vargas et al., 1999). Portanto, a tendéncia dos problemas
com populagdes de leiteiro resistentes a este grupo de herbicidas tem se agravado.

Invasoras que apresentam resisténcia a herbicidas representam uma
oportunidade para o uso de agentes de controle biologico, isoladamente ou em mistura
com produtos quimicos (Charudattan, 2001). Neste contexto, a importancia de
E. heterophylla resistente aos inibidores da ALS é uma justificativa aceitavel para o
estudo de estratégias alternativas para seu controle. O uso de micoherbicidas ¢ baseado
na multiplicagdo massal e aplicagdes periodicas de propagulos de um patogeno, a
semelhanga dos herbicidas quimicos (TeBeest et al., 1992; Auld e Morin, 1995;
Rosskopf et al, 1999). Atualmente oito fitopatdgenos sdo registrados como
bioherbicidas, mas esse numero ainda € pequeno se comparado aos varios patossistemas
ja estudados e que mostram resultados satisfatorios em condigdes de campo. Essa
situacdo reflete as limitacdes que ainda existem no desenvolvimento de micoherbicidas
e na sua ado¢do como estratégia no manejo integrado de plantas daninhas. Podemos
destacar que o retorno econdmico tem sido muito pequeno para despertar o interesse das
grandes industrias de agroquimicos e que a producao massal para uso em larga escala, a
eficacia e vida de prateleira do indculo ainda sdo obstaculos da aplicagdo pratica dessa
tecnologia (Charudattan e Dinoor, 2000).

O primeiro teste de um micoherbicida no Brasil foi feito por Ribeiro e Andrade
(1985) utilizando Collego®, um produto desenvolvido nos Estados Unidos, para o
controle do angiquinho (Aeschynomene spp.) em lavouras irrigadas no Rio Grande do

Sul. O controle da planta foi satisfatorio somente quando as plantas inoculadas



permaneceram sob condi¢des de alta umidade relativa (acima de 90%) enquanto que, na
condicdo ambiente local sob baixa umidade relativa do ar (50 a 70%), ocorrem apenas
lesdes que ndao provocam a morte das plantas. Em 1980, a Embrapa Soja, iniciou o
programa pioneiro de controle biologico de invasoras no pais, visando o
desenvolvimento de um micoherbicida tendo como alvo E. heterophylla (Yorinori,
1985; Yorinori, 1987).

As pesquisas realizadas enfocaram a utilizagdo do fungo Bipolaris euphorbiae
(Hansford) Muchovej (=Helminsthosporium sp.) que apresentou a eficiéncia igual ou
superior ao herbicida acifluorfen sddico no controle de E. heterophylla, tanto em casa
de vegetagdo como no campo. Em casa de vegetacdo, as plantas de leiteiro avaliadas
72 horas ap6s a inoculagio com uma suspensdo de 1x10* conidios/mL apresentaram
reducao de 68% de matéria fresca e as tratadas com o herbicida 47,6% em relagdo ao
controle. No campo, o fungo causou severa desfolha em plantas no estddio de
florescimento, época ndo recomendada para o acifluorfen sodico, ¢ ndo ocorreu
producdo de sementes (Yorinori, 1985). Uma das limitagdes do uso do fungo como
agente de controle foi a existéncia de popula¢des da planta resistentes a B. euphorbiae.
Coletas de sementes de populagdes de E. heterophylla realizadas nos estados de Minas
Gerais, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul e Parand permitiram a classificacdo
arbitraria das populagdes em quatro grupos: aquelas que apresentaram todas as plantas
suscetiveis, as com a maioria das plantas suscetiveis, as com a maioria das plantas
resistentes e as com todas as plantas resistentes (Yorinori e Gazziero, 1989). Apesar dos
resultados obtidos, o desenvolvimento de B. euphorbiae como micoherbicida dependera
do intercambio com a industria, como forma de cooperacdo tecnoldgica e da busca de
isolados com maior viruléncia para o controle das populagdes resistentes. (Gazziero e
Yorinori, 1993).

Barreto ¢ Evans (1998), em levantamento da micobiota associada a essa
invasora, destacaram os fungos Alternaria euphorbiicola Simmons & Engelhart e
Sphaceloma poinsettiae Jewnkins e Reuhle, agentes causais do cancro de Alternaria e
da verrugose, respectivamente, como potenciais agentes de biocontrole, sugerindo a
utilizacdo desses fungos como complementares ou em substituicdo a B. euphorbiae
visando aumentar o leque de populagdes de E. heterophylla controladas. Yorinori
(1985) ja havia observado que no estadio de plantula uma tUnica lesdo de
A. euphorbiicola pode matar a planta, mas considerou que em condi¢cdes de campo, sua

eficiéncia seria menor que B. euphorbiae no controle da invasora por requerer um
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periodo maior para causar infec¢do. Resultados prévios de Barreto e Evans (1998)
demonstraram que S. poinsettiae foi capaz de causar a morte de plantas de
E. heterophylla no estadio de cotilédone e de 1° par de folhas. Nos estadios mais
avangados ocorreu rebrota das plantas, elongacdo dos internddios, mas ndo houve
formagdo de flores. Plantas maduras n3o foram infectadas. A obtencdo de mais
informagdes sobre a interacdo desses fungos com o leiteiro visando determinar as
condigdes ambientais Otimas para serem desenvolvidos como micoherbicidas se faz
necessaria.

O uso de micoherbicidas na agricultura convencional ¢ limitado em funcao de
disponibilidade de produtos quimicos eficientes para o controle de invasoras
importantes, como o leiteiro, para o qual ha 104 formulagdes registradas para uso em
diversas culturas (Agrofit, 2002). Mesmo nesse contexto, hd um nicho para o produto
biolégico, ndo como substituto dos herbicidas, mas como um complemento no controle
do leiteiro, em vista do uso em larga escala dos inibidores da ALS pelos produtores ¢ do
crescente problema com a resisténcia de populacdes de leiteiro a estes produtos. Outro
nicho de mercado para o uso de micoherbicidas é na agricultura organica. No Brasil, o
maior nimero de produtores organicos se dedica a cultura da soja (8,4%) totalizando
uma area de 12.516 ha, seguido pelos produtores de hortaligas (7,77%) e café (5,93%).
Esses valores expressivos sdo recentes e se devem a demanda dos mercados do Japdo e
Unido Européia por soja organica e pela experimentacdo dos produtores de soja em
manejo organico (Ormond et al., 2002).

O objetivo geral desse trabalho foi o de explorar o potencial dos fungos
Alternaria euphorbiicola, Bipolaris euphorbiae e Sphaceloma poinsettiae, visando o
desenvolvimento de um micoherbicida para o controle de E. heterophylla no Brasil.
Para alcancar essa meta foram adotadas algumas etapas dentre as citadas por Auld
(1997) como as de um programa de pesquisa visando o desenvolvimento de
bioherbicidas:

- Sele¢do de um isolado de cada patdégeno com viruléncia elevada ao maior
numero possivel dentre as populagdes de E. heterophylla testadas;

- Avaliagdo da especificidade dos isolados selecionados, baseado no método
centrifugo-filogenético (Wapshere, 1974);

- Realizagdo de estudos epidemioldgicos sobre a interagdo leiteiro x isolados

fingicos;



- Avalia¢do da combinagdo de A. euphorbiicola com herbicidas e seu efeito no
controle de populagcdes de E. heterophylla resistentes e sensiveis aos herbicidas
inibidores da ALS;

- Avaliagdo da vida de prateleira e da produgdo massal de A. euphorbiicola.
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Bipolaris euphorbiae COMO AGENTE DE CONTROLE BIOLOGICO DE
Euphorbia heterophylla: SELECAO DE NOVOS ISOLADOS, AVALIACAO DE
ESPECIFICIDADE E ESTUDOS COMPLEMENTARES

RESUMO

Bipolaris euphorbiae vem sendo estudado desde o inicio dos anos 80 como
agente de controle bioldgico do leiteiro (Euphorbia heterophylla), importante invasora
da cultura da soja no Brasil. Um novo isolado do fungo com maior agressividade em
sete das nove populagdes da planta testadas foi selecionado. As populagdes
apresentaram reagoes diferentes ao isolado selecionado e duas foram consideradas como
padrao de maior suscetibilidade e menor suscetibilidade ao fungo. Nessas populacdes, a
severidade da doenca aumentou em fun¢do do aumento da concentra¢do de indculo com
diferenca significativa entre as populacdes, com excecdo da suspensdo de
1x10° conidios/mL. Morte de plantas foi verificada apenas na populagio mais
suscetivel, quando inoculada com uma suspensdo de 1x10” conidios/mL. O isolado foi
inoculado em 32 espécies de plantas de 12 familias e foi especifico a E. heterophylla.
Na faixa de temperatura de 10 a 30°C houve crescimento radial micelial do fungo,
sendo 6timo a 25 °C. A porcentagem de conidios germinados foi maxima entre 20 e
30°C. A germinacdo dos conidios ndo foi inibida pela mistura com os herbicidas
imazethapyr (106 g i.a/L), glyphosate (720 g i.a/Kg), fomesafen (250 g i.a/L),
carfentrazone (400 g i.a/L), atrazine (500 g i.a/L) e glyphosatet+carfentrazone, na

dosagem recomendada e metade da dose.

ABSTRACT

Since early 1980°s, Bipolaris euphorbiae is being studied as the bio-control
agent for milkweed (Euphorbia heterophylla), which is an important weed plant of
soybean crop in Brazil. A new isolate of this fungus with higher aggressiveness on
seven of the nine plant populations was selected. The weed populations showed

different reactions to the selected isolate and one of them was considered as a standard
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of highest and the other of lowest susceptibility to the fungus. The disease severity in
these populations increased by increasing inoculum concentration although there was
significant difference among the populations, except at inoculum concentration of
1x10° conidia/mL. Plant mortality occurred only in most susceptible population
inoculated with conidial suspension of 1x10” ML/mL. The isolate was inoculated on
plants of 32 species of 12 families and it was found to be specific on E. heterophylia.
Radial mycelial growth of the fungus occurred in the temperature range of 10 to 30°C
with optimum at 25 °C and the conidial germination was highest between 20 and 30°C.
The conidia germination was not inhibited by herbicides imazethapyr (106 g i.a/L),
glyphosate (720 g i.a/Kg), fomesafen (250 g i.a/L), carfentrazone (400 g i.a/L), atrazine
(500 g i.a/L) and glyphosatet+carfentrazone, at the recommended or half than

recommended dose.

INTRODUCAO

A soja € um dos principais produtos da economia brasileira para exportacdo
ocupando 17,4 milhdes de hectares, o que resultard em uma produgdo de até
48,5 milhdes de toneladas de grios na safra 2002/03, gerando recursos de bilhdes de
dolares resultantes da exportagdo de graos, farelo e 6leo (Timossi, 2002). Euphorbia
heterophylla L., invasora popularmente conhecida como amendoim-bravo ou leiteiro, ¢
considerada uma das principais invasoras da cultura da soja no Brasil (Lorenzi, 2000).
Devido ao seu rapido crescimento, E. heterophylla compete no inicio do crescimento da
cultura, freqiientemente sombreando as plantulas. A espécie, ainda, contém um latex
que transfere umidade aos grdos colhidos e sua haste ¢ um obsticulo a colheita
mecanizada (Kissmann e Groth, 1992).

A interferéncia de E. heterophylla e outras invasoras ¢ o principal fator que
restringe a produgdo da cultura, o que faz com que mais de 50% do volume total de
herbicidas utilizados no pais sejam aplicados em campos de soja (Foloni e
Christoffoleti, 1999). O papel de E. heterophylla como invasora ¢ fortemente
influenciado pela resisténcia da planta aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase (ALS) (Vidal e Fleck, 1997; Melhoranga e Pereira, 1999) que sio utilizados em

larga escala na cultura da soja. Um dos métodos alternativos de controle de invasoras,
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principalmente para as que apresentam resisténcia a herbicidas, ¢ o uso de fungos
fitopatogénicos utilizando a estratégia do micoherbicida (Charudattan, 1990; Te Beest et
al., 1992).

O programa pioneiro de controle bioldégico de plantas daninhas no Brasil,
visando o desenvolvimento de um micoherbicida, foi iniciado na Embrapa Soja, em
1980/81, tendo como alvo E. heterophylla (Yorinori, 1987). Inicialmente,
Helminthosporium sp. foi tdo eficiente no controle do leiteiro como o herbicida
acifluorfen sédico, tanto em casa de vegetagdo como no campo. Em casa de vegetacdo,
plantas de leiteiro avaliadas 72 horas apds a inoculagdo com uma suspensdo de
1x10* conidios/mL, apresentaram redugdo de 68 % de matéria fresca e as tratadas com o
herbicida 47,6 % em relacdo ao controle. No campo, o fungo causou severa desfolha em
plantas no estadio de florescimento, época nao recomendada para o acifluorfen sédico, e
ndo ocorreu producdo de sementes (Yorinori, 1985). Porém, coletas de sementes de
populagdes de E. heterophylla nos estados de Minas Gerais, Santa Catarina, Mato
Grosso do Sul e Parana permitiram verificar que as populagdes apresentavam graus
variaveis de suscetibilidade ao fungo. As populagdes foram classificadas arbitrariamente
em quatro grupos: aquelas que apresentavam todas as plantas suscetiveis, as com a
maioria das plantas suscetiveis, as com a maioria das plantas resistentes e as com todas
as plantas resistentes (Yorinori e Gazziero, 1989).

Apesar dos resultados terem demonstrado a potencialidade desse fungo como
micoherbicida um produto comercial nunca foi desenvolvido (Gazziero e Yorinori,
1993) e a busca de isolados com maior agressividade foi sugerida pelos autores para o
controle das populagdes resistentes ao fungo. A posicdo taxondmica de
Helminthosporium sp. foi revista por Muchovej ¢ Carvalho (1989), transferindo-o para a
espécie Bipolaris euphorbiae. Barreto e Evans (1998), em levantamento da micobiota
associada a E. heterophylla no Brasil, reafirmaram o potencial deste fungo como
micoherbicida e destacaram também os fungos Alternaria euphorbiicola Simmons &
Engelhard e Sphaceloma poinsettiae Jenkings & Reuhle como promissores agentes de
controle bioldgico.

Entre as etapas iniciais de um programa de pesquisa visando o desenvolvimento
de micoherbicida estdo a identificagdo de patdégenos promissores, selecdo de isolados
com maior agressividade e avaliagdo do efeito de concentragdes de indculo crescentes
no controle da invasora (Auld, 1997). O ideal é que o isolado utilizado controle a

maioria das populagdes da invasora ou entdo, quando misturado com herbicidas
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quimicos, aumente o espectro das populagdes controladas. Até o momento, ndo foi
selecionado um isolado de B. euphorbiae capaz de controlar as populacdes de
E. heterophylla caracterizadas como resistentes ao fungo. A determinacdo da gama de
hospedeiros do fungo ¢ outra etapa importante no programa de pesquisa, seja pelo
método classico ou de micoherbicida (Weidemann, 1990). Nenhum estudo
demonstrando a especificidade de B. euphorbiae foi publicado até o momento.

Assim sendo o objetivo deste trabalho foi selecionar um isolado de
B. euphorbiae com elevado potencial de controle sobre populagdes de E. heterophylia,
testar sua especificidade utilizando o método centrifugo filogenético, avaliar o efeito de
herbicidas quimicos sobre a viabilidade de conidios do fungo e determinar a

concentragdo de indculo necessaria para a obtengao do melhor controle da invasora.

MATERIAL E METODOS

1. Obtencao dos isolados de Bipolaris euphorbiae:

Coletaram-se, nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro ¢ Rio
Grande do Sul, plantas de E. heterophylla naturalmente infectadas com B. euphorbiae,
que foram herborizadas e incorporadas a colegdo micologica do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. A partir de lesdes nas folhas e hastes
foram feitos isolamentos direto e indireto em meio CVA (caldo de vegetais agar, Pereira
et al., 2003) para a obtencao de culturas puras. Os isolados obtidos foram conservados
in vitro pelo método de preservacao em silica-gel (Dhingra e Sinclair, 1995) e utilizados

na selecdo inicial (Tabela 1).

2. Producao de Inoculo:

A obtengdo de conidios de B euphorbae foi feita segundo metodologia de
Walker (1980) com modificagdes. Dez discos de micélio do fungo provenientes da
margem de uma coldnia cultivada por sete dias em placa de Petri contendo meio CVA
foram semeados assepticamente em erlenmeyers contendo 100 mL de meio CV (meio

CVA sem adicdo de agar). Os erlenmeyers foram colocados em agitador orbital a
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Tabela 1: Origem dos isolados de Bipolaris euphorbiae obtidos e utilizados na sele¢ao
inicial

Caodigo Origem
KLNO1 Vigosa-MG
KLNO02 Sete Lagoas-MG
KLNO5 Venda Nova-ES
KLNO09 Araruama-R]J
KLN16 Niter6i-RJ
TAD* Rio Grande do Sul

*Isolado doado por J.T. Yorinori e utilizado no programa pioneiro de controle biologico
de E. heterophylla no Brasil.

30 rpm por sete dias a temperatura ambiente. Apos esse periodo, o micélio foi triturado
dentro dos erlenmeyers, utilizando-se um microtriturador/homogeneizador, e vertido em
bandejas de aluminio de 20x28 cm contendo 100 mL de meio CVA. As bandejas foram
mantidas a 26°C e fotoperiodo de 12 horas sob um conjunto de duas lampadas
fluorescentes (40W) e duas lampadas negras (40W). Apo6s dois dias, foi feita a coleta de
esporos adicionando-se 50 mL de agua esterilizada sobre a superficie das bandejas e
raspando-se estas com espatula de borracha. A suspensao obtida foi filtrada em gaze e a

concentracao de conidios ajustada para a utilizacdo nos experimentos.

3. Obtencio de sementes das populacdes de Euphorbia heterophylla:

Foram consideradas populagdes distintas de E. heterophylla as sementes
provenientes de plantas coletadas em diferentes localidades ou aquelas com alguma
caracteristica particular, como a resisténcia ao herbicida imazetaphyr obtido do
Laboratorio de Herbicida na Planta (Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal
de Vigosa) e a populagdo resistente a B. euphorbiae (doagdo de J. T. Yorinori, Embrapa
Soja, provenientes de campos experimentais do Parand). As sementes das populacdes

utilizadas (Tabela 2) foram coletadas e armazenadas a 5°C. Sementes pré-germinadas
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Tabela 2: Origem das populacdes de Euphorbia heterophylla utilizadas na sele¢ao

inicial
Cadigo Origem
EKLN16 Niter6i-RJ
EKLN19 Vicosa-MG
ERWB 247 Itabuna-BA
ERWB 273 Foz do Iguacu-RS
ERWB 274 Nova Laranjeira- PR
ETSB Londrina- PR
ETRB Londrina-PR (resistente a B. euphorbiae)
ESH Vicosa-MG
ERH Vigosa-MG (resistente a imazethapyr)

foram transferidas para copos plasticos perfurados com capacidade de 500 mL contendo
solo esterilizado e mantidas em casa de vegetacao (26+2°C) e regadas diariamente. As

plantas foram inoculadas no estadio de trés a quatro pares de folhas definitivas.

4. Selecao do isolado de B. euphorbiae:

Populagdes de FE. heterophylla foram inoculadas com uma suspensdo de
10* conidios/mL + Tween 20 (0,05%) + Break thru® (0,05%) e mantidas a 25°C em
camara de nevoeiro por 24 horas. Apos esse periodo, foram levadas para casa de
vegetacao (26+£2°C) e avaliada a incidéncia de folhas com sintomas e de plantas mortas.
Plantas pulverizadas com agua + Tween 20 (polioxietileno monolauratico, 0,05%) +
Break thru® (copolimero poliéter - polimetil siloxano + poliéter, 0,05%) serviram como
controle. A avaliacdo da intensidade da doencga foi feita a cada cinco dias, iniciando-se
logo apo6s o aparecimento dos primeiros sintomas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial de seis isolados, nove populagdes e trés

repeti¢des, sendo cada repeti¢ao um vaso com duas plantas.

16



5. Efeito da temperatura no crescimento micelial e na germinaciao de conidios do
isolado selecionado:

O isolado selecionado a partir do experimento anterior (KLN 05) foi semeado no
centro de placas de Petri contendo meio de cultura CVA e mantidas em incubadoras a 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C. As medi¢des do didmetro da colonia foram feitas
ortogonalmente ¢ o ensaio foi inteiramente casualizado com cinco repetigdes, sendo
cada repetigdo uma placa de Petri. A germinacgdo dos conidios foi avaliada depositando
500 pL de uma suspensdo de 1x10° conidios/mL em placas de Petri contendo 4gar-agua
¢ espalhada com al¢a de Drigalski e mantidas nas mesmas temperaturas citadas acima
seguindo o mesmo delineamento experimental. A avaliagdo foi feita apos 24 horas
examinando 200 esporos/placa. Os conidios foram considerados germinados quando o

tubo germinativo era igual ou maior que o comprimento do conidio.

6. Efeito de herbicidas quimicos em duas dosagens na germinacio in vitro de
conidios de B. euphorbiae:

As seguintes formulagdes comerciais dos herbicidas foram usadas nesses
experimentos: imazethapyr (5-ethyl-2-(4-isopropyl-4-methyl-5-ox0-2-imidazolin-2-
yDnicotinic acid, Pivot, 106 g i.a/L, Basf. S.A.,Ludwisgshafen, Germany), glyphosate
(N-(phosphonomethyl)glycine, Roundup WG, 720 g i.a/Kg, Monsanto do Brasil, Sao
Paulo, SP), fomesafen (5-(2-chloro-alpha, alpha, alpha-trifluoro-p-tolyloxy)-N-
methylsulfonyl-2-nitrobenzamide, Flex, 250 g i.a/L, Syngenta Protecdo de Cultivares,
Sdo Paulo, SP), carfentrazone (ethyl (RS)-2-chloro-3-[2-chloro-5-[4-(difluoromethyl)-
4,5-dihydro-3-methyl-5-0x0-1H-1,2 4-triazol-1-yl]-4-fluorophenyl] propionacte, Aurora
400CE, 400 g i.a/L, FMC Quimica do Brasil, Campinas, Sdo Paulo), atrazine (6-chloro-
N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine, Gesaprim500, 500 g i.a/L, Syngenta
Protegdo de Cultivares, Sdo Paulo, SP) e glyphosate + carfentrazone. As solu¢des foram
preparadas na dose recomendada pelo fabricante (1X) e diluidas para obtencdo da meia
dose (0,5X) utilizando como diluente uma suspensio aquosa de 1x10° conidios/mL.
Uma aliquota de 500 uL dessa suspensdo foi depositada em placas contendo agar-agua,
espalhadas com al¢a de Drigalski e colocadas em incubadora a 26°C em fotoperiodo de
12 horas. A suspensdo de esporos sem adi¢do de herbicida constou como controle. A

avaliacdo foi feita apds 24 horas e da mesma maneira que citado no item 5. O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial de sete

herbicidas, duas doses e cinco repetigdes. Cada repeticdo constou de uma placa de Petri.

7. Efeito de concentracdes crescentes de inéculo na severidade da doenca em duas
populacoes de E. heterophylla:

Na avaliacdo do efeito da concentragdo de indculo sobre a severidade da doenca
foram escolhidas duas populagdes de E. heterophylla, uma considerada como suscetivel
(EKLN19) e outra como resistente ao fungo B. euphorbiae (ETRB). Plantas dessas
populacdes foram inoculadas com as suspensdes de O, 10°, 10*, 10°, 10,
10" conidios/mL + Tween 20 (0,05 %) +Break thru® (0,05 %). Apos a inoculagdo, as
plantas permaneceram em camara de nevoeiro por 24 horas e em seguida foram
transferidas para condi¢des controladas (26+2°C). Avaliaram-se o numero de plantas
mortas e a porcentagem de folhas com sintomas a cada cinco dias durante 30 dias e
calculou-se a area abaixo da curva de progresso da doenga (Campbell e Madden, 1990).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, cada

repeticdo considerada como um vaso com uma planta.

8. Especificidade de Bipolaris euphorbiae:

Para verificar a gama de hospedeiros do isolado selecionado (KLNO5) foram
feitas inoculagdes em espécies escolhidas segundo o método centrifugo-filogenético
(Wapshere, 1974). Foram incluidas espécies pertencentes a Sub Classe Rosidae, com
concentracdo no género Euphorbia e na familia Euphorbiaceae, e adicionalmente
espécies economicamente importantes, plantas sabidamente hospedeiras de fungos do
género Bipolaris e oito cultivares de soja, considerando futura exposi¢ao da cultura ao
micoherbicida produzido com B. euphorbiae (Tabela 3). Para fins de confirmagdo da
patogenicidade do indculo foram incluidas plantas de E. heterophylla das populagdes
EKLNI19 ¢ ETRB. A idade das plantas testadas variou de acordo com a espécie: as
obtidas por semente tinham de 25 a 30 dias e as de mudas ja formadas foram podadas
para a obtengdo de brotacdes novas. Para inoculagcdo, atomizou-se suspensdo de
1x10° conidios/mL + o6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%) até o ponto de
escorrimento e as plantas foram levadas para cimara de nevoeiro a 25°C por 24 horas e

em seguida transferidas para casa de vegetagdo (26+2°C). Foram utilizadas trés
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repeticdes, sendo cada repetigdo representada por um vaso com uma planta. Plantas
inoculadas com agua + o6leo mineral (5%) + Break thru (0,05%) constaram como
controle. As avalia¢des foram feitas a cada cinco dias durante 30 dias, verificando-se a

presenca ou ndo de sintomas nas folhas, ramos e inflorescéncias.

9. Analise estatistica dos dados:
Os dados foram submetidos a analise de variancia usando o proc GLM do

programa SAS versao 6.12.

RESULTADOS

Selecao do isolado de B. euphorbiae

Todos os isolados foram patogénicos as populagdes de E. heterophylla testadas e
os primeiros sintomas foram observados sete dias apos a inoculag@o. Sintomas tipicos
de manchas necroticas nas folhas e hastes (Figura 1) e em alguns casos desfolha ¢ morte
da parte aérea das plantas foram verificadas em algumas interagdes populacdo x isolado
(Figura 2). A maioria das populagdes apresentou maior porcentagem de folhas com
sintomas, variando de 62 a 100%, quando inoculadas com KLNO5 (Figura 3). Apenas
em EHRH o resultado obtido foi menor quando comparado com os outros isolados,
incidéncia de 26 %, enquanto para ETRB esse resultado ndo o diferiu dos outros
isolados. Além disso, KLNO5 causou morte de pelo menos uma repeticdo em oito das
nove populagdes testadas, o que ndo foi verificado com nenhum dos outros isolados

testados (Figura 4). O isolado KLLNOS foi selecionado para estudos de otimizagao.

Efeito da temperatura no crescimento micelial e na germinacido de conidios do
isolado selecionado

O crescimento radial micelial do isolado KLNOS5 ocorreu na faixa de 10 a 30°C
sendo maximo a 25°C (Figura 5). Nas temperaturas de 5, 35 e 40°C ndo houve

crescimento, mas apods dois dias a 25°C pode-se observar a volta do crescimento nas
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Figura 1: Sintoma de manchas nas folhas e na haste em planta de E heterophylla da
populacdo ETRB apos a inoculagdo de B. euphorbiae KLNOS.

Figura 2: Morte da parte aérea da populacio ERWB247 de E. heterophylla aos sete dias
apos a inoculagdo de B. euphorbiae KLNOS.
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Figura 5: Didmetro médio de B. euphorbiae (KLNO5), sete dias apds semeio em meio
CVA na faixa de temperatura de 5 a 40°C. Médias = cinco repetigdes;
Barra = desvio padrao. Valor 0,5=tamanho inicial do disco de micélio.
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placas mantidas anteriormente nas temperaturas 5 ¢ 35°C. Houve ressecamento do meio
de cultura e morte do micélio a 40°C. Embora ndo tenha sido quantificada a produgéo de
esporos, observou-se a presenca de conidios de B. euphorbiae entre 15 e 30°C. A
germinacao dos conidios ocorreu entre 5 e 30°C. Na faixa de 20 a 30°C foi observada o

maior porcentual de conidios germinados (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da temperatura na germinacao de conidios de B. euphorbiae (KLNOS).

Efeito de herbicidas quimicos em duas dosagens na germinacao in vitro de conidios
de B. euphorbiae

Os conidios de B. euphorbiae germinaram em mistura com todos os herbicidas
independente da dosagem utilizada. Os valores médios obtidos, incluindo a testemunha,

variaram de 99,6 a 100% de conidios germinados.

Efeito de concentracdes crescentes de indculo na severidade da doenca em duas
populacoées de E. heterophylla

Para as duas populagdes EKLN19 e ETRB observou-se aumento da intensidade

da doenca em funcdo do aumento da concentragdo de indculo (Figura 7). Maior
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Figura 7: Efeito de concentragdes de indculo de B. euphorbiae KLNOS nos valores de
area abaixo da curva de progresso da doenca nas populagdes EKLN19 e
ETRB de E. heterophylia.

intensidade foi observada nas plantas inoculadas com 107 conidios/mL para as duas
populagdes. Com a utilizagdo da suspensdo de conidios nessa concentragdo, foi
observada a morte de 80 % das plantas da populacdo EKLN19. Nos demais tratamentos
nessa populacdo e em ETRB ndo foi observada morte de plantas. Os valores de
intensidade de doenga foram maiores em EKLN19 do que em ETRB, com excecdo das
plantas inoculadas com a concentragdo mais baixa testada (10°conidios/mL) em que nao
houve diferenca entre as populagdes. O calculo do intervalo de confianga a 95% de
probabilidade, 1C=217,93-156,67, (Campbell e Madden, 1990) para o pardmetro
inclinagcdo (r) confirmou a diferenca significativa entre as estimativas das duas

populacdes

Especificidade de Bipolaris euphorbiae
Niao foram observados sintomas nas folhas, ramos ou inflorescéncias das
32 espécies testadas enquanto que as duas populagdes de E. heterophylla incluidas

como controle positivo apresentaram sintomas cinco dias apds a inoculagdo,
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comprovando-se assim, a viruléncia do indculo e a especificidade do fungo

B. euphorbiae a E. heterophylla (Tabela 3).

Tabela 3: Teste de especificidade de Bipolaris euphorbiae”

Sub Classe Rosidae
Ordem Familia Nome Cientifico Resultado®
Apiales Apiaceae Daucus carota L. -

Euphorbiales =~ Euphorbiaceae Acalypha godseffiana Masters -
Acalypha reptans Sw. -

Acalypha wilkesiana M. Arg. -
Codiaeum variegatum Blume -
Chamaesyce hirta (L.) Millsp. -
Euphorbia cotinifolia L. -

Euphorbia heterophylla
populacdo EKLN19

populacdo ETRB

Euphorbia milii des Moulins
Euphorbia pulcherrima Wild. ex
Klot.

Euphorbia tirucali L.

Hevea brasiliensis Wild. ex Adr. de
Juss.) Muell. & Arg.

Jatropha podagrica Hook
Manihot esculenta Crantz
Pedilanthus tithymaloides Poit.
Phyllantus corcovadensis Roxb.

Ricinus communis L.
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Tabela 3, Cont.

Sub Classe Rosidae

Ordem Familia Nome Cientifico Resultado®

Fabales Fabaceae Glycine max (L.) Merr.®

cv. UFV 19 -

cv. UFV 16 -

cv. UFV 16 Precoce -

cv. UFV 2001 -

cv. UFV 2006 -

cv. UFV 2007 -

cv. UFV 2008 -

cv. UFV 2009 -

Phaseolus vulgaris L.© -

Geraniales Tropaeolaceae Tropaeolum majus L. -

Myrtales Myrtaceae Eugenia uniflora L. -

Proteales Proteaceae Grevillea banksii R. Br. -

Rhamnales Vitaceae Vitis sp. -

Rosales Rosaceae Rosa sinensis Jacq. -

Sapindales Anacardiaceaec Mangifera indica L. -

Rutaceae Citrus reticulata Blanco -

Espécies salvaguardas economicamente importantes

Sub Classe Dilleniidae
Malvales Malvaceae Gossypium sp.© -

Sub Classe Commelinidae

Cyperales Poaceae Oryza sativa L° -
Saccharum sp.° -
Triticum aestivum L.° -

Zea mays L. -

%(+) aparecimento de sintoma da doenga.

(-) auséncia de sintoma da doenga.

bEspécies hospedeiras do género Bipolaris.

‘Espécies economicamente importantes que sofrem competicdo de Euphorbia
heterophylla.

"isolado utilizado KLNOS5.
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DISCUSSAO

O isolado KLNO5 destacou-se dentre os isolados testados. Entretanto, a
expectativa era de que com o uso de uma suspensao de inoéculo apropriada obter-se-ia
100% de controle da invasora. Entretanto, tal efeito foi observado apenas para o isolado
KLNO5 na concentragdo de 107 conidios/mL quando aplicado na populagio EKLN19.
Para a populagdo ETRB, a utilizagdo de suspensdes com concentragdes mais elevadas
chegou a provocar desfolha total, porém a haste continuou verde e novas folhas foram
rapidamente formadas. Houve rebrota também em EKLN19, mas com poucas folhas e
mais tardiamente. Para o sistema E. heterophylla em plantio de soja, a morte das
invasoras ndo ¢ uma exigéncia. A injuria causada pelo fungo a invasora podera permitir
que a cultura domine a invasora (abafamento), tornando-a ndo competitiva.

Gomes e Dianese (1987) relatam que o controle da invasora pelo fungo ¢ obtido
apenas em aplicacdes feitas nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta, com até
quatro a cinco folhas e apesar de ocorrerem lesdes foliares nos outros estadios, as
plantas se recuperam e emitem brotacdes laterais. Em condig¢des naturais ideais, de
precipitacdo anual entre 1000 e 1400 mm e temperatura média maior ou igual a 22°C, o
fungo chega a causar severa desfolha e morte da invasora. Entretanto, epidemias
naturais ocorrem normalmente quando a maioria das plantas j& alcancou a maturidade e
produziu sementes viaveis. Portanto, ha necessidade de aplicagdo do fungo nos estadios
iniciais de crescimento da planta (Barreto e Evans, 1998). Resultados contraditorios
foram obtidos por Marchiori et al. (2001) em estudos com o isolado TAD ao
verificarem maior suscetibilidade das plantas em estadio mais avangado (12 folhas por
planta) quando comparado com os estadios de oito ¢ dez folhas. Essa variacdo de
resultados mesmo quando se usa o mesmo isolado pode refletir a variabilidade genética
de E. heterophylla e destaca a importancia de caracterizar as populacdes que se esta
testando para chegar-se a resultados mais consistentes.

Neste trabalho, a variabilidade genética de E. heterophylla foi observada
também dentro da mesma populacdo. Verificou-se um desvio padrdo alto na selegdo
inicial em fungdo da reacdo diferenciada de individuos da populagdo. Por exemplo, o
isolado KLLNO9 aplicado na populagio ERWB247 causou morte de plantas em algumas
repeticdes enquanto nas demais apenas sintomas da doenga nas folhas. O mesmo foi
verificado para outras intera¢des isolado x populagdo. A utilizagdo de suspensdes com

alta concentragdo de indculo poderia uniformizar as rea¢oes das populacdes.
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A constatacdo da necessidade de uma concentragdo de indculo muito elevada
(107 conidios/mL) dificulta o desenvolvimento de um micoherbicida por aumentar o
custo da producdo massal do fungo. Para a obtencdo de esporos utilizou-se nesse
trabalho a fermentacdo difasica (Jackson et al., 1996) comprovadamente eficaz para
outros hifomicetos (Walker, 1980). O uso de grios de cereais para viabilizar a producdo
de indculo vem sendo testado bem como a viabilidade de esporos armazenados
(Marchiori et al., 2001). Espera-se que avangos neste campo permitam aumentar a
produgdo de indculo e reduzir o custo de producao de esporos deste fungo.

Em relacdo as caracteristicas fisioldgicas estudadas, o crescimento micelial do
isolado KLLNOS5 seguiu o padrao verificado para Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok).
Entre 26 a 28°C houve maior crescimento micelial (Prates e Fernandes, 2000). A
mistura com herbicidas ndo teve efeito sobre a germinagdo in vitro dos conidios de
B. euphorbiae e abre caminho para o seu teste em aplicagdes sobre plantas. Gazziero e
Yorinori (1993) relatam que o herbicida fomesafen inibe a germinago do isolado TAD,
o que nao foi verificado para o novo isolado selecionado KLLNOS5. A combinagdo com
herbicidas quimicos pode aumentar a eficacia e o espectro de controle do micoherbicida
e reduzir a dose de herbicida necessaria para o controle de invasoras (Hoagland, 1996).
O micoherbicida Collego®, produzido com Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. f.sp. aeschynomene para o controle de Aeschynomene virginica (L.)
Britton, Poggenb & Sterns, ¢ integrado com os herbicidas acifluorfen, bentazon e
propanil para o controle de vérias invasoras no arroz € a mistura com esses produtos
aumenta o espectro de espécies controladas pelo micoherbicida nas culturas da soja e
arroz (Smith Jr., 1991).

Os resultados do teste centrifugo-filogenético indicam a elevada especificidade
do isolado KLLNOS5 a E. heterophylla. Varios procedimentos t€ém sido propostos para se
estabelecer a gama de hospedeiros com seguranga, mas sem a necessidade de testar uma
lista demasiadamente grande de espécies de plantas. Weidemann e Tebeest (1990)
ressaltam a importancia da variabilidade e estabilidade genética, tanto da invasora como
do agente de controle, sugerindo a inclusdo, nestes testes, de taxa que representem a
gama total de diversidade genética dentro da area biogeografica de intengdo de uso do
agente de controle, logicamente uma tarefa de dificil execugao.

Além de B. euphorbiae ha outros fungos fitopatogé€nicos associados a essa
invasora, que sdo considerados promissores para futuros estudos, tais como

A. euphorbiicola (Yorinori, 1985) e S. poinsettiae (Barreto e Evans, 1998). A
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combinagdo de B. euphorbiae que provoca desfolha em E. heterophylla e
A. euphorbiicola e S. poinsettiae que causam lesdes e estrangulamento em hastes desta
planta pode representar outra alternativa interessante a ser explorada.

A variabilidade dos isolados selecionados, demonstrada pelas reagdes das
plantas, indica que a busca por germoplasma de B. euphorbiae ndo deve ser encerrada.
Necessita-se, por exemplo, de isolados com maior agressividade contra a populagdo
ETRB que ¢ mais resistente aos isolados disponiveis do fungo até o momento. Além
disso, outras estratégias podem ser exploradas para aumentar a eficiéncia de
B. euphorbiae, como a combinagdo do micoherbicida com herbicidas quimicos e o uso

de adjuvantes em formulagao mais apropriada do fungo.
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AVALIACAO DE Sphaceloma poinsettiae, AGENTE CAUSAL DA VERRUGOSE
EM Euphorbia heterophylla, COMO MICOHERBICIDA

RESUMO

O potencial de Sphaceloma poinsettiae como micoherbicida no controle de
Euphorbia heterophylla foi verificado. As nove populacdes de E. heterophylla
apresentaram graus variaveis de suscetibilidade aos 10 isolados de S. poinsettiae. Um
isolado foi selecionado para estudos de otimizagdo por causar sintoma de verruga com
anelamento das hastes na maioria das plantas das populagdes testadas. Em alguns casos,
observou-se a morte das plantas. A utilizagdo de suspensdo de conidios como propagulo
infectivo resultou em baixa severidade da doenga em E. heterophylla. Os fragmentos de
micélio foram usados como indculo em substituicdo aos conidios e sua viruléncia foi
maior quando produzido em meio de cultura liquido de batata dextrose. Entretanto, a
viabilidade desses propagulos durante o armazenamento declinou rapidamente, tanto em
temperatura ambiente como a 4°C. Apos 25 dias, o maior porcentual de ufc viaveis foi
de apenas 60% quando o propagulo foi mantido a 4°C em suspensdo com agua destilada
esterilizada ou solugdo de sacarose 35% esterilizada. O crescimento radial micelial em
meio solido foi observado na faixa de temperatura de 10 a 30°C, sendo maximo a 25°C.
A brotag@o de fragmentos de micélio ocorreu a 20, 25 e 30°C. Maior massa fingica
fresca de S. poinsettiae foi obtida em meio liquido de batata dextrose com 12 dias de
agitacdo a 30 rpm a temperatura ambiente. S. poinsettiae foi especifico a
E. heterophylla. Existem ainda limitacdes importantes para o uso de S. poinsettiae como

agente de controle biologico de E. heterophylla.

ABSTRACT

The potential of Sphaceloma poinsettiae as mycoherbicide to control of
Euphorbia heterophylla was studied. The nine populations of E. heterophylla differed
in susceptibility to 10 isolates of this fungus. One isolate was selected for optimization

to cause the blister symptoms with stem girdling in most plants. Plant mortality was
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observed in some cases. Utilization of conidial suspension as infective propagules
resulted in low disease severity on E. heterophylla, therefore mycelial fragments were
used as inoculum whose virulence was greater when produced on potato dextrose broth.
However, the viability of these propagules declined rapidly during storage at room
temperature or at 4°C, reaching 60% after 25 days storage at 4°C in sterile distilled
water or 35% sucrose. The radial mycelial growth in solid media occurred in the
temperature range of 10 to 30°C, with optimum at 25°C. The mycelial fragments
sprouted at 20, 25 and 30°C. The maximum fungal mass of S. poinsettiae was obtained
on potato dextrose broth after 12 days growth on a shaker at 30 rpm, at room
temperature. S. poinsettiae was specific to E. heterophylla. There are important

limitations for the use of S. poinsettiae as biological control agent of E. heterophylla.

INTRODUCAO

Os fungos Alternaria euphorbiicola Simmons & Engelhard, Bipolaris
euphorbiae (Hasnford) Muchovej e Sphaceloma poinsettiae Jenkins & Ruehle,
comumente associados a Euphorbia heterophylla L (conhecida popularmente como
leiteiro ou amendoim-bravo) destacam-se como promissores agentes de controle
biologico dessa invasora no Brasil (Yorinori, 1985; Barreto e Evans, 1998) e vém sendo
avaliados para o uso como micoherbicida. A verrugose do leiteiro, causada por
S. poinsettiae ¢ uma das doengas mais freqiientemente observadas nessa espécie em
condig¢des naturais. O sintoma caracteristico ¢ o aparecimento de verrugas corticiformes
nas folhas e hastes que em alguns casos levam ao anelamento da haste ¢ ocasionam a
morte da planta. Inoculagdes feitas por Barreto e Evans (1998) com suspensdo de
conidios de S. poinsettiae resultaram na infeccdo e morte rapida de plantas, tanto em
estadio cotiledonar como no 1° estadio foliar.

A busca por métodos de controle alternativo é estimulada pela importancia de
E. heterophylla como uma das principais invasoras da cultura da soja no Brasil. O
principal dano a producdo da soja ¢ sua interferéncia na colheita mecanizada e
transferéncia de umidade aos grdos colhidos devido ao latex por ela produzido
(Kissmann e Groth, 1992). Estima-se que mais de 90 % das areas de soja no Brasil

dependem de aplicagdes de herbicidas quimicos para reduzir a competi¢do de invasoras
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(Foloni e Christoffoleti, 1999). Os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase
(ALS) sdo as principais ferramentas para o controle de E. heterophylla em campos de
soja. Entretanto, o uso intensivo resultou na selecdo de populacdes da planta
comprovadamente resistentes a esses herbicidas (Gazziero et al.1998; Melhoranga e
Pereira, 1999).

No primeiro programa visando o desenvolvimento de um micoherbicida no
Brasil, a planta alvo escolhida foi E. heterophylla (Yorinori, 1985; Yorinori, 1987;
Gazziero e Yorinori, 1993). No entanto, observou-se que a variabilidade genética que a
planta apresenta também interfere na efici€ncia de controle de populagdes pelo fungo
escolhido para o estudo (B. euphorbiae) (Yorinori ¢ Gazziero, 1989). Os autores
verificaram que existem populagdes com graus variaveis de suscetibilidade ao fungo e
uma foi destacada por apresentar todas as plantas resistentes ao fungo. Nesse contexto, a
avaliacdo de A. euphorbiicola e S. poinsettiae como complementares ou em substitui¢ao
a B. euphorbiae passa a merecer atencao.

Os objetivos desse trabalho foram selecionar um isolado de S. poinsettiae
baseado na severidade da doenga em nove populagdes de E. heterophylla em condi¢des
controladas, testar sua especificidade, avaliar a viruléncia de conidios ¢ do micélio do

fungo e verificar a sobrevivéncia de fragmentos de micélio durante armazenagem.

MATERIAL E METODOS

1. Obtencao dos isolados de Sphaceloma poinsetiae:

Os isolados foram obtidos de plantas de E. heterophylla com sintomas de
verrugose coletadas nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande
do Sul, no Brasil (Tabela 1). Esse material foi herborizado e incorporado & colegao
micologica do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. A
partir das verrugas nas hastes foi feito isolamento indireto em meio BDA (batata
dextrose agar) suplementado com sulfato de estreptomicina (1,5 g/L) e rosa de bengala
(0,25 mg/L) segundo metodologia descrita por Mungo et al. (1998). Os isolados obtidos
foram conservados in vitro pelo método de preservacdo em silica-gel (Dhingra e

Sinclair, 1995).
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Tabela 1: Origem dos isolados de Sphaceloma poinsettiae utilizados na sele¢do inicial.

Caodigo Origem
KLNO1 Vicosa-MG
KLN12 Italva-RJ
KLN13 Campos-RJ
KLN14 Italva-RJ
KLN16 Niteroi-RJ
KLN21 Vicosa-MG
RWB 273 Foz do Iguacu-RS
RWB274 Nova Laranjeira-PR
RWB280 Nova Petrépolis-RS
RWB281 Mafra-PR

2. Producio de indculo:

O fungo foi semeado em placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram
mantidas por 10 dias a 25°C no escuro. Dez discos de micélio provenientes dessas
placas foram transferidos para erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio BD
(batata dextrose) e colocados em agitador orbital a 30 rpm por 10 dias a temperatura
ambiente. Apos esse periodo, o micélio foi triturado dentro do erlenmeyer, utilizando
um microtriturador/homogeneizador, e uma parte utilizada como indculo. A outra parte
do micelio triturado foi transferida assepticamente para erlenmeyers contendo 100 mL
de meio BD (10 mL de micélio triturado/100 mL de meio) e colocados novamente em
agitacdo a 30 rpm. Apo6s dois dias, fez-se a filtragdo, utilizando gaze, para a obtengdo da

suspensdo de esporos.

3. Obtencio de sementes das populacdes de Euphorbia heterophylla:

As populagdes foram diferenciadas pelo local de coleta ou por uma caracteristica
particular, como a resisténcia ao herbicida imazetaphyr (material obtido no Laboratorio
de Herbicida na Planta da Universidade Federal de Vigosa) e resisténcia ao fungo

B. euphorbiae (doagdo de J.T. Yorinori, Embrapa Soja, provenientes de campos
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experimentais do Parand). As sementes das populagdes utilizadas (Tabela 2) foram
coletadas e armazenadas a 5°C. Sementes pré-germinadas foram transferidas para copos
plasticos com capacidade de 500 mL em condi¢des controladas (26+2°C). As
inoculacdes foram realizadas quando as plantas estavam com trés a quatro pares de

folhas definitivas.

Tabela 2: Origem das populagdes de FEuphorbia heterophylla utilizadas nos

experimentos.
Caédigo Origem
EKLN16 Niter6i-RJ
EKLN19 Vigosa-MG
ERWB 247 Itabuna-BA
ERWB 274 Nova Laranjeira-PR
ERWB 280 Nova Petrépolis-RS
ETSB Londrina-PR
ETRB Londrina-PR (resistente a B. euphorbiae)
ESH Vicosa-MG
ERH Vicosa-MG (resistente a imazethapyr)

4. Selecao de isolado de S. poinsettiae

Plantas de E. heterophylla foram inoculadas com uma suspensio de 10* ufc/mL
+ Tween 20 0,05% (polioxietileno monolauratico) + Break thru® 0,05% (copolimerio
poliéter- polimetil siloxano + poliéter) e mantidas em cimara de nevoeiro a 25°C por
48 horas. Apods esse periodo foram levadas para casa de vegetacdo (26+2°C) e as
avaliacoes da severidade realizadas a cada sete dias, durante 30 dias. A severidade foi
baseada numa escala de notas de 0 a 6, onde 0= auséncia de sintomas, 1=traco de
verruga, 2=mancha, 3=mancha deprimida ou inicio de verruga, 4=verruga, 5=verruga
com estrangulamento da haste e 6=planta morta (Figura 1). O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 10 isolados, nove
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Figura 1: Notas, 1, 2, 3, 4 e 6 da escala utilizada para avaliacdo da severidade em
plantas de E. heterophylla inoculadas com os isolados de S. poinsettiae.

populacdes, trés repetigoes, sendo cada repeticio um vaso com duas plantas. Plantas
pulverizadas com agua + Tween 20 (0,05%) + Break thru® (0,05%) constaram como

controle.

5. Efeito da temperatura no crescimento radial micelial do fungo e na viabilidade
de fragmentos de micélio:

O crescimento radial micelial do fungo foi avaliado nas temperaturas de 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40°C. No centro de placas de Petri contendo meio BDA foi
semeado um disco de micélio de S. poinsettiae com 5 mm de diametro. Apés 30 dias,
mediu-se o didmetro da coldnia ortogonalmente. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco repeti¢oes, sendo cada placa de Petri considerada
uma repetigdo. Para a avaliagdo da viabilidade dos fragmentos de micélio utilizou-se
uma suspensdo de micélio triturado produzido conforme descrito no item 2. Uma
aliquota de 500 pL de uma suspensdo de 10* ufe/mL foi espalhada em placas de Petri
contendo agar-agua. As placas foram colocadas em incubadoras ajustadas para as
temperaturas citadas acima. A avaliagdo foi feita apdés 24 e 48 horas e foram
examinados os primeiros 200 fragmentos de micélio em cada placa. Os fragmentos

foram considerados viaveis quando a extensdo do crescimento da hifa era maior ou
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igual ao tamanho do fragmento. O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com cinco repetigdes, sendo cada repeticdo uma placa de Petri.

6. Crescimento micelial de S. poinsettiae em meio liquido:

Em erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio BD foram semeados cinco
discos de micélio do fungo provenientes de uma cultura de 10 dias formada em meio
BDA. Apos o semeio, os erlenmeyers foram colocados em agitador orbital a 30 rpm a
temperatura ambiente. Avaliou-se a massa fungica fresca durante 18 dias em intervalos
de trés dias. A cada avaliacdo quatro frascos eram retirados e o micélio filtrado e pesado
em balancga de precisdo. A filtragem do micélio foi feita em bomba de vacuo, utilizando
papel de filtro, até o ponto em que ndo se observou mais a umidade do papel de filtro. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, sendo

cada repeticdo um erlenmeyer.

7. Viabilidade de fragmentos de micélio durante armazenagem:

Para verificar a vida de prateleira dos fragmentos de micélio, o micélio formado
em meio BD apo6s 10 dias foi triturado dentro do erlenmeyer e separado por filtragdo em
bomba de vacuo. Os propagulos obtidos foram processados das trés maneiras descritas a
seguir: 1) mantidos em agua destilada e esterilizada, 2) misturados com talco neutro e
colocados no dessecador por 24 horas e 3) mantidos em uma solucdo de sacarose 35%
com agitacdo por 24 horas antes do armazenamento. Em todos os tratamentos, as
amostras foram armazenadas em frascos de vidros tanto no ambiente como a 4°C. As
avaliacdes foram feitas em intervalos de 15 dias suspendendo o material em agua
destilada e esterilizada. Uma aliquota de 500 pL dessa suspensdo foi espalhada em
placas de Petri contendo agar-agua contando-se o nimero de ufc viaveis apds 24 horas.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial de trés
tratamentos, duas temperaturas de armazenamento e cinco repetigdes, sendo cada

repeticdo uma placa de Petri.
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8. Efeito da concentragdo de conidios na severidade da doenca em duas populacdes
de E. heterophylia:

As populagdes EKLN19 e ETRB, consideradas como padrdo de suscetibilidade e
resisténcia ao fungo, respectivamente, foram inoculadas com suspensdes de 0, 10°, 10*,
10%, 10° ¢ 107 conidios/mL + Tween 20 (0,05%) +Break Thru® (0,05%) e colocadas em
camara de nevoeiro a 25°C por 48 horas. Apos esse periodo, foram transferidas para
condigOes controladas (26+2°C) e a severidade avaliada a cada sete dias, com base na
escala de notas descrita no item 4, durante 35 dias. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial de seis concentragdes, duas populagdes e

cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo um vaso com uma planta.

9. Efeito de quatro meios de cultura liquido na viruléncia do inéculo produzido:

Os fragmentos de micélio foram obtidos a partir do crescimento nos meios
liquidos de BD, Cenoura (decocgao de 200 g de cenoura, 20 g dextrose, 1 L de agua),
Mandioca (decocgdo de 200 g folha de mandioca, 20 g dextrose, 1 L de agua) e CV
(meio CVA, caldo de vegetais agar, Pereira ef al., 2003, sem adi¢do de agar). Plantas
das populagdes EKLNI19 e ETRB foram inoculadas com uma suspensdo de
1x10* ufc/mL de cada tratamento + Tween 20 (0,05 %) +Break Thru® (0,05 %)
permanecendo um grupo em camara de nevoeiro a 25°C por 24 horas e outro, por
48 horas. Apos esse periodo, as plantas foram transferidas para casa de vegetacdo
(2612°C) e a severidade avaliada durante 30 dias, em intervalos semanais, com base na
escala de notas descrita no item 4. Plantas pulverizadas com agua + Tween 20 (0,05%)
+ Break Thru® (0,05%) serviram como controle. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial de quatro meios de cultura, duas
populagdes, dois periodos de molhamento e cinco repeti¢des, sendo cada repetigdo um

vaso com uma planta.

10. Especificidade de Sphaceloma poinsettiae.

As espécies foram escolhidas segundo o método centrifugo-filogenético
(Wapshere, 1974). Foram incluidas espécies representantes da Subclasse Rosidae com
énfase no género Euphorbia e familia Euphorbiaceae e, adicionalmente, algumas

espécies economicamente importantes, plantas sabidamente hospedeiras de fungos do
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género Sphaceloma e oito cultivares de soja, considerando futura exposi¢ao da cultura a
um micoherbicida produzido com S. poinsettiae (Tabela 3). Para confirmagdo da
viruléncia do indéculo utilizado foram incluidas as populagdes EKLN19 e ETRB de
E. heterophylla. As plantas foram inoculadas com uma suspensio de 1x10° ufc/mL +
6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%) e levadas para cdmara de nevoeiro a 25°C por
48 horas. Em seguida, foram transferidas para casa de vegetagdo (26+2°C). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeti¢des, sendo cada
repeticdo um vaso com uma planta. Plantas pulverizadas com agua + 6leo mineral (5%)
+ Break thru® (0,05%) serviram como controle. As avaliagdes foram feitas a cada sete
dias, durante 35 dias, verificando a presenca ou ndo de sintomas da doenga nas folhas e

ramos.

11. Analise estatistica dos dados:

As notas de severidade obtidas na selecdo inicial foram transformadas para
valores quantitativos utilizando o Indice de McKiney (McKiney, 1923) para o calculo
da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Campbell e Madden, 1990).
Os demais dados foram submetidos a analise de variancia usando o proc GLM do

programa SAS versao 6.12.

RESULTADOS

Selecio de isolado de S. poinsettiae

Todos os isolados testados foram patogénicos a E. heterophylla, mas houve
diferenca de viruléncia entre os isolados (Figura 2). Os maiores valores de AACPD
foram observados nas plantas inoculadas com KLNO1, RWB274 e KLN21. A reagdo da
maioria das plantas aos isolados KLNO1 e RWB274 foi caracterizada pelo sintoma de
verruga com estrangulamento da haste e, em alguns casos, morte das plantas. Para a
escolha entre esses isolados, adotou-se como critério a severidade observada na
populagdo ETRB. Em fungdo disso, RWB 274 foi selecionado por ser o unico a causar
inicio de estrangulamento nas plantas dessa populagdo, embora em apenas outras trés

populagdes  tenha obtido maiores valores de progresso da  doenga.
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McKiney, em populacdes de Euphorbia heterophylla.
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Efeito da temperatura no crescimento micelial e viabilidade de fragmentos de
micélio

O crescimento micelial de S. poinsettiae em meio solido foi lento. O didmetro
maximo foi de 3,38 cm a 25°C. O crescimento micelial decresceu nas temperaturas de
10, 15, 20 e 30°C. Nao houve crescimento a 5, 35 e 40°C (Figura 3). As colOnias nessas
temperaturas retomaram o crescimento quando colocadas a 5°C, indicando que o fungo

sobrevive nestas temperaturas. Em nenhuma temperatura foi observada a presenca de

conidios. A viabilidade de ufc ocorreu a 20, 25 e 30°C (Figura 4).
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Figura 3: Didmetro médio da coldnia de Sphaceloma poinsettiae (RWB274), 30 dias
apds semeio em meio BDA. Médias = cinco repeti¢des; Barras = desvio
padrdo. Valor 0,5 = tamanho inicial do disco de micélio.

Crescimento micelial de S. poinsettiae em meio liquido

O crescimento da massa fingica de S. poinsettiae teve praticamente 0 mesmo
incremento nos intervalos de trés a seis (0,86 g) e seis a nove dias (0,8 g) apds o semeio.
O maior ganho de massa foi observado entre nove e 12 dias (2,2 g) seguido de 12 e 15
dias (1,13 g). Apesar de maior massa de micélio fresco ter sido medida aos 18 dias
(5,70 g), esse valor nao diferiu significativamente da massa medida aos 12 dias (5,45 g).
Conclui-se que um periodo de 12 dias de agitagdo em meio BD ¢é suficiente para
obten¢do de maxima massa fungica em meio liquido de S. poinsettiae (Figura 5). Nao

foi observada a fase de declinio no periodo de crescimento avaliado.
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Figura 4: Efeito da temperatura na viabilidade de ufc de Sphaceloma poinsettiae
RWB274.
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Figura 5: Massa micelial fresca (g) de S. poinsettiae aos 3, 6, 9, 12, 15 ¢ 18 dias apds
semeio em meio liquido de Batata Dextrose. Médias = cinco repeti¢des;
Barras = desvio padrdo.
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Viabilidade de fragmentos de micélio durante a armazenagem

Nenhum dos tratamentos permitiu a preservacdo de mais de 60% da viabilidade
dos propagulos, 27 dias apdés o armazenamento (Figura 6). A porcentagem de ufc
vidveis foi menor no tratamento em que os fragmentos de micélio foram misturados
com talco e armazenados tanto em temperatura ambiente como a 4°C. Essa porcentagem
aumentou quando os fragmentos foram armazenados em suspensdo ¢ ndo diferiu entre
suspensdo em agua destilada esterilizada ou em solucdo de sacarose 35% esterilizada.
Observou-se que, 27 dias apdés o armazenamento, a porcentagem de ufc vidveis a
temperatura ambiente, em mistura com agua e solucdo de sacarose foi de 32,6 e 30,2%,

enquanto a 4°C aumentou para 54,4 e 56,2%, respectivamente.
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Figura 6: Efeito do armazenamento de fragmentos de micélio de Sphaceloma
poinsettiae RWB 274 em suspensdo de agua destilada esterilizada, solugdo
de sacarose 35 % (Sac) e em mistura com talco neutro na porcentagem de
ufc vidveis apos 25 dias de armazenamento a temperatura ambiente (A) e a
4°C.

Efeito da concentracdo de conidios na severidade da doenca em duas populagdes
de E.heterophylla

O aumento da concentragio do indculo de 10° para 10’conidios/mL nio

aumentou a severidade da doenca em ambas populacdes testadas, mas uniformizou o
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aparecimento de sintomas nas plantas inoculadas com suspensdes de concentragdes
mais altas (10° e 10" conidios/mL). Ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos e entre as populagdes em fungdo da variagdo de severidade observada nas
plantas inoculadas com 10’ conidios/mL. O in6culo ndo foi infectivo nas concentragdes
de 10° ¢ 10* conidios/mL. As notas dadas nesse experimento variaram de 0 (auséncia de
sintomas) a 1 (traco de verruga) e foram menores quando comparadas com as obtidas

em plantas inoculadas com fragmentos de micélio, na seleg@o inicial (Figura 7).

Figura 7: Sintomas em plantas de E. heterophylla inoculadas com suspensao de conidios
(A) e fragmentos de micélio (B) de S. poinsettiae.

Efeito de quatro meios de cultura liquido na viruléncia do inéculo produzido

O meio de cultura no qual os fragmentos de micélio foram obtidos influenciou a
severidade da doenca nas populagdes de leiteiro. Em ambas populagdes, a maior
severidade foi observada nas plantas inoculadas com propagulos obtidos de meio BD
seguido do meio de cenoura. O propagulo obtido em CV nao foi infectivo a populacao
ETRB, independente do periodo de molhamento. Enquanto o propagulo obtido de meio

de mandioca ndo foi infectivo as plantas. O aumento da severidade em funcdo do
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periodo de molhamento diferenciou severidade obtida com BD48 dos demais
tratamentos na populacdo EKLN19. A diferenca de severidade da doenga esteve mais
relacionada ao meio de cultura no qual o propagulo foi obtido do que ao periodo de
molhamento que as plantas foram submetidas. Para todas as interagdes meio x
molhamento foliar, as plantas de EKLN19 apresentaram maiores valores de severidade
do que as de ETRB, o que foi caracterizado pelo aparecimento de verrugas nas hastes

das plantas (Figura 8).

MKLN19
BTRB

Nota 21 DAI

Agua BD48 BD24 (48 C24 Cv48 CV24 M48 M24

Tratamentos

Figura 8: Notas de severidade da doenca em duas populagdes de Euphorbia
heterophylla, 21 dias ap6s a inoculacao (DAI) com fragmentos de micélio
de Sphaceloma poinsettiae obtidos nos meios BD, C=cenoura, CV,
M= mandioca dextrose e submetidos aos periodos de 24 ¢ 48 horas de
molhamento. Médias = cinco repeti¢cdes; Barras = desvio padrao.

Especificidade de S. poinsettiae

Sphaceloma poinsettiae foi especifico a E. heterophylla. Os primeiros sintomas
foram observados sete dias apds a inoculagdo. O sintoma inicial foi tragco de verruga,
evoluindo para verrugas nas hastes das plantas. Nas demais 37 espécies e nas oito
cultivares de soja ndo foram observados quaisquer sintomas da doenca nas folhas e

hastes, durante os 35 dias de observagdo (Tabela 3).
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Tabela 3: Teste de especificidade de Sphaceloma poinsettiae™

Sub Classe Rosidae

Ordem Familia Nome Cientifico

Resultado?

Apiales Apiaceae Daucus carota L.

Euphorbiales ~ Euphorbiaceae Acalypha godseffiana Masters
Acalypha reptans Sw.
Acalypha wilkesiana M. Arg.
Codiaeum variegatum Blume
Chamaesyce hirta (L.) Millsp.
Euphorbia cotinifolia L.

Euphorbia heterophylla L.
populacdo KLN19

populacao ETRB

Euphorbia milii des Moulins
Euphorbia pulcherrima Wild. ex Klot.”
Euphorbia tirucali L.

Hevea brasiliensis Wild. ex Adr. de
Juss.) Muell. & Arg.”

Jatropha podagrica Hook
Manihot esculenta Crantz °
Pedilanthus tithymaloides Poit.
Phyllantus corcovadensis Roxb.
Ricinus communis L.

Fabales Fabaceae Arachis hypogaea L.
Canavalia ensiformis (L.) DC.?
Desmodium uncinatum (Jacq.)DC.b

Glycine max (L.) Merr.®

cv. UFV 19

cv. UFV 16

cv. UFV 16 Precoce
cv. UFV 2001

cv. UFV 2006

cv. UFV 2007

cv. UFV 2008

cv. UFV 2009

Phaseolus vulgaris L.°

Vigna unguiculata (L.) Walp.”
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Tabela 3, Cont.

Sub Classe Rosidae

Ordem Familia Nome Cientifico Resultado®
Geraniales Tropaeolaceac  Tropaeolum majus L. -
Myrtales Myrtaceae Eugenia uniflora L. -

Psidium guajava L° -

Proteales Proteaceae Grevillea banksii R. Br. -
Rhamnales Vitaceae Vitis sp.° -
Rosales Rosaceae Rosa sinensis Jacq.b -
Sapindales Anacardiaceae  Mangifera indica L.” -
Rutaceae Citrus reticulata Blanco ° -

Espécies salvaguardas

Sub Classe Asteridae

Asterales Asteraceae Bidens pilosa L. -

Solanales Convolvulaceae Ipomoea batatas (L.) Lam. -

Sub Classe Commelinidae

Cyperales Poaceae Saccharum sp.° -
Zea mays L. -

Sub Classe Dilleniidae

Violales Caricaceae Carica papaya L.° -

Malvales Malvaceae Gossypium sp.© -

Sub Classe Magnoliidae

Laurales Lauraceae Persea americana Mill.° -

*(+) presenga de sintoma da doenca
(- ) auséncia de sintoma da doenga
PEspécies hospedeiras do género Sphaceloma.
‘Espécies economicamente importantes que sofrem competicdo de Euphorbia
heterophylla.
*Isolado utilizado RWB274.
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DISCUSSAO

O agente causal da verrugose do leiteiro, apesar de causar um grande impacto no
crescimento dessa planta no campo, nao foi eficiente, nas condigdes desse trabalho, e
ainda apresenta limitagcdes importantes para ser desenvolvido como micoherbicida.

A primeira dificuldade foi a produgdo de conidios. Como ja citado na literatura,
fungos do género Sphaceloma raramente esporulam in vitro, a ndo ser quando as
colonias formadas sdo parcialmente imersas em agua (Whiteside, 1975). Os isolados de
S. poinsettiae utilizados nesse trabalho ndo produziram conidios nessas condigdes,
exceto o isolado selecionado RWB274 que esporulou em meio BD apoés o uso da
técnica descrita no item 2. Mesmo para este isolado, a esporulagdo foi inconsistente.
Com a utilizag@o desse método, clamidosporos de S. poinsettiae foram observados, uma
unica vez, mas ndo se obteve germinacdo destes clamidosporos em agar-dgua apods
48 horas a 25°C. As populacdes de E. heterophylla inoculadas com a suspensdo de
conidios obtidos dessa maneira apresentaram a mesma severidade (traco de verruga)
independente da concentragdao de 10° a 107 conidios/mL. A severidade da doenca foi
minima quando as plantas foram inoculadas com suspensao de conidios. Por outro lado,
essas mesmas populagdes quando inoculadas com fragmentos de micélio (10* ufc/mL)
apresentaram sintomas de verrugas e algumas plantas chegaram a morrer na sele¢ao
inicial. Em razdo disso, os experimentos foram conduzidos utilizando unicamente
fragmentos de micélio como ino6culo.

E dificil explicar porque os fragmentos de micélio e ndo os conidios, que sdo os
propagulos infectivos em condi¢des naturais, causaram maior severidade da doenga nas
plantas de leiteiro. A importancia dos conidios de Sphaceloma sp. na infecgdo de varios
hospedeiros, como citros (Whiteside, 1978), caupi (Emechebe, 1980) e mandioca
(Alvarez e Molina, 2000) sdo bem conhecidos e os poucos trabalhos em que se
investigou o uso de micélio como indculo mostram a sua ineficiéncia. Phillips (1994)
relata que o indculo preparado a partir de fragmentos de colonia de Elsinoe phaseoli
Jenkins ndo causou infeccdo em folhas de feijao (Phaseolus vulgaris L.). Poderia-se
supor, entdo, que os propagulos obtidos com a metodologia adotada no presente
trabalho ndo eram conidios, talvez blastdsporos. Blastosporos sdo produzidos em meio
liquido quando se cultiva Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. in Penz
f. sp. aeschynomene, micoherbicida registrado com o nome de Collego® para o controle

de Aeschynomene virginica (L.) B.S.P. (Churchill, 1982). No entanto, a medi¢do dos
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conidios e as caracteristicas morfoldgicas conferem com a descrita para conidios de
S. poinsettiae. Daigle e Cotty (1994) relatam que conidios de Colletotrichum truncatum
(Schwein) Andrus & W.D. Moore produzidos em meio liquido sdo menos virulentos a
Sesbania exaltata (Ref.) Rybd. ex A. W. Hill do que os obtidos de meio agarizado e esta
instabilidade pode impedir seu uso como micoherbicida.

Verificou-se ainda que a capacidade de esporulagdo pode estar relacionada com
a idade da col6nia do fungo, pois ndo houve repetibilidade da producao de conidios para
confirmagdo dos resultados obtidos. Fantin e Kimati (1993) verificaram a mesma
tendéncia para Elsinoe australis Bitanc. e Jenkins e Elsinoe fawcetti Bitanc. e Jenkins,
em diversos métodos para indugdo de esporulagdo. Conclui-se que o uso de outras
técnicas e meios de cultura liquidos precisam ser explorados para verificar a produgao e
infectividade dos conidios obtidos. Um método consistente para a produgdo de
clamidosporos ¢ uma técnica adequada para a quebra de sua provavel dorméncia
poderia também representar um avango importante para o uso deste fungo como
micoherbicida.

Usualmente, considera-se que somente esporos sejam comercialmente viaveis
como propagulos para o desenvolvimento de um micoherbicida, mas a eficiéncia do
micélio de Fusarium oxysporum Schlecht e Fusarium arthrosporioides Fide, agentes de
controle de Orobanche aegyptiaca Pers, Orobanche ramosa L. e Orobanche cernua
Loefl., utilizando formulagdes apropriadas, foi demonstrada por Amsellem et al. (1999).
E possivel que com o desenvolvimento de metodologia especifica, o uso de micélio
como inoculo possa substituir os esporos para alguns agentes de biocontrole estéreis ou
com baixa esporulacdo em meio de cultura. Nesse estudo ficou evidente que o meio
liquido seria o mais indicado para a obtencao de micélio de S. poinsettiae, por sua maior
rapidez de crescimento em compara¢do com o meio agarizado e por tornar mais pratica
a trituragdo do micélio. A faixa de temperatura (20-30°C) em que os fragmentos de
micélio sdo viaveis equivale a encontrada para os conidios de A. euphorbiicola e
B.euphorbiae ¢ provavelmente ndo restringiria seu uso nos periodos mais quentes do
ano em que o controle do leiteiro ¢ mais necessario.

Uma observagdo relevante foi a variacdo da severidade observada nas
populagdes quando inoculadas com fragmentos de micélio obtidos de diferentes meios
de cultura. A maior severidade da doenca nas duas populacdes testadas, foi obtida com a
utilizagdo de fragmentos de micélio obtidos em meio BD, independente do periodo de

molhamento. Jackson et al. (1996) relatam que mudangas nas condi¢des nutricionais do
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meio podem resultar em variagdo na eficacia do inoculo. A padronizagdo das condigdes
de cultivo do fungo é importante para comparar resultados obtidos com outros isolados.
A severidade maxima obtida nesse experimento foi menor que a obtida na selecdo
inicial, onde algumas plantas dessas mesmas popula¢des morreram, o que pode ser um
indicio da instabilidade do fungo.

A manutencdo da viabilidade do propagulo apdés um periodo acima de seis meses
de armazenamento ¢ uma caracteristica importante para a aceitagdo comercial de um
micoherbicida (Green et al., 1997). Os tratamentos utilizados neste trabalho com essa
finalidade ndo foram eficientes para manter a viabilidade do micélio de S. poinsettiae. O
armazenamento em suspensdo parece ser mais indicado para manter a viabilidade dos
propagulos desse fungo. Em relacdo a gama de hospedeiros, o fungo foi especifico a
E. heterophylla. Este resultado difere dos obtidos por Zeigler e Lozano (1983) que
verificaram que E. pulcherrima e Manihot esculenta (incluidas no teste) eram
suscetiveis a S. poinsettiae. Entretanto, é importante ressaltar que os autores usaram
outro isolado do fungo e pode haver alguma variagdo na gama de hospedeiros de outros
isolados diferentes de RWB274 usado no presente teste.

A severidade da doencga na selecdo inicial sugere a reagdo diferenciada das
populagdes de E. heterophylla em fungdo do isolado inoculado. Isso reflete a
variabilidade do patogeno e do hospedeiro. Isto pode ser explorado utilizando mistura
de isolados para aumentar a gama de populagdes da invasora controladas Além disso,
em todos os experimentos, a severidade foi menor na populacio ETRB do que em
EKLN19, o que indica que ETRB, ja comprovadamente resistente a B. euphorbiae,
também ¢ resistente a S. poinsettiae. A morte de plantas foi observada nas duas
populacdes na selecdo inicial, mas enquanto as plantas da populagdo KLNI9
apresentaram estrangulamento e morte da haste, nas plantas de ETRB ocorreu a morte
da parte aérea enquanto a haste permaneceu verde.

Esta ¢ a primeira vez que um fungo do género Sphaceloma é avaliado como
potencial agente de biocontrole. Este género ¢ encontrado associado a vdrias outras
espécies de plantas invasoras (Nechet e Barreto, 2001) e as informagdes geradas neste
trabalho poderdo ser uteis em outros programas de controle biologico.

A avaliagdo de S. poinsettiae faz parte de um projeto que visa verificar também a
potencialidade de outras duas espécies fungicas (4. euphorbiicola e B. euphorbiae)
como agente de controle biologico de E. heterophylla no Brasil. Até o momento

S. poinsettiae parece ser o fungo menos promissor quando comparado com B.
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euphorbiae ou A. euphorbiicola para o desenvolvimento de um micoherbicida, em razao
das limitagdes ja discutidas. A mistura de fungos pode ser uma alternativa interessante
quando nenhum patdgeno isoladamente ¢ capaz de controlar uma invasora (Morin et al.,
1993) e pela sua caracteristica tipica de causar verrugas na haste da planta,
S. poinsettiae poderia ser associado a B. euphorbiae, que causa desfolha, para aumentar

a eficiéncia do controle de E. heterophylla.
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Alternaria euphorbiicola COMO MICOHERBICIDA PARA O CONTROLE
DE Euphorbia heterophylla: SELECAO DE ISOLADO, EFEITO DA
CONCENTRACAO DE INOCULO, IDADE DA PLANTA E
PERIODOS DE MOLHAMENTO

RESUMO

Um isolado de Alternaria euphorbiicola, selecionado com base na intensidade
da doenga provocada em nove populagdes de Euphorbia heterophylla, destacou-se
como potencial micoherbicida. A aplicagio de uma suspensio de 2x10° conidios/mL e a
exposicao das plantas inoculadas a um periodo de seis horas de molhamento foliar
foram condigdes suficientes para que o fungo causasse elevada mortalidade da parte
aérea em onze populacdes de E. heterophylla testadas, inclusive na que apresenta
resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), no estadio de
seis a oito folhas, em que aplicagdes dos produtos quimicos j4 ndo resultam em
controle. O atraso no inicio do periodo de molhamento foliar ndo diminuiu a
mortalidade da parte aérea do leiteiro, mas aumentou a capacidade de recuperacao das
plantas em uma das populacdes testadas. Todos os estadios fenoldgicos testados:
cotiledonar, um a dois pares de folhas, trés a quatro pares de folhas, inicio de brotagao
floral, plantas com flores e plantas com frutos foram suscetiveis ao patdégeno. O
bindmio temperatura e molhamento foliar influenciou a germinagdo in vitro dos
conidios de A. euphorbiicola. A 30°C, a germinacdo ndo diferiu entre os periodos de 6,
12 ¢ 24 horas de molhamento, enquanto a 18°C, quanto maior o periodo de
molhamento, maior o porcentual de germinagdo. Os resultados obtidos permitiram
identificar que A. euphorbiicola apresenta potencial para ser desenvolvido como

micoherbicida para o controle de E. heterophylla.

ABSTRACT

One isolate of Alternaria euphorbiicola, selected on the bases of disease severity

in nine populations of Euphorbia heterophylla, emerged as a potential mycoherbicide.
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The application of a conidial suspension of 2x10° /mL, at four to six leaf stage, and
exposing the inoculated plants to 6-hour wet period was sufficient to cause high shoot
mortality in 11 E. heterophylla populations tested, including those resistant to
acetolactate synthesas (ALS) inhibitor herbicides, while the application of two
herbicides did not give any control. Delaying wet period initiation of the inoculated
plants did not reduce shoot mortality of milkweed, but increased recovering capacity of
inoculated plants in one of the populations. The plants were susceptible to the pathogen
at all the phenological stages tested: cotyledonary, one and two leaf pairs, three and four
leaf pairs, beginning of floral bud, flowering, and fruiting. The temperature-wet period
binomial affected in vitro conidial germination. The germination similar at 6, 12 or
24 h of wetting period at 30°C, but the germination percentage increased by increasing
wet-period at 18°C. The data from this study suggest that A. euphorbiicola has potential

for being developed into a mycoherbicide to control E. heterophylla.

INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla L , popularmente conhecida como amendoim-bravo ou
leiteiro, ¢ uma euforbiicea nativa da América tropical e subtropical. (Lorenzi, 2000). No
Brasil, ¢ freqiientemente encontrada como invasora de culturas economicamente
importantes como milho, cana-de-agucar, feijdo (Instituto Agronémico do Parana, 1977;
Arevalo e Rozanski, 1991), sendo considerada uma das principais invasoras da cultura
da soja no pais (Guedes e Wiles, 1976). A reducao na producdo de soja em fungdo da
competicao de E. heterophylla varia de acordo com a densidade da invasora por area e
da cultivar de soja, sendo estimadas perdas de 35% a 62% (Constantin ef al., 1997; Voll
et al., 2002). A principal ferramenta para o controle de E. heterophylla nos campos de
soja € o uso de herbicidas quimicos inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS). No
entanto, devido ao uso continuo ¢ efeito residual no solo, ja foram identificados bidtipos
de E. heterophylla resistentes a esses produtos, o que vem acarretando falhas no
controle dessa invasora, nos campos de producdo de soja (Gazziero et al, 1998;
Melhoranga e Pereira, 1999). Este contexto representa uma oportunidade para a
utilizagdo de estratégias alternativas para o controle de E. heterophylla, como o uso de

micoherbicidas (Charudattan, 2001).
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Ha cerca de vinte anos, iniciou-se no Brasil, o primeiro programa de controle
biologico de plantas daninhas visando o desenvolvimento de um micoherbicida, tendo
como alvo E. heterophylla. O fungo estudado como agente de biocontrole foi Bipolaris
euphorbiae (Hansford) Muchovej, inicialmente identificado como Helminthosporium
sp. Os primeiros resultados mostraram que, em condigdes de campo, o fungo causou
severa desfolha em plantas de E. heterophylla no estadio de florescimento, época néo
recomendada para o herbicida quimico acifluorfen sodico, e impediu que essas plantas
produzissem sementes (Yorinori, 1985). No entanto, uma das limitagdes encontradas foi
a existéncia de populacdes de E. heterophylla com graus variaveis de suscetibilidade a
B. euphorbiae, sendo uma destacada como resistente ao fungo (Yorinori ¢ Gazziero,
1989). A busca de isolados com elevada viruléncia para o controle de uma gama de
populacdes de E. heterophylla, que inclua as resistentes a B. euphorbiae ainda ¢é
necessaria para o desenvolvimento de um micoherbicida a partir deste fungo (Gazziero
e Yorinori, 1993).

A continuada importancia de E. heterophylla justifica a busca de novos agentes
de biocontrole, como revisto por Barreto e Evans (1998) que apontaram a existéncia de
outros fungos fitopatogénicos associados a E. heterophylla, em particular Sphaceloma
poinsettiae Jenkings & Reuhle e Alternaria euphorbiicola Simmons & Engelhard, com
aparente potencialidade para serem desenvolvidos como micoherbicidas. A verrugose,
causada por S. poinsettiae, ocasiona a morte de plantas em condi¢des no campo, mas
testes de casa de vegetacdo, feitos com 10 isolados do fungo, ndo resultaram em
controle da populacdo resistente a B. euphorbiae. A producdo de conidios de S.
poinsettiae foi inconsistente e seu uso como indculo causou danos minimos em
populacdes de E. heterophylla. O micélio deste fungo, apesar de ter sido usado com
sucesso como indculo, perdeu sua viabilidade rapidamente durante o armazenamento.

Alternaria euphorbiicola causa necrose de inflorescéncia, queima foliar e cancro
na haste das plantas em condi¢des naturais, mas seu potencial no controle das
populacdes de E. heterophylla ainda ndo havia sido avaliado. Yorinori (1985) afirma
que, em condi¢des de campo, A. euphorbiicola tem menor eficiéncia que B. euphorbiae
no controle da invasora, por requerer um periodo de molhamento maior para causar
infeccdo. No entanto, 0 mesmo autor relatou que, no estadio de plantula, uma unica
lesdo de A. euphorbiicola na haste pode matar a planta. O desenvolvimento de doengas
de plantas e conseqiiente dano ao hospedeiro sdo influenciados por varios fatores

relevantes no desenvolvimento de um micoherbicida, tais como: o periodo de
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molhamento minimo para ocorrer a infec¢do, a capacidade do fungo resistir ao atraso do
inicio de molhamento ¢ o estadio fenoldgico da planta na época da aplicagao.

Mais informagdes sdao necessarias sobre a interacdo A. euphorbiicola e
E. heterophylla visando avaliar de forma mais precisa o potencial deste fungo como
agente de controle biologico. Assim, o objetivo desse trabalho foi selecionar um isolado
de A. euphorbiicola com base na intensidade da doenca em populacdes de
E. heterophylla e verificar o efeito da concentracdo de indculo, da idade da planta, do
periodo de molhamento foliar e do atraso no inicio de molhamento foliar no
desenvolvimento da doenca e no controle de populagdes de E. heterophylla em

condi¢des controladas.

MATERIAL E METODOS

Obtencao dos isolados de Alternaria euphorbiicola:

Amostras de E. heterophylla com sintomas de ataque de Alfernaria foram
coletadas nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, no Brasil. O
material foi herborizado e incorporado a cole¢ao micoldgica do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa. A partir de lesdes na haste ou nas
folhas foram feitos isolamentos direto ou indireto em meio CVA (caldo de vegetais
agar, Pereira et al.,, 2003) para a obtencdo de culturas puras. Os isolados obtidos
(Tabela 1) foram conservados in vitro pelo método de preservagdo em silica-gel

(Dhingra e Sinclair, 1995).

Producio de in6culo:

A obtengdo de conidios de A. euphorbiicola para os experimentos foi feita
segundo metodologia de Walker (1980) com modificagcdes que consistiu das seguintes
etapas: 10 discos de micélio do fungo provenientes de uma cultura de sete dias cultivada
em placa de Petri contendo meio CVA foram transferidos assepticamente para
erlenmeyers contendo 100 mL de meio CV (meio CVA sem adi¢do de agar). Os

erlenmeyers foram colocados em agitador orbital a 30 rpm por sete dias. Apds esse
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Tabela 1: Origem dos isolados de Alfernaria euphorbiicola obtidos e utilizados na
sele¢do inicial.

Caodigo Origem
KLNO06 Vigosa-MG
KLNO09 Araruama-R]J
KLN14 Italva-RJ
KLN15 Niter6i-RJ
KLN17 Sao Miguel do Anta-MG
KLN18 Vigosa-Mg
KLN19 Vigosa-MG
KLN20 Vigosa-MG
RWB280 Nova Petropolis-RS

periodo, o micélio foi triturado dentro dos erlenmeyers, utilizando-se um
microtriturador/homogeneizador, e vertido em bandejas de aluminio de 20x28 cm
contendo 100 mL de meio CVA. As bandejas foram mantidas a 26°C em fotoperiodo de
12 horas sob conjunto de duas ldmpadas fluorescentes (40W) e duas ldmpadas negras
(40W). Apds dois dias, foi feita a coleta de esporos, adicionando-se 50 mL de agua
esterilizada sobre a superficie das bandejas e raspando-se estas com espatula de

borracha. A suspensdo obtida foi filtrada em gaze e utilizada nas inoculagdes.

Obtencio de sementes de diferentes populacoes de Euphorbia heterophylla:

As populacdes coletadas foram diferenciadas pelo seu local de origem ou por
uma caracteristica particular: resisténcia ao herbicida imazetaphyr (material cedido pelo
Laboratorio de Herbicida na Planta, Universidade Federal de Vigosa) ou a resisténcia a
B. euphorbiae (material doado por J. T. Yorinori, Embrapa Soja, proveniente de campos
experimentais do Parana). As sementes das populagdes (Tabela 2) foram coletadas e
armazenadas a 5°C. Em todos os experimentos foram utilizadas plantas com trés a

quatro pares de folhas definitivas com exce¢do do experimento de efeito da idade da
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Tabela 2: Origem das populagdes de Euphorbia heterophylla utilizados na avaliagao da
eficiéncia de Alternaria euphorbiicola.

Cadigo Origem
EKLN16 Niter6i-RJ
EKLN19 Vicosa-MG
EKLN23 Caroebe-RR
EKLN26 Goiania-GO
ERWB 247 Itabuna-BA
ERWB 274 Nova Laranjeira-PR
ERWB 280 Nova Petropolis-RS
ETSB Londrina-PR
ETRB Londrina-PR (resistente a B. euphorbiae)
ESH Vicosa-MG
ERH Vigosa-MG (resistente a imazethapyr)

planta no desenvolvimento da doenga. Na sele¢do inicial e no experimento final foram
utilizadas 10 e 12 populagdes, respectivamente. Nos demais experimentos, utilizaram-se
apenas as populagdes EKLN19 e ETRB, selecionadas como populagdes,
respectivamente, mais suscetivel e mais resistente aos fungos fitopatogénicos

associados ao leiteiro em estudos paralelos (Nechet ef al., 2002).

Condicoes gerais dos experimentos:
As plantas foram inoculadas por meio de atomizacdo, utilizando um

minipressurizador.

Selecio de isolado de A. euphorbiicola:
Plantas de 10 populagdes foram inoculadas com uma suspensdo de
1 x 10* conidios/mL + Tween 20 0,05% (polioxietileno monolauratico) + Break thru®

0,05% (copolimero poliéter-polimetil siloxano + poliéter) e mantidas por 24 horas em
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camara de nevoeiro a 25°C. Apods esse periodo, foram transferidas para casa de
vegetacdo (26+£2°C). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial de 10 isolados, nove populagdes e trés repeticdes, sendo cada repeti¢ao
representada por um vaso com duas plantas. Plantas pulverizadas com agua + Tween 20
(0,05%) + Break thru® (0,05%) constaram como controle. As avaliagdes de intensidade

da doenga foram feitas a cada cinco dias, durante 30 dias.

Efeito da concentracao de indculo:

As plantas foram inoculadas com as suspensdes de O, 103, 104, 105, 10° ¢
10" conidios/mL + 6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%) e levadas para cAmara de
nevoeiro a 25°C por 24 horas. Em seguida, foram transferidas para casa de vegetacao
(26£2°C). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial
de seis concentragdes, duas populagdes, cinco repeticdes, sendo cada repeticdo
representada por um vaso com uma planta. Plantas pulverizadas com agua + oleo

mineral (5%) + Break thru® (0,05%) constaram como controle.

Efeito da idade da planta:

Plantas em seis diferentes estadios de desenvolvimento foram inoculadas com
uma suspensdo de 2 x 10° conidios/mL + 6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%),
levadas para cdmara de nevoeiro a 25°C por 24 horas e depois transferidas para casa de
vegetacao (26+2°C). Os estadios utilizados foram: 1) estadio cotiledonar, 2) um a dois
pares de folhas, 3) trés a quatro pares de folhas, 4) inicio de brotacao floral, 5) Plantas
com flores, 6) Plantas com frutos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de seis estadios, duas populagdes, cinco repetigoes,
sendo cada repeti¢do representada por um vaso com uma planta. Plantas pulverizadas

com agua + 6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%) serviram como controle.

Efeito de periodos de molhamento foliar:
Plantas inoculadas com uma suspensdo de 2x10° conidios/mL + 6leo mineral
5%+ Break thru® (0,05%) foram colocadas em camara de nevoeiro a 25°C por 0, 6, 12,

24 e 48 horas. Apdés a inoculacdo as plantas sem molhamento foliar foram
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imediatamente transferidas para casa de vegetagdo (26+2°C). Plantas dos demais
periodos de molhamento foram retiradas da camara de nevoeiro apos cada periodo
estipulado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo
fatorial de seis tratamentos, duas populacdes e cinco repeticdes, sendo cada repeti¢ao
representada por um vaso com uma planta. Plantas pulverizadas com agua + oleo

mineral (5%) + Break thru® (0,05%) constaram como controle.

Efeito da interacio temperatura e periodo de molhamento na germinacio in vitro
de conidios:

Conidios de 4. euphorbiicola KLNO06, obtidos de culturas de 10 dias em meio
CVA foram pincelados a seco em laminas para microscopia ¢ colocadas em caixa de
gerbox forradas com papel de filtro. As caixas foram deixadas em céamaras de
crescimento ajustadas para temperaturas de 18, 22, 26 ¢ 30°C em periodos de 0, 6, 12 ¢
24 horas de molhamento. O molhamento foi simulado umedecendo-se o papel de filtro
e fechando-se a caixa. Apos cada periodo, as caixas foram abertas e deixadas dentro da
camara de crescimento. A avaliacdo foi feita 24 horas ap6s a montagem do experimento
contando-se o nimero de conidios germinados num total de 200 conidios/lamina. O
experimento foi casualizado em arranjo fatorial de quatro temperaturas, quatro periodos
de molhamento e quatro repeti¢des, sendo cada repeticdo representada por uma caixa

contendo duas laminas.

Efeito do atraso no periodo de molhamento foliar:

Grupos de cinco plantas foram inoculadas com wuma suspensdo de
2x10° conidios/mL+ 6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%) ¢ um grupo levado
imediatamente para camara de nevoeiro a 25°C e os demais grupos, 6, 12, 24 ¢ 48 horas
apos a inoculagdo. Plantas de todos os periodos de molhamento permaneceram por seis
horas na cdmara de nevoeiro. Em seguida foram transferidas para casa de vegetagdo
(26+2°C). Plantas pulverizadas com agua + 6leo mineral (5%) + Break thru® (0,05%)
constaram como controle. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial de cinco periodos de atraso de molhamento, duas populagdes, cinco

repeticdes, sendo cada repeticdo um vaso com uma planta.
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Efeito da utilizacdo de suspensio de 2x10° conidios/mL e seis horas de periodo de
molhamento no controle de 12 populacées de E. heterophylla:

Plantas de 12 populagdes no estadio de trés a quatro pares de folhas definitivas
foram inoculadas com uma suspensio de 2x10° conidios/mL + 6leo mineral 5% + Break
thru® (0,05%) e deixadas por periodos de 0 e 6 horas em cdmara de nevoeiro a 25°C.

Ap0s esse periodo, foram transferidas para casa de vegetagao (26+2°C).

Analise dos Dados:

Nos experimentos de selecdo de isolados, efeito da concentragdo de inoculo € no
experimento final avaliou-se a intensidade da doenga, com base na porcentagem de
folhas com sintomas ¢ no nimero de plantas mortas. A partir dos dados calculou-se a
area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) (Campbell ¢ Madden, 1990).
Nos demais experimentos avaliaram-se o numero de plantas mortas. Os dados foram

submetidos a analise de variancia usando o proc GLM do programa SAS versao 6.12.

RESULTADOS

Selecio de isolado de A. euphorbiicola

Dos 10 isolados testados apenas trés foram patogénicos as populacdes de leiteiro
testadas, os demais eram aparentemente formas saprofitas de Alternaria comumente
associadas a lesdes de B. euphorbiae. O isolado KLNO6 causou doenca em maior
intensidade o que resultou em maiores valores de AACPD em cinco populagdes,
inclusive na populagdo ERH, resistente ao herbicida imazethaphyr, enquanto nas outras
quatro populagdes ndo diferiu dos demais isolados (Figura 1). Os primeiros sintomas
foram observados aos cinco dias apds a inoculagdo e as primeiras plantas mortas foram
notadas aos sete dias nas populacdes EKLN19, ERWB247, ETSB, ERH ¢ ESH
inoculados com KLNO6. Esse isolado foi entio selecionado para utilizacdo nos

experimentos posteriores.
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Figura 1: Area abaixo da curva de progresso da doenga dos isolados KLN06, KLN09 e
KLN17 de Alternaria euphorbiicola calculada utilizando a intensidade da
doenga nas populagdes de E. heterophylla. Os demais isolados de
A. euphorbiicola testados ndo incitaram doenca nas populagdes de
E. heterophylla. Médias = trés repeti¢des; Barra = desvio padrao.

Efeito da concentracao de indculo

A utilizagdo da suspensio de 10° conidios/mL causou a morte de 80% das
plantas em ambas as populagdes. A utilizagdo de suspensdes de conidios com
concentragdes mais altas resultou na morte de todas as plantas (AACPD = 2600).
Embora os valores de AACPD dessa concentragdo nao tenham diferido
significativamente da concentragio de 10*conidios/mL, neste tratamento verificou-se
desvio padrdo alto (Figura 2), pois enquanto algumas plantas tiveram morte de parte
aérea, outras apresentaram apenas lesdes foliares. Posteriormente, verificou-se que com
a utilizagdo de uma suspensio de 2x10° conidios/mL o controle foi total e uniforme nas

duas populagdes.

Efeito da idade da planta
A morte de todas as plantas ocorreu independente do estidio e da populacao
(Figura 3). As plantas morreram cinco dias ap6s a inoculagdo e ndo foram observadas

rebrotas.
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Figura 2: Area abaixo da curva de progresso da doenca de Alternaria euphorbiicola
KLNO6 calculada utilizando a intensidade da doenga nas populagdes

EKLNI19 e ETRB de Euphorbia heterophylla. Médias = cinco repeti¢des;
Barra = desvio padrio.

Efeito de periodos de molhamento foliar

A exposicao das plantas ao periodo de molhamento foliar de seis horas apos a
inoculacdo causou a morte da parte aérea de todas as plantas nas duas populagdes, nao
havendo diferenca entre os periodos de 12 e 24 horas de molhamento (Figura 4). Em
EKLN19 esse mesmo resultado foi observado nas plantas ndo submetidas a um periodo
de molhamento foliar, porém com 40% de rebrota. Nessas condi¢des em ETRB as
plantas apresentaram sintomas tipicos, mas ndo chegaram a morrer. Nos outros periodos

de molhamento ndo houve rebrota das plantas doentes.

Efeito da interacdo temperatura e periodo de molhamento na germinacao in vitro
de conidios

Para a germinag@o dos conidios foi necessario um periodo minimo de 6 horas de

molhamento, independente da temperatura. A porcentagem de germinagdo a 18°C foi
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Figura 3: Plantas de Euphorbia heterophylla nos estadios de plantula (1), um a dois
pares de folhas (2), trés a quatro pares de folhas (3), inicio de brotagao floral
(4), plantas com flores (5) e plantas com frutos (6) mortas apos a inoculacdo
de 2x10° conidios de A. euphorbiicola/mL. A=Testemunhas; B=Plantas
inoculadas.
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Figura 4: Porcentagem de plantas mortas nas populagdes EKLN19 e ETRB de
Euphorbia heterophylla apos a inoculagdo da suspensdo de 2x10° conidios
de Alternaria euphorbiicola KLNO6/mL submetidas aos periodos de 0, 6,
12 e 24 horas de molhamento foliar. Médias = cinco repeticdes;
Barra = desvio padrao.

diretamente proporcional ao aumento do periodo de molhamento, mas esses valores
foram menores dos que os observados a 22, 26 e 30°C. O maior porcentual de
germinacdo a 22 e 26°C ocorreu nos periodos de 12 e 24 horas de molhamento. A 30°C,
a germinacdo nao diferiu entre os periodos de 6, 12 e 24 horas de molhamento

(Figura 5).

Efeito do atraso no periodo de molhamento foliar

O atraso do molhamento foliar ndo afetou a eficiéncia de controle do isolado nas
populacdes testadas e a parte aérea de todas as plantas inoculadas morreu apos cinco
dias em todos os tratamentos (Figura 6). Entretanto, houve rebrota de todas as plantas
da populagdo ETRB submetidas a 12, 24 ¢ 48 horas de atraso de molhamento e de 60%
para as plantas desta populagdo submetidas a 0 e 6 hs de atraso no periodo de
molhamento foliar (Figura 7). Quanto maior o periodo do atraso no inicio de

molhamento mais rapido foi a recuperacdo das plantas da populagio ETRB. A
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Figura 5: Efeito do bindmio temperaturas (18, 22, 26 ¢ 30°C) e periodos de molhamento
(0, 6, 12 ¢ 24 horas) na germinagdo de conidios de Alternaria euphorbiicola
KLNO6 in vitro. Médias = cinco repetigdes; Barra = desvio padrdao. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula dentro de cada temperatura e mintiscula
entre temperaturas ¢ periodo de molhamento ndo diferem significativamente
pelo teste Tukey a 5%.

Testemunha

Figura 6: Efeito de 0, 6, 12, 24 e 48 horas de atraso no inicio do periodo de seis horas de
molhamento foliar, na eficiéncia de controle da populagdo EKLNI19 de
E. heterophylla por A. euphorbiicola.
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Figura 7: Recuperacdo das plantas da populacdo ETRB de E. heterophylla submetidas
ao atraso de 12, 24 e 48 horas no inicio do periodo de seis horas de
molhamento, apos a inoculagdo de 2x10° conidios de A. euphorbiicola/mL.

recuperacao das plantas foi observada aos 10 dias para os tratamentos onde houve atraso
de molhamento foliar de 24 e 48 horas ¢ aos 15 dias, para os demais tratamentos. Nao

houve rebrota na populagdo EKLN19.

Efeito da utilizaciio de suspensio de 2x10° conidios/mL e 6 horas de periodo de
molhamento no controle de 12 populacoes de E. heterophylla

Os resultados obtidos com as populagdes EKLN19 ¢ ETRB nos experimentos
anteriores foram confirmados com as demais populagdes de leiteiro testadas. Como
observado anteriormente, a parte aérea de todas as plantas morreu cinco dias apds a
inocula¢do, quando submetidas a um periodo de 6 horas de molhamento foliar
(AACPD = 2600) (Figura 8). Apenas em ERWB 273, ERWB247 e ETRB foram
observadas rebrotas. As plantas ndo expostas a um periodo de molhamento apds a
inoculacdo apresentaram sintomas de cancro na haste e manchas nas folhas, mas ndo

morreram.
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Figura 8: Area abaixo da curva de progresso da doenca de Alternaria euphorbiicola
KLNO6 calculada utilizando a intensidade da doenga em 12 populagdes de
Euphorbia heterophylla submetidas a 0 e 6 horas de molhamento.
Meédias = cinco repeti¢cdes; Barra = desvio padrio.

DISCUSSAO

Nesse trabalho verificou-se que algumas condicdes ambientais afetam
significativamente A. euphorbiicola e o desenvolvimento da doenca que este fungo
provoca em populagdes de E. heterophylla, em condigdes controladas. O fungo foi
capaz, numa concentra¢io baixa (2x10° conidios/mL), de matar a parte aérea de todas as
plantas com um periodo apenas de 6 horas de molhamento. A variabilidade genética
existente dentro da espécie E. heterophylla (a0 menos na amostra testada) ndo interferiu
na eficiéncia de controle do fungo. E importante notar que a populagdo de leiteiro
resistente ao herbicida imazethaphyr e que vem causando falhas no controle dessa
invasora em campos de produgdo de soja foi controlada pelo fungo, assim como a
populagio ETRB, destacada em programas anteriores de controle bioldgico por ser
resistente a B. euphorbiae ¢ S. poinsettiae. Embora nas populagcdes ETRB, ERWB 273 ¢
ERWB247 tenham sido observadas rebrotas, estas, ndo seriam suficientes para tornar a
invasora novamente competitiva com a cultura. A capacidade de regeneracdo do leiteiro

foi observada por Mikusinski-Costa (1987) em estudos envolvendo o corte da planta em
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diferentes estadios. Em funcdo das rebrotas observadas nesse trabalho, ha evidéncias de
que as plantas também reagem a infec¢do por A. euphorbiicola do mesmo modo.

O periodo de incubacdo da doenga foi de trés dias, sendo observado inicio de
murcha nas plantas associado a manchas tipo anasarca nas folhas e hastes e, apds cinco
dias, a morte da parte aérea. O resultado final de todos os experimentos foi definido na
1° avaliag@o e as demais avaliagdes tiveram a finalidade de verificar a presenga ou néo
de rebrotas e o desenvolvimento destas. Muitas vezes as novas hastes formadas na
rebrota apresentaram sintomas de cancro, mas nao chegaram a morrer. Nos
experimentos em que se utilizaram apenas duas populacdes, observou-se, apds 30 dias,
a incidéncia da doenga nas testemunhas de EKLN19, mantidas na mesma bancada
enquanto em ETRB isso ndo ocorria. Isso pode indicar que, em condigdes naturais, o
fungo se dissemina localmente, mas sé infecta populagcdes mais suscetiveis. Estudos
sobre a disseminacdo e sobrevivéncia do fungo sdo apresentados em separado.

Outra observagdo importante foi a eficiéncia do fungo no controle do leiteiro no
estadio de trés a quatro pares de folhas. Os herbicidas mais utilizados no controle da
invasora, como imazethaphyr e fomesafen, ja ndo sdo recomendados para plantas nesse
estadio. Além disso, o fungo foi capaz de matar as plantas independente do seu estadio
quando submetidas a 24 horas de molhamento. Stewart-Wade et al. (1998) relatam que
Alternaria crassa (Sacc.) Rands requer um periodo de molhamento minimo de 18 ¢ 6
horas para matar as plantas de Datura stramonium L. nos estadios de trés a quatro pares
de folhas e cotiledonar, respectivamente. Em fung@o disso, plantas de E. heterophylla
nos estadios 4, 5 e 6, de inicio de brotacdo floral a maturacdo, submetidas a periodos
menores de molhamento, podem apresentar controle inferior ao obtido com a exposi¢do
das plantas nesses estadios a 24 horas de molhamento ap6s a inoculagdo do fungo.

A capacidade de matar a parte aérea das plantas independentemente do seu
estadio, utilizando-se a mesma concentragdo de inoculo, diferencia 4. euphorbiicola das
demais espécies de Alternaria ja estudadas como micoherbicidas. A limitacdo da
suscetibilidade da planta alvo a apenas alguns de seus estadios pode limitar o potencial
de um micoherbicida, como observado para Alternaria cirsinoxia Simmons &
Mortensen. Este fungo é patogénico apenas a folhas velhas ou senescentes de Cirsium
arvense (L.) Scop. (Green e Bailey, 2000a). Masangkay et al. (1999) relatam que todos
os estadios de Sphenoclea zeylanica Gaertn. (1 a 5) sdo suscetiveis a Alternaria
alternata (Fr.) Keissler f.sp. sphenocleae, mas essa suscetibilidade diminui com o

aumento da idade da planta, sendo necessaria uma concentracdo maior
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(1x10° conidios/mL) para se obter 100% de mortalidade nos estadios de 2 a 5. O
micoherbicida CASST a base de Alternaria cassiae Jurair & Khan ¢ indicado no
controle de Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby em estddios de plantulas ao
1° par de folhas, havendo a exigéncia de um minimo 8 horas de molhamento entre 20 e
30°C (Walker e Riley, 1982).

O molhamento ¢ essencial para a germinacdo dos conidios de A. euphorbiicola
independente da temperatura, assim como para outras espécies de Alternaria. Conidios
de A. cirsinoxia germinam entre 91 e 100% de umidade relativa independente da
temperatura (faixa de 10-30°C) apoés 24 horas (Green e Bailey, 2000b). O efeito
limitante do periodo de molhamento na germinagdo de A. euphorbiicola foi observado
apenas na temperatura mais baixa (18°C). A 18°C, um periodo de 24 horas de
molhamento foi necessario para que se obtivesse a maxima germinacdo dos conidios,
enquanto que a 30°C esse periodo foi de apenas seis horas. Em casa de vegetacao,
Walker (1981) verificou que Alternaria macrospora Zimm., com 18 horas de
molhamento, matou 32 e 92% das plantas de Anoda cristata (L.) Schltdl.,, nas
temperaturas de 15 e 25°C, respectivamente. Esse resultado tem sido verificado com
outros fungos como, por exemplo, Curvularia intermediaria Boedjin para o qual o
aumento da temperatura ambiente de 15 para 25°C resulta no aumento em até 50% da
porcentagem das plantulas alvo (Digitaria sanguinalis [L.] Scop.) mortas sob um
mesmo periodo de molhamento (12 horas) (Tilley e Walker, 2002). Isso pode ser
explicado pela teoria da compensacdo (Rotem, 1994) onde um fator favoravel (periodo
de molhamento) compensa o fator menos favoravel (temperatura baixa).

Para algumas espécies de Alternaria, tem se observado que a temperatura 6tima
para infec¢do € similar ao 6timo para germinacdo (Rotem, 1994). Isso ainda nao foi
estudado para A. euphorbiicola, mas caso se confirme, haverd uma coincidéncia
favoravel da época em que o leiteiro é problema no Brasil (10embro a Fevereiro),
quando as temperaturas variam de 20 a 30 °C (centro-oeste), 18 a 30°C (sudeste) e 17 a
29°C (sul) (Inmet, 1992) com o periodo de temperaturas favoraveis para o processo de
infeccdo do fungo. Entretanto, o periodo minimo de molhamento necessario para o
desenvolvimento da doenga pode ndo ocorrer de forma continua nessa época. A
capacidade dos conidios de 4. euphorbiicola permanecerem viaveis por um periodo
seco de até 48 horas antes de um periodo de molhamento sugere perspectivas favoraveis
para a eficiéncia do fungo em condigdes naturais. A parte aérea das plantas de

E. heterophylla morreu independente do periodo de atraso de molhamento testado.
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Lawrie et al. (2000) mostraram que a reducdo do crescimento de Amaranthus
retroflexus L. apés a inoculacdo com Alternaria alternata (Fr.) Keissler foi maior
quando as plantas foram submetidas a um periodo seco de sete horas antes do
molhamento do que as plantas imediatamente submetidas ao molhamento.
Provavelmente, isto ocorreu em conseqiiéncia de um aumento da adesdo dos conidios a
folha. Entretanto, o efeito de periodos intermitentes de molhamento deve ser avaliado,
uma vez que a duracdo do periodo seco pode influenciar negativamente no
desenvolvimento da doenga, como observado em outros patossistemas. Hong e Fitt
(1995) relatam que a severidade de Alternaria brassicae (Berk.) Sacc. diminuiu com o
aumento do periodo seco (trés a oito horas).

Alternaria euphorbiicola aparentemente nao precisou de um periodo de
exposi¢do ao molhamento para matar a parte aérea das plantas da populacio EKLLN19.
Entretanto, em um segundo experimento, isso nao se repetiu (Figura 8). Também ndo se
observou mortalidade nas demais populacdes testadas. Essa variagdo observada em
EKLN19 pode ser devida ao manejo de irrigagdo ou a condi¢des ambientais de umidade
relativa potencialmente elevada na casa de vegetagao que teria permitido a germinagio e
infeccdo do fungo. Mabbayad e Watson (1995) observaram que Alternaria sp. nio
precisou de molhamento para matar plantas de S. zeylanica. No entanto, estudos
posteriores feitos com esse patossistema ndo confirmaram estas primeiras observagoes.
A germinagdo de conidios e conseqilientemente a infec¢do, ocorrem na auséncia de
molhamento quando se utiliza formulagdes apropriadas como por exemplo uma
emulsdo ou emulsdo invertida (dgua em 6leo) (Auld, 1993; Yang et al., 1993; Shabana,
1996). O desenvolvimento de formulagdes apropriadas para reduzir essa dependéncia do
molhamento é um dos principais desafios na area de micoherbicidas (Boyette et al.,
1996).

Os resultados aqui apresentados abrem novas perspectivas de se retomar o
programa pioneiro de controle biologico de E. heterophylla no Brasil, uma vez que os
fungos estudados até o momento como potenciais micoherbicidas, B. euphorbiae e
S. poinsettiae, apresentaram limitagdes significantes. No momento, parece improvavel
que B. euphorbiae ¢ S. poinsettiae possam ter um bom desempenho como
micoherbicidas. Os resultados obtidos mostraram que A. euphorbiicola pode ser
desenvolvido como micoherbicida para o controle de E. heterophylla, principalmente

por ser capaz de atuar em estadios e populacdes em que os herbicidas ndo sdo eficientes.
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ESPECIFICIDADE, SOBREVIVENCIA E TRANSMISSAO DE
Alternaria euphorbiicola, POTENCIAL AGENTE DE CONTROLE BIOLOGICO
DO LEITEIRO (Euphorbia heterophylla)

RESUMO

O fungo Alternaria euphorbiicola é um potencial micoherbicida capaz de causar
mortalidade da parte aérea de populagdes de Euphorbia heterophylla. Sua
especificidade, sobrevivéncia e transmissdo foram avaliadas em condi¢des controladas.
O fungo foi restrito as euforbidceas Chamaesyce hirta, C. hyssopifolia, E. heterophylla,
E. cotinifolia, E. milii, E. pulcherrima e E. tirucali. A severidade da doenca variou de
acordo com a espécie, mas a morte do hospedeiro foi verificada apenas em populagdes
de E. heterophylla. A. euphorbiicola causou desfolha total em C. hirta e pode ser
também explorada para o controle dessa invasora. O fungo sobreviveu em hastes de
leiteiro colonizadas localizadas na superficie do solo imido e seco e, quando enterradas,
apenas em solo seco durante os dois meses de avaliacdo. As hastes colonizadas
mantidas na superficie do solo umido serviram como fonte de indculo do patdégeno para
as plantulas de E. heterophylla emergentes. O hipocétilo dessas plantulas apresentou
sintoma tipico de cancro de Alternaria, 25 dias apds a emergéncia. No entanto, a
transmissdo e infec¢do natural ndo foram suficientes para o controle das populagdes de
E. heterophylla. A aplica¢do de uma suspensdo de 2x10° conidios/mL foi necesséria
para o controle uniforme de todas as populagdes. A aplicagdo de uma suspensdo de
conidios numa concentragio mais baixa (2x10* conidios/mL) ndo controlou a maioria
das plantas previamente infectadas (emergéncia proximo a uma fonte de indculo) ¢ a
intensidade da doenca verificada nessas plantas ndo diferiu da observada em plantas

sadias.

ABSTRACT

The fungus Alternaria euphorbiicola is a potential mycoherbicide capable of

causing shoot mortality of Fuphorbia heterophylla. Its host specificity, survival, and
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transmission were evaluated under controlled conditions. The fungus was restricted to
the euphorbiaceous species: Chamaesyce hirta, C. hyssopifolia, E. heterophylla,
E. cotinifolia, E. milii, E. pulcherrima and E. tirucali. The disease severity varied on
different species, but mortality occurred only in the populations of E. heterophylla.
A. euphorbiicola caused total defoliation in C. hirta and can be explored for the control
of this weed also. The fungus survived at least for two months in the previously
colonized milkweed stems left over the dry or wet soil surface or buried in dried soil.
The colonized stems kept on the wet soil surface served as the inoculum source for the
emerging seedlings of E. heterophylla. The hypocotyls of these seedlings showed
typical canker symptoms 25 days after emergence. However, the natural transmission
and infection was not sufficient to control the E. heterophylla populations. The
application of a 2x10°/mL conidial suspension of was essential for uniform control of
all the populations. The use of lower concentrations of (2x10*/mL) conidial inoculum
did not control most of the previously infected plants (emergence near the inoculum
source) and the disease intensity on these plants did not differ from that on the control

plants.

INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla L. ¢ uma euforbidcea popularmente conhecida como
leiteiro, leiteira ou amendoim-bravo e sua importancia agricola deve-se a sua freqiiente
presenca como invasora de culturas economicamente importantes, entre elas milho,
cana-de-agucar, feijdo, sendo considerada uma das principais invasoras da cultura da
soja no Brasil (Kissmann e Groth, 1993). A competicdo de E. heterophylla apos a
emergéncia da cultura resulta em estimativas de até 35 % de redugdo na produgdo da
soja (Voll et al, 2002), considerada o principal produto agricola de exportagdes
brasileiras (Timossi, 2002). Além da elevada agressividade e competitividade da
invasora, seu controle tem sido dificultado pela selecdo de populagdes da planta
resistente aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), o principal
grupo de herbicidas aplicados na cultura da soja (Gazziero et al., 1997; Melhoranga e

Pereira, 1999). Neste contexto, o uso de agentes de controle biologico, isoladamente ou
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em mistura com os produtos quimicos, pode representar mais uma estratégia no manejo
dessa invasora no campo.

A ocorréncia do fungo Alternaria euphorbiicola Simmons & Engelhart, agente
causal do cancro em E. heterophylla foi descrita pela primeira vez no Brasil por Barreto
e Evans (1998) e a incidéncia e severidade dessa doenga no campo despertaram o
interesse em se estudar o potencial desse fungo como um micoherbicida. Anteriormente
a esse relato, Yorinori (1985) ja havia demonstrado que no campo uma unica lesdo de
Alternaria sp. na haste era capaz de causar a morte de plantulas de leiteiro. Mais
recentemente, demonstrou-se que em condi¢des controladas com seis horas de
molhamento a 26°C, diferentes populagdes da planta, inclusive uma representando as
resistentes ao herbicida inibidor da ALS (imazethaphyr) foram controladas
eficientemente por A. euphorbiicola e at¢ mesmo em estadio (trés a quatro pares de
folhas) em que os herbicidas quimicos ja ndo sdo recomendados.

Micoherbicida ¢ definido como um fungo fitopatogénico usado para o controle
de invasoras através da aplicacdo massal e repetida de seu indculo (Charudattan e
Dinoor, 2000), da mesma forma que um herbicida quimico. Mas, enquanto os
herbicidas quimicos podem deixar residuos no solo, provocando problemas ambientais e
efeito toxico para as culturas sucessivas, sofrer derivas durante a aplicacdo, afetando
plantas em éareas proximas, em alguns casos prejudicar organismos nao alvos e mesmo a
satde humana, os micoherbicidas, em geral, sdo considerados seguros. O conceito geral
de micoherbicidas como substitutos dos herbicidas quimicos leva a atribuicdo de
importancia ao estabelecimento de um alto nivel de infec¢cdo primaria e uma negligéncia
geral para os ciclos secundarios da doenga e seu efeito no controle de invasoras (Yang e
TeBeest, 1993). Isso se deve ao fato de que o controle de invasoras, para ser efetivo,
deve produzir efeito na época de maior interferéncia, nas primeiras trés a quatro
semanas de crescimento da cultura e, portanto a infec¢do primaria seria decisiva para o
sucesso do agente de controle biologico (Masangkay et al., 1999). Por outro lado, a
capacidade do fungo sobreviver no campo e se disseminar, produzindo ciclos
secundarios da doenca, pode ter grande importancia e ser explorada num programa de
manejo sustentavel da invasora. Plantas ja infectadas poderiam ser controladas
eficientemente pela aplicagdo complementar do micoherbicida em concentragdes mais
baixas a cada estagdo. Isto poderia resultar em uma diminui¢do de custo a longo prazo
para o produtor, tornando o produto mais atraente para uso no controle da planta

invasora, no caso o leiteiro. Além desse aspecto, em programas visando o
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desenvolvimento de um micoherbicida, assim como nos programas de controle
biologico classico (Weidmann, 1991), ¢ fundamental que se determine a especificidade
do fungo a ser usado, de modo a se avaliar o risco para culturas, que podem ser
suscetiveis, e verificar se outras invasoras podem ser controladas pelo mesmo agente de
biocontrole.

Neste trabalho foram investigados a gama de hospedeiros de A. euphorbiicola; a
capacidade de sobrevivéncia e transmissdo dos conidios do fungo em diferentes
condi¢oes de umidade ao longo do tempo e o efeito da aplicagdo de suspensdo de
conidios do micoherbicida em uma concentragdo mais baixa no controle de plantas de

leiteiro ja infectadas durante ciclo secundario da doenca.

MATERIAL E METODOS

1. Producio de inéculo:

Os esporos de A. euphorbiicola KLNO6 foram obtidos segundo metodologia de
Walker (1980) com modificagdes. Dez discos de micélio do fungo cultivados em placas
de Petri contendo meio CVA (caldo de vegetais agar, Pereira et al., 2003) foram
semeados assepticamente em erlenmeyers contendo 100 mL de meio CV (meio CVA
sem adicdo de agar) e colocados em agitador orbital a 30 rpm por sete dias a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, o micélio foi triturado dentro dos
erlenmeyers, utilizando-se um microtriturador/homogeneizador, e vertido em bandejas
de aluminio de 20x28 cm contendo 100 mL de meio CVA. Em seguida, as bandejas
foram mantidas a 26°C em fotoperiodo de 12 horas sob um conjunto de duas lampadas
fluorescentes (40 W) e duas lampadas negras (40 W). Apds dois dias, foi feita a coleta
de esporos vertendo-se 50 mL de dgua destilada e esterilizada sobre a superficie das
bandejas e raspando-se estas com espatula de borracha. A suspensdo obtida foi filtrada

através de gaze e ajustada para a concentragdo a ser utilizada.

2. Avaliacao da especificidade:
Para verificar a gama de hospedeiros de A. euphorbicola KLN06, as plantas

foram escolhidas segundo a seqiiéncia colocada no método centrifugo-filogenético
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(Wapshere, 1974). Foram incluidas espécies pertencentes a Subclasse Rosidae, com
concentragdo no género Euphorbiae e na familia Euphorbiaceae e, adicionalmente,
incluiram-se espécies economicamente importantes, plantas hospedeiras de fungos do
género Alternaria e oito cultivares de soja, considerando-se a possivel exposi¢do futura
desta cultura a um micoherbicida produzido a base de A. euphorbiicola (Tabela 1). Para
confirmag@o da viruléncia do inoculo utilizado foram incluidas também representantes
de duas populagdes de E. heterophylla. A idade das plantas testadas variou de acordo
com a espécie, mas todas apresentavam folhas em todos os estadios de
desenvolvimento. As plantas foram inoculadas com uma suspensdo de
2x10° conidios/mL + 6leo mineral (5%) + Break thru® 0,05% (copolimero poliéter-
polimetil siloxano + poliéter) at¢ o ponto de escorrimento, levadas para cadmara de
nevoeiro a 25°C por 24 horas e, em seguida, transferidas para casa de vegetacdo
(2612°C). Foram utilizadas trés repeti¢des, sendo cada repeti¢do representada por um
vaso com uma planta. Plantas inoculadas com 4gua + 6leo mineral (5%) + Break thru®
(0,05%) constaram como controle. As avaliacdes foram feitas a cada cinco dias, durante
30 dias, verificando a presenca ou ndo de sintomas nas folhas, ramos e inflorescéncias.
O reisolamento do patdégeno foi feito sempre que alguma planta apresentava aparente

sintoma de colonizagdo pelo fungo.

3. Sobrevivéncia:

As hastes de leiteiro infectadas foram obtidas de plantas mortas em funcdo da
aplicagdo anterior de uma suspensio de 2x10° conidios de 4. euphorbiicola/mL. Hastes
de leiteiro obtidas de plantas sadias serviram como controle. Dez hastes foram cortadas
em um mesmo tamanho (8 cm) e colocadas sobre a superficie ou enterradas a 2,0 cm da
superficie de vasos de 1,0 L, contendo uma mistura de quatro partes de terra, duas de
esterco e uma de areia. A mistura foi esterilizada com brometo de metila. Em cada
situagdo foi simulado um ambiente imido (regado diariamente) e um ambiente seco
(ndo regado).

Para verificar a porcentagem de germinagdo dos conidios antes da montagem do
experimento, 50 hastes colonizadas foram colocadas em um Becker contendo agua
destilada e esterilizada e agitadas para obtencdo de uma suspensdo de esporos de
A. euphorbiicola. Uma aliquota de 500 pl dessa suspensdo foi depositada no centro de

uma placa de Petri contendo agar-agua, espalhada com auxilio da alga de Drigalski, e
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colocadas em incubadoras a 25°C por seis horas em fotoperiodo de 12 horas sob um
conjunto de duas lampadas fluorescentes (40 W) e duas lampadas negras (40 W). A
avaliacdo dos esporos germinados foi feita contando-se os primeiros 200 conidios em
cada placa. Os esporos foram considerados germinados quando o comprimento do tubo
germinativo era igual ou maior que o comprimento do conidio. A sobrevivéncia do
fungo foi avaliada ap6s um e dois meses. Trés hastes de cada tratamento foram
coletadas, lavadas em 4gua corrente, colocadas por dois minutos em solucdo de
hipoclorito de célcio (2%) e em seguida em agua destilada esterilizada. A seguir, as
hastes foram colocadas em camara imida por 24 e 48 horas para verificacao da presenga
ou ndo de conidios de A. euphorbiicola. Em caso de presenga, os conidios foram
raspados da superficie da haste, com auxilio de um bisturi, ¢ colocados em uma gota de
agua destilada esterilizada no centro de placas de Petri contendo agar-agua. A suspensao
foi espalhada com alga de Drigalski e as placas mantidas a 26°C por seis horas para
verificar a viabilidade dos conidios. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial de dois tratamentos (hastes sadias e colonizadas), duas
localizagdes das hastes (superficie ou enterrada), dois ambientes (solo umido e seco) e

cinco repetigdes, sendo cada repeticdo considerada como um vaso.

4. Transmissio:

O estudo envolvendo a avaliagdo da transmissdo do fungo para as plantas
emergentes foi conduzido nas mesmas condi¢cdes descritas no item 3, com as duas
localizagdes de hastes previamente infectadas (superficie do solo ou enterradas a
2,0 cm), mas apenas em condi¢cdes de umidade. Ap6és a montagem, duas sementes de
leiteiro e uma de soja da cultivar UFV 2001 foram semeadas por vaso e a incidéncia da
doenca nas plantas foi avaliada ap6s um més. As sementes de leiteiro foram obtidas da
mistura de 20 diferentes populagdes coletadas em localidades dos estados da Babhia,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e

Roraima, no Brasil.
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5. Efeito da aplicacdo de uma suspensido de conidios do micoherbicida numa
concentracdo mais baixa no controle de plantas de leiteiro infectadas em ciclo
secundario da doenca:

Um grupo de plantas de leiteiro infectadas a partir de indculo proveniente de

haste de leiteiro previamente colonizadas, obtidas segundo a metodologia descrita no
item 4, e um grupo de plantas sadias foram pulverizados com uma suspensdo de
2x10* conidios/mL + 6leo mineral 3% + Break Thru® 0,05% e colocadas em cAmara de
nevoeiro a 25°C por seis horas. Em seguida, foram transferidas para casa de vegetacdo
(26£2°C). Um grupo de plantas infectadas e um de plantas sadias foram pulverizados
com agua 6leo mineral 3% + Break trhu® 0,05% servindo como controle. A intensidade
da doenga foi avaliada a cada cinco dias, durante 30 dias, e comparada com a
intensidade da doenca em plantas sadias inoculadas com a suspensdo de
2x10° conidios/mL. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
cinco tratamentos e cinco repeti¢cdes, sendo cada repeticdo representada por um vaso

com duas plantas de leiteiro no estadio de trés a quatro pares de folhas.

6. Analise dos dados:
A partir dos dados de intensidade da doenga foi calculada a AACPD (area
abaixo da curva de progresso da doenca, Campbell ¢ Madden, 1990). Os dados foram

submetidos a analise de variancia usando o proc GLM do programa SAS versao 6.12.

RESULTADOS

Avaliacao de especificidade:

Alternaria euphorbiicola foi patogénico a maioria das espécies dos géneros
Euphorbia e Chamaesyce (Euphorbiaceae), mas a morte da parte aérea das plantas em
funcdo da aplicagdo do fungo ocorreu apenas nas populacdes de E. heterophylla, dois

dias apo6s a inoculagdo (Tabela 1).
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Tabela 1: Teste de especificidade de Alternaria euphorbiicola™

Subclasse Rosidae

Ordem

Familia

Nome Cientifico

Resultado®

Apiales
Euphorbiales

Fabales

Geraniales
Myrtales

Proteales

Apiaceae

b
Daucus carota L.

Euphorbiaceae Acalypha godseffiana Masters

Fabaceae

Tropaeolaceae
Myrtaceae

Proteaceae

Acalypha reptans Sw.

Acalypha wilkesiana M. Arg.
Codiaeum variegatum Blume
Chamaesyce hirta (L.) Millsp.
Chamaesyce hyssopifolia (L.) Small
Euphorbia cotinifolia L.

Euphorbia heterophylla

populacdo KLN19

populacdo TRB

Euphorbia milii des Moulins

Euphorbia pulcherrima Wild. ex Klot.

Euphorbia tirucali L.

Hevea brasiliensis Wild. ex Adr. de
Juss.) Muell. & Arg.

Jatropha podagrica Hook
Manihot esculenta Crantz
Pedilanthus tithymaloides Poit.
Phyllantus corcovadensis Roxb.

Ricinus communis L.

Glycine max (L.) Merr.®
cv. UFV 19
cv. UFV 16
cv. UFV 16 Precoce
cv. UFV 2001
cv. UFV 2006
cv. UFV 2007
cv. UFV 2008
cv. UFV 2009
Phaseolus vulgaris L.*
Tropaeolum majus L.
Eugenia uniflora L.
Grevillea banksii R. Br.

0

N U N N W — N o oo o

S O O o o =
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Tabela 1, Cont.

Subclasse Rosidae

Ordem Familia Nome Cientifico Resultado®
Rhamnales Vitaceae Vitis sp. 0
Rosales Rosaceae Rosa sinensis Jacq. 0
Sapindales Anacardiaceae Mangifera indica L. 0

Rutaceae Citrus reticulata Blanco 0

Espécies salvaguardas economicamente importantes

Sub Classe Asteridae

Asterales Asteraceae Helianthus annuus L. 0

Solanales Solanaceae Lycopersicon esculentum Mill.” 0
Solanum tuberosum L.° 0

Sub Classe Dilleniidae

Capparales Brassicaceae  Brassica oleraceae var. acephala ° 0

Malvales Malvaceae Gossypium sp.bc 0

Sub Classe Liliidae

Liliales Alliaceae Allium cepa L® 0

Sub Classe Commelinidae

Cyperales Poaceae Saccharum sp.° 0
Zea mays L. 0

%(0) auséncia de sintomas; (1) pinta preta nas folhas; (2) desfolha da planta; (3) desfolha
da planta com rebrota e (4) morte da parte aérea da planta.

PEspécies hospedeiras do género Alternaria.

‘Espécies economicamente importantes que sofrem competicdo de Euphorbia
heterophylla.

*Isolado utilizado KLNO6.

A severidade da doencga variou de acordo com a espécie. Os sintomas iniciais
nas espécies de Chamaesyce e de Euphorbia foram observados cinco dias apds a
inoculag@o. A severidade mais alta, observada abaixo da obtida para o E. heterophylia,
foi para C. hirta e E. pulcherrima que apresentaram desfolha completa. Em C. hirta,
antes da queda das folhas, foram observadas manchas circulares purpuras nas folhas e

irregulares no peciolo. Na espécie E. pulcherrima houve manchas circulares escuras nas
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folhas que antes da queda ficavam amareladas e encarquilhadas. No peciolo foram
observadas manchas escuras. A desfolha foi observada também em E. cotinifolia, mas
ap6s 15 dias observaram-se folhas sadias nessas plantas. As demais plantas afetadas,
E. tirucali, E. milii e C. hyssopifolia, apresentaram sintomas de pinta preta nas folhas,
mas isto ndo afetou o crescimento dessas plantas, pois novas folhas sadias foram
surgindo ao longo do tempo de avaliagdo. Em folhas de plantas que ndo apresentaram
sintomas foi constatada, em observacdo sob microscopio estereoscopio, a presenca de
conidios de A. euphorbiicola e a partir dessas areas foi feito isolamento indireto. Como
ndo se obtiveram coldnias do patéogeno foi confirmada a ndo colonizagdo do tecido
foliar pelo fungo. Para as plantas sintomaticas, citadas anteriormente, foi feito o
reisolamento do fungo a partir das lesdes de folhas e hastes e confirmada a presenga de

A. euphorbiicola.

Sobrevivéncia

Alternaria euphorbiicola foi capaz de sobreviver nas hastes de leiteiro em ambas
condi¢des de umidade testadas durante os dois meses de avaliagdo (Tabela 2). Apenas
quando as hastes colonizadas foram enterradas e umedecidas diariamente ndo se
observou a sobrevivéncia do fungo. Nessa situagdo, o material ja apresentava adiantada
deterioragdo e outras espécies fungicas, entre elas Aspergillus sp. e Cladosporium,
haviam crescido sobre as hastes. Uma diferenca relevante observada entre a
sobrevivéncia em ambiente imido e seco foi o periodo de camara umida necessario para
a formacao dos conidios de A. euphorbiicola nas hastes. Em 24 horas, os conidios foram
verificados nas hastes provenientes de ambiente imido, enquanto nas de ambiente seco,
somente apos 48 horas de camara umida. A viabilidade dos conidios, verificada pela
porcentagem de germinacdo, foi acima de 80% no primeiro més e de 70% no segundo

més (Tabela 2).

Transmissio
Sintomas tipicos de cancro de Alternaria em plantas de leiteiro com 25 dias de

emergéncia foram observados apenas no tratamento onde as hastes colonizadas com

A. euphorbiicola estavam localizadas na superficie do vaso e que foram umedecidas
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Tabela 2: Sobrevivéncia e viabilidade de conidios de A. euphorbiicola em hastes de
E. heterophylla, apds 1 e 2 meses, em diferentes localizagdes e condi¢des de
umidade do solo.

Ambiente Localizacao Sobrevivéncia® Germinaciio de conidios”
1 més 2 meses 1 més 2 meses
Umido Superficie + + 90,4a 84,6b
Enterrado + - - -
Seco Superficie + + 97,4a 86,8b
Enterrado + + 88.8a 75,2b
*+ = esporulagdo de A. euphorbiicola em todas as repeticdes € - = auséncia de

A. euphorbiicola
®Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente pelo
teste Tukey a 5% entre os meses avaliados.

diariamente (Figura 1). Plantas nas quais se aplicaram os demais tratamentos e as
testemunhas ndo apresentaram sintomas da doenca. A incidéncia da doenca foi de
100%, mas ndo causou a morte das plantas, que continuaram a apresentar crescimento

aparentemente normal. Nao foi observado sintoma da doenga na cultivar de soja testada.

Efeito da aplicacio de uma suspensio de conidios do micoherbicida numa
concentracdo mais baixa no controle de plantas de leiteiro infectadas em ciclo
secundario da doenca

Nao houve diferenca significativa da intensidade da doenga durante o periodo de
avaliacdo entre as plantas infectadas e as sadias inoculadas com a suspensdo de
2x10* conidios de A. euphorbiicola/mL (Figura 2).

A morte da parte aérea foi observada tanto em plantas sadias como nas
previamente infectadas inoculadas com suspensio de 2x10* conidios/mL. Entretanto,
plantas previamente infectadas morreram apds dez dias, enquanto as sadias somente
20 dias ap6s a inoculacdo. A parte aérea de todas as plantas inoculadas com a suspensao
de 2x10° conidios/mL morreu cinco dias apés a inoculagio (Figura 3). As plantas

infectadas pulverizadas com agua ndo apresentaram diferenca de crescimento e estadio
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Figura 1: Sintoma do cancro de Alternaria em hipocotilo de E. heterophylla como
resultado da trasnmissdo a partir de hastes de leiteiro colonizadas localizadas
na superficie do vaso em solo imido.
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Figura 2: Area abaixo da curva de progresso da doenga calculada utilizando a

intensidade da doenca em plantas sadias de E. heterophylla inoculadas com
suspensdes de 2x10° ¢ 2x10* e plantas previamente infectadas inoculadas
com 2x10* conidios de A. euphorbiicola/mL. Médias = cinco repeti¢des;
Barra = desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey a 5%.
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.
2x10°

conidios/mL

Figura 3: Intensidade da doenga observada em plantas de E. heterophylla, 30 dias apds a
inoculagdo das suspensdes de conidios (2x10* e 2x10° conidios/mL) em
plantas sadias (S) e previamente infectadas (I).

fenologico em relagdo a testemunha (plantas sadias e pulverizadas com agua),
confirmando assim, que apenas a presenca de sintoma da doenga resultante da
transmissdo da doenga a partir de uma fonte de indculo ndo teve efeito sobre o

desenvolvimento de E. heterophylla (Figura 3).

DISCUSSAO

Algumas espécies pertencentes aos géneros Chamaesyce e Euphorbia foram
suscetiveis a 4. euphorbiicola. A infeccdo natural dessas euforbiaceas pelo fungo nunca
foi registrada na literatura e talvez nio ocorra ou seja rara em condigdes naturais. A
especificidade de um fungo é comumente considerada como um ponto favoravel para
um candidato ao desenvolvimento de um micoherbicida, por indicar um risco baixo para

plantas ndo alvos. No entanto, essa caracteristica pode representar grande desvantagem
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quando se compara o alcance de um micoherbicida com o espectro de acdo dos
herbicidas quimicos, capazes de controlar véarias espécies de invasoras ao mesmo
tempo. Atualmente, tem sido visto como favoravel a perspectiva de se usar um
micoherbicida em diversas culturas € com menos especificidade, possibilitando o
controle de varias invasoras. O interesse comercial dessa tecnologia pode ser aumentado
desta forma (Charudattan e Dinoor, 2000). Portanto, a capacidade de 4. euphorbiicola
ser patogénico a C. hirta e C. hyssopifolia, poderia aumentar a viabilidade comercial
desse fungo como micoherbicida criando-se um mercado maior para o produto, uma vez
que essas invasoras também tém importancia na agricultura (Lorenzi, 2000). Precaugdes
devem ser tomadas para se evitar a infeccdo de plantas ornamentais tais como
E. pulcherrima, E. milli e E. tirucali. Estas, no entanto, ndo s3o normalmente
encontradas préoximas a plantagdes onde o micoherbicida seria utilizado. A
inespecificidade observada em A. euphorbiicola dentro da familia Euphorbiaceae ¢
também conhecida para outras espécies de Alternaria e espécies pertencentes a géneros
proximos, estudadas como micoherbicidas. Nymbia alternantherae Holcomb &
Antonopoulos (=Alternaria alternantherae Holcomb & Antonopoulos) patogeno de
Alternanthera phylloxeroides (Mart.) Griseb. infecta varias espécies da familia
Amaranthaceae (Holcom, 1977). Alternaria crassa (Sacc.) Rands controla a invasora
Datura stramonium L. e causa doenca também em outras plantas da familia Solanaceae
(Stewart-Wade et al., 1998) e Alternaria cassiae Jurair & Khan, investigada como
controle para Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby, é patogénico também as
espécies Cassia occidentalis L. e Crotalaria spectabilis Roth, todas pertencentes a
familia Fabaceae (Walker, 1982). Apenas Alternaria zinniae M.B. Ellis testada no
controle de espécies de Xanthium na Australia tem uma gama de hospedeiros que
extrapola o limite de familia sendo patogé€nica também a plantas de outras 10 familias,
além da familia Asteraceae (Auld et al., 1992).

Alternaria euphorbiicola sobreviveu em hastes de leiteiro colonizadas tanto em
ambiente com alta ou baixa umidade do solo. Assim, existe o potencial de persisténcia
de uma fonte de inoculo do patdégeno apoés a inoculagdo e morte de plantas de
E. heterophylla no campo. Nas condi¢oes desse experimento, conclui-se que a
transmissdo da doenca a partir das hastes ocorre apenas em condigdes de alta umidade
do solo e quando a fonte de inoculo estd na superficie do solo. As hastes localizadas
abaixo da superficie do solo, em ambiente imido, degradaram-se rapidamente e o fungo

ndo pareceu sobreviver em hastes mantidas nestas condigdes. A alta umidade e a
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atividade microbiana tendem a reduzir a longevidade dos propagulos de espécies de
Alternaria e a degradagdo ¢ mais rapida abaixo do que na superficie do solo (Rotem,
1994).

Nemoto et al. (1997) estudando o efeito da incorporagdo de esporos de
A. cassiae ¢ a influéncia da umidade do substrato sobre a emergéncia e mortalidade de
plantulas de S. obtusifolia, verificaram que a partir de 40% de umidade, ocorreu a
mortalidade de plantulas em fun¢do da transmissdo do fungo a partir do substrato.
Alternaria cirsinoxia Simmons & Mortensen mantém a capacidade infectiva e produz
conidios viaveis em folhas senescentes de Cirsium arvense (L.) Scop., invasora perene
de culturas na América do Norte, por no minimo dois a trés meses apos sua inoculagao
em condigdes de campo (Green ef al., 2001).

A infec¢do natural de plantulas de leiteiro a partir de uma fonte de inéculo ndo
foi suficiente para o controle das populagdes dessa planta. Os resultados obtidos neste
estudo apontam para a necessidade de aplicagdo de suspensdo com concentragdo
equivalente a estabelecida em trabalhos anteriores (2x10° conidios/mL) para que um
controle uniforme seja obtido. Entretanto, a observagao de algumas plantas mortas apos
a inoculagio de uma concentragio mais baixa de indculo (2x10*conidios/mL) sugere
que para algumas populacdes de E. heterophylla mais suscetiveis, este tratamento
produza resultados satisfatorios. Uma diferenga relevante observada entre o
desenvolvimento da doenca em plantas naturalmente infectadas e ndo infectadas
previamente inoculadas com a suspensdo de conidios numa concentragdo mais baixa foi
a antecipacdo em dez dias da morte para plantas previamente infectadas. Esse
desenvolvimento mais rapido da doenga pode ser importante na redugdo da competicao
de populagdes de leiteiro com as culturas.

A sobrevivéncia e transmissdo de A. euphorbiicola a partir de uma fonte de
in6éculo merece estudos complementares, pois pode ter importancia no prolongamento
do controle efetuado pelo fungo. Sua associagdo com outras técnicas deve ser explorada
para o controle de plantas de E. heterophylla que germinam e emergem apos a aplicacao
do fungo. Outra indicagdo sugerida por este estudo ¢ a de que formulagdes solidas
contendo substrato pré-colonizado pelo fungo para aplicacdo na superficie do solo

poderiam ser tteis para o controle de E. heterophylla.
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Alternaria euphorbiicola COMO MICOHERBICIDA PARA O CONTROLE DE
Euphorbia heterophylla: EFEITO DE APLICACOES ISOLADAS OU EM
MISTURA COM HERBICIDAS

RESUMO

Comparou-se a eficiéncia do fungo Alternaria euphorbiicola, dos herbicidas
atrazine, carfentrazone, fomesafen, glyphosate e imazethaphyr e das misturas de
A. euphorbiicola com cada herbicida em controlar populagdes de Euphorbia
heterophylla sensiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase (ALS) em dois estadios fenologicos da planta. Os herbicidas testados ndo
inibiram a germinacdo in vitro dos conidios de A. euphorbiicola. O fungo controlou
eficientemente todas as populacdes de E. heterophylla testadas, sem restrigdes ao
estadio fenoldgico da planta. O controle obtido com a aplicacdo de 4. euphorbiicola foi
equivalente aos dos herbicidas fomesafen, carfentrazone e atrazine em plantas com até
cinco folhas e equivalente ao do herbicida glyphosate em plantas com cinco a 10 folhas.
Nesse estadio, o fungo apresentou nivel de controle superior aos dos herbicidas
imazethaphyr e fomesafen. O efeito do herbicida fomesafen foi melhorado pela mistura
com o fungo e a mistura controlou as plantas em estadio de cinco a 10 folhas, quando
isoladamente, o herbicida ndo o faria. O controle das populagdes foi mais rapido e
eficiente quando se utilizou A. euphorbiicola isolado do que em mistura com o
herbicida imazethaphyr. Esse herbicida interferiu negativamente no desenvolvimento da
doenga nas plantas nos dois estadios fenoldgicos testados e reduziu a eficiéncia do
fungo em controlar as plantas com até cinco folhas da populagdo resistente a ALS. A
mistura A. euphorbiicola + imazethaphyr causou a morte das plantas de soja. A mistura
do fungo com fomesafen foi seletivo para a soja e as misturas do fungo com

carfentrazone e atrazine foram seletivas para as plantas de milho.
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ABSTRACT

Efficacy of the fungus Alternaria euphorbiicola, and of the herbicides atrazine,
carfentrazone, fomesafen, glyphosate and imazethaphyr and two mixtures of
A. euphorbiicola with each herbicide were evaluated to control acetolactate synthases
(ALS) inhibitor herbicides sensitive or resistant Euphorbia heterophylla populations at
different plant phenological stages. The herbicides did not inhibit in vitro conidia
germination. The fungus efficiently controlled the populations of E. heterophylla,
independent of their phenological stage. The control obtained by A. euphorbiicola
application was similar to that with herbicides fomesafen, carfentrazone and atrazine in
plants up to five leaves and similar to glyphosate in plants with 5 to 10 leaves. At these
stages, the fungus showed higher level of control than the herbicides imazethaphyr and
fomesafen. The effect of fomesafen was improved by mixing with the fungus and the
mixture controlled the plants at 5 to 10-leaf stage, which did not happen with herbicide
alone. The control of the populations was more rapid and efficient when
A. euphorbiicola was used alone, compared to mixture with imazethaphyr. This
herbicide interfered negatively in the disease development at both the phenological
stages, and reduced the efficiency of the fungus in controlling the ALS resistant plants
at S5-leaf stage. The mixture also caused soybean plant mortality. The mixture of the
fungus with fomesafen was selective for soybean and the mixture with carfentrazone

and atrazine were selective for maize plants.

INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla L., popularmente conhecida como amendoim-bravo ou
leiteiro, ¢ uma invasora freqliente em culturas economicamente importantes como
milho, cana-de-agtcar, feijao e soja, no Brasil. A cultura da soja ocupa 17,4 milhdes de
hectares, o que resultard em uma produgdo de até 48,5 milhdes de toneladas de graos na
safra 2002/03, gerando recursos de bilhdes de dolares, resultantes da exportacdo de
graos, farelo e 6leo (Timossi, 2002). E. heterophylla ¢ uma das principais invasoras da
cultura da soja (Kissmann e Groth, 1993) podendo ser responsavel por estimativas de

reducdo de 35 % (Voll et al., 2002) a 62 % na produgéo dessa cultura (Constantin et al.,

95



1997). A utilizagdo de herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) ¢
fundamental para o controle o controle de E. heterophylla na cultura da soja. Produtos
com este mecanismo de agdo vém sendo usados em larga escala, pois sdo eficientes em
baixas doses, apresentam baixa toxicidade para mamiferos e seletividade para vérias
culturas (Saari er al., 1994). No entanto, ja foram identificados bidtipos de
E. heterophylla resistentes a estes produtos, em fungcdo do uso continuo desses
herbicidas (Gazziero et al., 1997; Melhoranga e Pereira, 1999).

A emergéncia de problemas de resisténcia a herbicidas oferece oportunidades
para o uso de micoherbicidas, tanto isoladamente como em mistura com os herbicidas
quimicos, permitindo o aumento da eficiéncia de controle nessas populagdes
(Charudattan, 2001). A estratégia de micoherbicida ¢ baseada na multiplicacdo massal e
aplicacdes periddicas de um patdgeno, a semelhanca dos herbicidas quimicos (TeBeest
et al, 1992). Um isolado de Alternaria euphorbiicola, Simmons & Enghel foi
selecionado como potencial micoherbicida, sendo capaz de produzir elevada
mortalidade em doze popula¢des de E. heterophylla, incluindo uma que apresenta
comprovada resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS. Aplicagcdes de
A. euphorbiicola em plantas no estddio de seis a oitos folhas, em que aplicacdes dos
produtos quimicos ja ndo resultam em controle, foram igualmente -eficazes.
Demonstrou-se, também, que o fungo ¢ especifico para os géneros Euphorbia e
Chamaesyce, da familia Euphorbiaceaec e que oito cultivares de soja testadas foram
imunes ao patdgeno.

Dentro do aspecto de manejo integrado de invasoras, a combinag@o do herbicida
quimico com o agente de controle bioldgico visa reduzir a dose do herbicida necessaria
para o controle da planta-alvo ou aumentar o espectro e a eficiéncia de controle de um
herbicida quimico, ineficaz para o controle de uma determinada espécie, pela
combinag¢do com um micoherbicida (Hoagland, 1996). No caso do leiteiro, a selecdo de
biotipos resistentes aos inibidores de ALS restringe o uso desses herbicidas quimicos e a
associagdo com o fungo poderia ter efeito sinérgico no controle dessas populagdes.

O objetivo desse trabalho foi comparar o efeito de A. euphorbiicola, dos
herbicidas atrazine, carfentrazone, fomesafen, glyphosate e imazethapyr, isoladamente e
em mistura com o patégeno, no controle de populagdes de E. heterophylla sensiveis e
resistentes aos herbicidas inibidores de ALS, em dois estadios fenologicos da planta e

avaliar a seletividade dessas misturas para as culturas da soja e do milho.
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MATERIAL E METODOS

1. Isolado de Alternaria euphorbiicola e populacoes de E. heterophylla

O isolado KLNO6 de A. euphorbiicola foi selecionado em etapa anterior (Nechet
et al., 2002) dentre seis isolados, em funcdo da intensidade da doenca provocada em
nove populagdes de E. heterophylla. Esse isolado vinha sendo conservado in vitro pelo
método de preservacdo em silica-gel (Dhingra e Sinclair, 1995).

Trés populacdes distintas dentre as 26 disponiveis de E. heterophylla foram
selecionadas para utilizagdo nesse estudo: EKLN19, selecionada em trabalhos anteriores
como suscetivel a A. euphorbiicola, Bipolaris euphorbiae (Hansford) Muchovej e
Sphaceloma poinsettiae Jenkins & Ruehle; ETRB, populagdo caracterizada como
resistente a B. euphorbiae ¢ S. poinsettiae coletada em campos experimentais do Parana
(doag@o de J. T. Yorinori, Embrapa Soja) e populacdo ERH, resistente ao herbicida
imazetaphyr, inibidor da enzima ALS, obtido no Laboratorio de Herbicida na Planta da
Universidade Federal de Vigosa. As sementes coletadas foram armazenadas a 5°C e
transferidas pré-germinadas para copos plasticos de 500 mL em condig¢des controladas

(26£2°C).

2. Producao de inoculo de A. euphorbiicola

A producao de conidios de 4. euphorbiicola para uso nos testes foi feita segundo
metodologia de Walker (1980) com modificagdes. O fungo foi semeado em placas de
Petri contendo meio CVA (caldo de vegetais agar, Pereira et al., 2003) e as placas foram
mantidas a 26°C em fotoperiodo de 12 horas sob um conjunto de duas lampadas
fluorescentes (40W) e duas lampadas negras (40W). Apos sete dias, cinco discos de
micélio do fungo foram transferidas assepticamente em erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio CV (meio CVA sem adigdo de agar) e colocados em agitador
orbital a 30 rpm por sete dias a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o micélio foi
triturado dentro do erlenmeyer, utilizando um microtriturador/homogeneizador, e
vertido em bandejas de aluminio de 20x28 cm contendo 100 mL de CVA. Em seguida
as bandejas foram colocados em incubadora a 26°C sob fotoperiodo de 12 horas, como
mencionado anteriormente. Apds dois dias, foi feita a coleta de esporos adicionando-se

agua esterilizada e raspando a superficie da bandeja com espatula de borracha para
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obtencdo da suspensdo de esporos. A suspensdo foi filtrada, utilizando gaze, e ajustada

para a concentragdo de 2x10° conidios/mL.

3. Herbicidas utilizados
Formulagdes comerciais de herbicidas quimicos de diferentes mecanismos de
acdo e a mistura glyphosate + carfentrazone, todos comumente indicados para o

controle do leiteiro foram usadas nos experimentos (Tabela 1).

Tabela 1: Herbicidas quimicos utilizados nos experimentos.

Nome Técnico Mecanismo de acio Nome Comercial Dosagem
Imazethaphyr inibidor da enzima ALS Pivot 106 gi.a/L
Glyphosate inibidor da enzima EPSPs Round up WG 720 gi.a/L
Fomesafen inibidor de Protox Flex 250 gi.a/L
Carfentrazone inibidor de Protox Aurora 400CE 400 gi.a/L
Atrazine inibidor do fotossistema II (FSII) Gesaprim 500 500 gi.a/L

4. Efeito in vitro dos herbicidas quimicos na germinacio de conidios de
A. euphorbiicola

Solugdes dos herbicidas foram preparadas na dose recomendada pelo fabricante
e diluidas em &4gua destilada para obtencdo de um equivalente a metade da dose
recomendada. A suspensdo de conidios foi obtida pela adi¢ao da solucdo do herbicida a
placas de Petri com meio CVA semeado com A. euphorbiicola por 10 dias sob
fotoperiodo de 12 horas a 25°C. Apds ser filtrada em gaze, uma aliquota dessa
suspensao foi depositada em placas contendo agar-agua, espalhadas com al¢a de
Drigalski e mantidas a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas. A avaliacdo foi feita apos seis
horas, examinando-se 200 esporos/placa. Os esporos foram considerados germinados
quando o tubo germinativo era igual ou maior que o comprimento do conidio. Uma

suspensdo de conidios de A. euphorbiicola em agua constou como controle. O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 13 tratamentos e cinco

repetigdes, cada repeti¢do correspondendo a uma placa de Petri.

5. Eficiéncia de A. euphorbiicola, dos herbicidas quimicos e das misturas
fungo/herbicidas no controle do leiteiro (trés a quatro pares de folhas) em
condi¢coes controladas

Para esse experimento foram utilizados apenas os herbicidas que no ensaio
anterior ndo inibiram a germinag¢do de conidios do fungo na dosagem recomendada.
Plantas das trés populagdes foram pulverizadas no estddio de trés a quatro pares de
folhas (30 dias ap6s o transplantio) com os herbicidas, o isolado de 4. euphorbiicola na
concentracdo de 2x10° conidios/mL + 6leo mineral (3%) + Break thru® 0,05%
(copolimero poliéter-polimetil siloxano + poliéter), com as misturas do fungo com cada
herbicida e com agua + 6leo mineral (3%) + Break thru® (0,05%). As pulverizacdes
foram feitas ao final da tarde. As plantas permaneceram uma noite ao relento e depois
foram transferidas para casa de vegetacdo (26+2°C). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 12 tratamentos, trés populacdes e cinco
repeticdes, sendo cada repeticao representada por um vaso com uma planta.

As avaliagdes foram feitas aos cinco, 10, 15 e 20 dias apds a aplicagdo dos
tratamentos utilizando uma escala de notas de 0 a 10 (Tabela 2). Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia usando o proc GLM do programa SAS versao
6.12. A descricao dos conceitos de controle (Tabela 3) seguiu os critérios da Sociedade

Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD, 1995).

6. Eficiéncia de A. euphorbiicola, dos herbicidas quimicos e misturas
fungo/herbicidas no controle do leiteiro (um a dois pares de folhas) em
condic¢des controladas e seletividade para as culturas do milho e da soja

Esse experimento seguiu a mesma metodologia descrita no item 5, mas as
plantas foram inoculadas no estddio de um a dois pares de folhas (aproximadamente
20 dias apds o transplantio). Em cada vaso foram colocadas uma semente de leiteiro e
uma de soja ou uma de leiteiro € uma de milho. Os vasos com soja e leiteiro foram
pulverizados com agua, A. euphorbiicola, herbicidas fomesafen e imazethapyr, e as

misturas A. euphorbiicola com fomesafen e A. euphorbiicola com imazethaphyr.
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Tabela 2: Escala de notas utilizadas para avaliagdo do controle das populagdes de
E. heterophylla.

Nota Descri¢iio da nota Porcentagem de

Controle
0 Planta sem sintoma 0
1 Planta com amarelecimento 10
2 Planta sem morte de ponteira com menos de 20% das 20
folhas com injuria
3 Planta sem morte de ponteira com 20-50% das folhas 30
com injuria
4 Planta sem morte de ponteira com mais de 50% das 40
folhas com injuria
5 Planta sem morte de ponteira com todas as folhas 50
com injaria
6 Planta com morte de ponteira com folhas sadias 60
7 Planta com morte de ponteira com mais de 2 folhas 70
injuriadas*®
8 Planta com morte de ponteira com até 2 folhas 80
injuriadas*®
9 Planta com haste ainda verde sem folhas com morte 90
de ponteira
10 Planta Morta 100

* total de folhas das plantas= 10 folhas (1° experimento), 5 folhas (2° experimento).

Tabela 3: Descrigdo de conceitos aplicados na avaliagdo de controle*

Conceitos Descricao
A Controle excelente ou total da espécie em estudo.
B Controle bom, aceitavel para a infestagao da area.
C Controle moderado, insuficiente para a infestagdo da area.
D Controle deficiente ou inexpressivo.
E Auséncia de controle.

*SBCPD (1995).
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Os vasos com milho e leiteiro foram pulverizados com agua, A. euphorbiicola,
herbicidas atrazine e carfentrazone, ¢ as misturas A. euphorbiicola com atrazine e
A. euphorbiicola com carfentrazone. O herbicida glyphosate ndo foi utilizado por ndo
apresentar seletividade para essas culturas. A avaliacdo foi feita como descrito no item 5

e, adicionalmente, verificou-se a presenga ou ndo de injaria nas culturas.

RESULTADOS

Efeito in vitro dos herbicidas quimicos na germinacio de conidios de
A. euphorbiicola

A maioria dos herbicidas, na dose recomendada, ndo inibiu a germinagdo dos
conidios de 4. euphorbiicola. A porcentagem de conidios germinados foi acima de 90%
nas misturas do fungo com os herbicidas atrazine, carfentrazone, fomesafen, glyphosate
e imazethaphyr nessa dosagem. Apenas 67% de conidios germinaram no tratamento
glyphosate+tcarfentrazone, entretanto essa reducdo ndo foi observada quando os
conidios foram misturados com os herbicidas em '2 dose. Todos os tratamentos
apresentaram porcentual de germinagdo acima de 98% quando se utilizou a ' dose
(Figura 1). Para estudos em casa de vegetagdo, optou-se por usar a dose recomendada
dos herbicidas e, tendo em vista a redugdo de germinagdo observada para a mistura de
conidios com glyphosate+carfentrazone, esta ndo foi entdo utilizada nos demais

experimentos.

Eficiéncia de A. euphorbiicola, dos herbicidas e das misturas fungo/herbicidas no
controle do leiteiro (trés a quatro pares de folhas) em condicées controladas

A parte aérea de todas as plantas da populacdo EKLN19 morreu cinco dias apos
a pulverizagdo com A. euphorbiicola, com os herbicidas atrazine, carfentrazone e com
as misturas destes herbicidas com o fungo. Niveis de controle equivalentes foram
observados para as populagdes ERH ¢ ETRB submetidas aos mesmos herbicidas e as
mistura com o fungo (Tabela 4). O controle obtido com a aplicagcdo de 4. euphorbiicola
nessas populagdes foi menor quando comparado com o verificado para EKLN19, mas

em condigdes de infestagdes ainda seria um controle aceitavel. As trés populagdes ndo
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Figura 1: Efeito in vitro de herbicidas na dose recomendada e em meia dose na
germinacdo de conidios de Alternaria euphorbiicola. Médias = cinco
repeticdes; Barra = desvio padrao.

foram adequadamente controladas pela aplicagdo dos herbicidas fomesafen e
imazethaphyr, confirmando assim a ineficiéncia desses produtos para o controle de
estddios mais avancados de E. heterophylla. No entanto, 100 % de controle foi obtido
quando fomesafen foi misturado com A. euphorbiicola. O herbicida imazethaphyr
associado ao fungo apresentou porcentagem de controle das plantas maior do que
quando aplicado isoladamente. Dez dias ap6s a inoculagdo, o controle foi considerado
aceitavel para a populagdo EKLLN19 e para a populagdo resistente aos inibidores da ALS
(ERH), mas insuficiente em ETRB. Por outro lado, em mistura com imazethaphyr, a
eficiéncia de controle foi reduzida quando comparada a aplicagdo deste herbicida
isoladamente. O herbicida glyphosate quando aplicado isoladamente proporcionou
controle total das plantas somente ap6s 10 dias. Todavia, quando misturado com o

fungo, esse controle foi antecipado em cinco dias.
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Tabela 4: Porcentagem de controle de populagdes de E. heterophylla no estadio de trés a quatro pares de folhas, 5 e 10 dias apds a aplicacdo de
herbicidas em mistura ou ndo com A. euphorbiicola.

Populacoes
Tratamentos 5 DIAS 10 DIAS

EKLN19 ERH ETRB EKLN19 ERH ETRB
A. euphorbiicola 100Aa 84Bb 78Bb 100Aa 80Bb 78Ba
Atrazine 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
Atrazine + A.euphorbiicola 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
Carfentrazone 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
Carfentrazone + A. euphorbiicola 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
Fomesafen 34Ec 42Dd 34Ed 34Ec 42Ec 34Ed
Fomesafen + A. euphorbiicola 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
Glyphosate 10Ed 10Ed 10Ed 10Ed 10Ed 10Ed
Glyphosate + A. euphorbiicola 100Db 100Db 100Db 100Db 100Db 100Db
Imazethaphyr 10Ee 10Ee 10Ee 10Ee 10Ee 10Ee
Imazethaphyr + 4. euphorbiicola 60Db 74Cc 62Dc 92Bb 83Bab 70Cc
Testemunha (Agua) 0 Ee 0 Ee 0 Ee 0 Ee 0 Ee OEf
Ccv 2,3 6,4 5,1 4.5 6,7 4,7

M¢édias seguidas pela mesma letra minuscula na vertical ndo diferem significativamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
A letra maiuscula refere-se a descri¢ao do controle segundo SBCPD (1995) (ver Tabela 3 no texto). CV= coeficiente de variagao.
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Eficiéncia de A. euphorbiicola, dos herbicidas quimicos e misturas fungo/herbicidas
no controle do leiteiro (um a dois pares de folhas) em condicdes controladas e
seletividade para as culturas do milho e da soja.

Controle total foi verificado nas plantas pulverizadas com A. euphorbiicola,
atrazine, carfentrazone e fomesafen isolados e em combinagdo com o fungo em todas as
trés populacdes, cinco dias apds a aplicacdo desses tratamentos. Estes ndo provocaram
injurias nas plantas de soja e milho. A populagao resistente aos inibidores da ALS (RH)
ndo foi controlada pelo imazethaphyr isolado e em mistura com A. euphorbiicola,
enquanto na populacdo KLN19 o controle foi acima de 90 %, mas somente 15 dias apos
a sua aplicagdo. Nesse mesmo periodo, observou-se o controle total das plantas da
populagdo TRB pulverizadas apenas com imazethaphyr + A. euphorbiicola (Tabela 5).
Como observado anteriormente, a mistura com o imazethaphyr retardou o processo de
infeccdo do fungo e, conseqiientemente, sua eficiéncia de controle. Além disso,
imazethaphyr e a mistura imazethaphyr + A. euphorbiicola foram as tUnicas que

resultaram em danos que levaram a morte das plantas de soja.
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Tabela 5: Porcentagem do controle de populagdes de E. heterophylla no estadio de um a dois pares de folhas, 5, 10 ¢ 15 dias ap6s a aplicagdo dos

herbicidas em mistura ou ndo com Alternaria euphorbiicola.

Populacoes
Tratamentos 5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS

EKLN19 | ERH | ETRB | EKLN19| ERH ETRB |EKLN19| ERH | ETRB
A. euphorbiicola 98Aa 100Aa | 96Aa 100Aa 100Aa 96Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Atrazine 100Aa 100Aa | 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Atrazine+ A. euphorbiicola 100Aa 100Aa | 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Carfentrazone 100Aa 100Aa | 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Carfentrazone+ A. euphorbiicola 100Aa 100Aa | 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Fomesafen 100Aa 100Aa | 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Fomesafen+ A. euphorbiicola 100Aa 100Aa | 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa | 100Aa | 100Aa
Imazethaphyr 10Ec 10Ec 10Ec 46Ec 26Ec 34Ec 92Ab 32Ec 34Eb
Imazethaphyr+ A. euphorbiicola 74Cb 50Eb 72Cb 74Cb 60Eb 78Bb 100Aa | 60Eb 98Aa
Testemunha (Agua) 0Ed OEd OEd OEd OEd 0Ed 0Ec OEd 0Ec
Ccv 2,8 0 2,8 2,9 2,2 4.4 3.8 1,7 2,6

M¢édias seguidas pela mesma letra minuscula na vertical ndo diferem significativamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
A letra maiuscula refere-se a descri¢ao do controle segundo SBCPD (1995) (ver Tabela 3 no texto). CV= coeficiente de variagao.
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DISCUSSAO

Alternaria  euphorbiicola controlou eficientemente as populagdes de
E. heterophylla sensiveis e resistentes aos inibidores da ALS, sem restrigdes ao estadio
fenologico da planta, quando submetidas a uma noite de orvalho apods a aplicacdo dos
tratamentos. A porcentagem de controle obtida com sua aplicacdo variou de acordo com
a populacdo da planta, mas quando em combinagdo com varios dos herbicidas testados,
o controle foi maior. Entretanto, os efeitos da mistura foram verificados apenas em
aplicagdes feitas em plantas de estadio mais avangado de desenvolvimento (trés a quatro
pares de folhas). Para plantas com um a dois pares de folhas, independente da
populacdo, obteve-se acima de 90% de controle com a aplicacdo de A. euphorbiicola.
Niveis menores de controle das populagdes pelo fungo foi observada nestes
experimentos quando comparado com os resultados obtidos em condigdes controladas.
Quando as plantas eram submetidas a seis horas de molhamento continuo verificava-se
100 % de controle, cinco dias apos a inoculagdo. No entanto, os resultados foram ainda
muito favoraveis, indicando a possibilidade de controle eficaz da invasora pelo fungo no
campo, uma vez que o periodo de molhamento a que as plantas foram submetidas (dgua
da pulverizacdo + orvalho de uma noite) foi o mais proximo das encontradas em
condig¢des de campo.

Outro aspecto interessante verificado foi o aumento da eficiéncia de herbicidas
quimicos quando em mistura com o fungo e, em particular, a ampliacdo da capacidade
destes produtos em controlarem as plantas em estddio mais avangado, quando
isoladamente ndo o fariam. A eficiéncia de controle do herbicida fomesafen, Uinico
produto registrado para o controle de E. heterophylla na cultura do feijdo, esta restrita a
aplicagdo nos estadios mais jovens da planta, mas o controle total nos estadios mais
avancados da planta ocorreu quando o produto foi misturado com A. euphorbiicola
(Figura 2). O fungo em mistura com glyphosate também permitiu a antecipagdo do
controle do leiteiro efetuado por este produto. Essa caracteristica do fungo contribui
para melhor desempenho do herbicida quimico e, ¢ um enfoque novo, no manejo de
invasoras ¢ que pode atrair investimentos pelas empresas de agroquimicos em pesquisas
com micoherbicidas. Esse trabalho aparentemente ¢ o primeiro a enfocar esse aspecto

no desenvolvimento de um micoherbicida.
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A;la Fomesafen Fungo Mistura

Figura 2: Controle da populacdo EKLNI19 de E. heterophylla, cinco dias apds a
pulverizagdo com agua, fomesafen, Alternaria euphorbiicola ¢ da mistura
fomesafen + A. euphorbiicola.

O herbicida imazethaphyr ndo controlou a populagdo RH (sabidamente resistente
a esse produto) e a populagdo TRB em ambos estadios. A populagdo TRB foi incluida
neste trabalho por apresentar resisténcia ao fungo B. euphorbiae ¢ pelos resultados
obtidos aqui, aparentemente, também ¢ resistente ao imazethaphyr. Esse fato ainda
precisa ser confirmado. O controle das populagdes foi mais rapido e eficiente quando se
utilizou 4. euphorbiicola isolado do que em mistura com imazethaphyr. O herbicida
interferiu negativamente no desenvolvimento da doenca nos dois experimentos,
reduzindo a eficiéncia de controle do fungo na populacdo RH no estadio de um a dois
pares de folhas (Figura 3). Interagcdes desfavoraveis de produtos em mistura sdo
conhecidas para herbicidas quimicos inibidores da ALS em pulverizagdes de glyphosate
(Hydrick e Scaw, 1994). Por exemplo, o glyphosate é mais eficiente quando aplicado
isoladamente do que em mistura com imazethaphyr no controle de Sefaria faberi
Herrm. (Li et al., 2002).

A incompatibilidade em mistura de micoherbicida e herbicidas quimicos ¢ um
aspecto ainda pouco estudado, mas sabe-se que pode haver interferéncia de herbicidas

no desenvolvimento de doengas, seja em funcdo do efeito direto da interagdo sobre o
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Figura 3: Plantas de E. heterophylla resistente aos herbicidas inibidores da ALS e de
soja, 15 dias apos a pulverizagdo com A. euphorbiicola (1), imazethaphyr (2)
e com a mistura A. euphorbiicola + imazethaphyr (3).

patdgeno, seja pelo efeito indireto via respostas de defesa da planta ativadas pelo
herbicida (Sanogo et al., 2000). O efeito do imazethaphyr sobre A. euphorbiicola foi
indireto, uma vez que a germinacdo de conidios ndo foi inibida pela mistura com o
produto na dose recomendada. Possivelmente, algum mecanismo de defesa da planta é
ativado apo6s a aplicagdo do imazethaphyr e isto tornou mais lento o processo inicial de
infeccdo do fungo, retardando o desenvolvimento da doenga. Outra evidéncia pode ser o
fato de que no estadio mais avancado da planta, em que a aplicagdo do imazethaphyr
ndo ¢ eficiente, sua interferéncia na eficiéncia do fungo foi menor (Tabelas 4 ¢ 5).
Herbicidas de outros mecanismos de a¢do, como o acifluorfen estimula o aumento da
producao de metabolitos secundarios, principalmente compostos fenolicos e fitoalexinas
de algumas plantas. Estudos preliminares com espinafre indicaram que os niveis de
etileno e etano e da enzima PAL (fenilalanina amonialiase) aumentaram 10 e quatro
vezes, respectivamente apos a aplicagdo do produto (Komives e Casida, 1983). Altos
niveis de gliceolina sdo acumulados em folhas de soja que sofreram injurias devido a
aplicacdo do herbicida lactofen, e isto estd envolvido com a supressao do mofo branco
da haste, incitada por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, na cultura (Dann et al.,

1999).
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Poucas publicagdes relatam interagdes adversas entre agente de controle
biologico e produtos quimicos. Wyss e Scharer (2001) verificaram que os herbicidas
2,4-D, glyphosate, linuron e MCPP nas doses recomendadas apresentam efeito tdxico
aos ecidsporos de Puccinia lagenophorae Cooke e a mistura com doses menores ndo ¢
recomendada, pois ndo houve aumento de controle de Senecio vulgaris L. O herbicida
bentazon em mistura com urediniosporos de Puccinia canaliculata (Schw.) Lagerh afeta
o desenvolvimento da doenga (Phatak et al., 1982) e reduz em 50% a eficiéncia desse
agente de controle biologico de Cyperus esculentus L. em condi¢cdes de campo
(Bruckart et al., 1988). Alguns herbicidas aplicados em mistura inibem a germinagao do
patogeno, mas se a aplicacao for em seqii€ncia, o produto ndo interfere na atividade do
agente de biocontrole (Smith Jr., 1991). O primeiro micoherbicida registrado, DeVine®,
produzido com clamidésporos de Phytophthora palmivora Butler ndo pode ser
misturado com agentes espalhantes, fertilizantes ou outros pesticidas, pois perde a
eficacia de controle de Morrenia odorata Hort.ex Kunze. Para assegurar o controle, o
patdgeno deve ser aplicado seqiiencialmente ao herbicida (Charudattan, 1993).

A mistura de A. euphorbiicola com imazethaphyr, além de interferir na
eficiéncia de controle das populacdes de E. heterophylla pelo patdogeno, causou
interacdo antagdnica nas plantas de soja, tornando-as suscetiveis a A. euphorbiicola
(Figura 3). Para as plantas de soja com sintomas foi feito o reisolamento do fungo a
partir de folhas e confirmada a presenga de A. euphorbiicola. As plantas podem ficar
predispostas a rapida colonizagdo fingica em funcdo do stress imposto pela aplicacdo de
herbicidas (Altman e Campbell, 1977; Altman e Rovira, 1989). Canaday et al. (1986)
relatam que o stress induzido pelos herbicidas chloramben e 2,4-DB aumentou a
severidade da podriddo negra da raiz na cultura da soja, por torna-la predisposta a
colonizacdo rapida por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. Em condigdes
controladas, Sanogo et al. (2000) verificaram que a severidade da sindrome da morte
subita e a freqiiéncia de isolamento de seu agente causal, Fusarium solani (Mart.) Sacc.
f.sp. glycines das raizes de cultivares de soja tolerante e ndo tolerantes ao glyphosate,
aumentou apds a aplicacdo de imazethaphyr ou glyphosate quando comparado com o
controle, onde esses produtos ndo foram utilizados. Esses mesmos resultados foram
confirmados em experimentos de campo (Sanogo et al., 2001). Recentemente, foi
confirmado que a aplicagdo do imazethaphyr também aumentou a severidade de
Rhizoctonia solani Khun tanto em cultivares de soja resistente como suscetivel ao

patdgeno (Bradley et al., 2002).
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Alternaria euphorbiicola pode se tornar uma ferramenta importante no manejo
de populagdes de E. heterophylla resistentes aos inibidores da ALS, mas sua interacdo
com imazethaphyr ainda precisa ser esclarecida. Outras op¢des podem ser exploradas
visando o controle sinérgico de E. heterophylla e a seletividade para a cultura da soja,
como a mistura do fungo com doses mais baixas do herbicida, a aplicacdo seqiiencial

desses produtos ou a interagdo com outros herbicidas inibidores da ALS.
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Alternaria euphorbiicola UM POTENCIAL MICOHERBICIDA PARA
Euphorbia heterophylla: TEMPERATURA PARA CRESCIMENTO, PRODUCAO
MASSAL E SOBREVIVENCIA DURANTE O ARMAZENAMENTO

RESUMO

A producdo de conidios do fungo Alternaria euphorbiicola, estudado como
micoherbicida para o controle de Euphorbia heterophylla, foi avaliada nos métodos de
fermentacdo liquida, difasica, utilizando cinco meios de cultura e na fermentacao sélida.
Avaliou-se também a viabilidade do fungo durante trés meses de armazenamento a
temperatura ambiente e a 4°C. O crescimento radial micelial de A. euphorbiicola
ocorreu na faixa de 5 a 40°C, sendo méaximo a 25°C. A porcentagem de conidios
germinados foi acima de 97% na faixa de temperatura de 15 a 30°C. Nao houve
esporulagdo de A. euphorbiicola na técnica de fermentacdo liquida. A técnica difasica
foi apropriada para a producdo de indculo do fungo. A adicdo de extrato de folha de
E. heterophylla estimulou a esporulacdo de A. euphorbiicola em meio agarizado e o
aumento da massa micelial fresca em meio liquido. A maior produgdo de conidios/g de
substrato foi observada nos substratos residuo de café (8x104/g) e folha de mamona
triturada (6,9x10%/g). A obtengdo da suspensio de esporos do fungo utilizando-se
solucdo de sacarose 35 % esterilizada, seguida de secagem a 26°C, por 24 horas foi
capaz de manter a viabilidade dos conidios acima de 90% apos trés meses de

armazenamento em temperatura ambiente.

ABSTRACT

The production of conidia of the fungus Alternaria euphorbiicola, studied as
mycoherbicides for controlling Euphorbia heterophylla, was evaluated in liquid diphase
fermentation, using five culture media, and solid fermentation. Viability of the fungus
during three-month storage at room temperature and 4°C was also studied. The radial
mycelial growth occurred in the range of 5 to 40°C, being maximum at 25°C. The

conidia germination above 97% occurred in the temperature range of 15 to 30°C.
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Alternaria euphorbiicola did not sporulate in liquid fermentation. Use of diphase
technique was most appropriate for production of the inoculum of this fungus. Addition
of E. heterophylla leaf extract stimulated sporulation of A. euphorbiicola in agar
medium and the mycelial mass increase in the liquid medium. The maximum
production of conidia/g substrate was occurred on coffee residue (8x10*g) and sliced
castor leaves. Collecting the conidia with sterile 35% sucrose solution followed by 24 h
drying at 26°C, maintained conidial viability over 90% after three-month storage at

room temperature.

INTRODUCAO

O fungo Alternaria euphorbiicola Simmons & Engelhard esta sendo investigado
como possivel micoherbicida para o controle do leiteiro (Euphorbia heterophylla L.),
uma das principais invasoras da cultura da soja no Brasil (Lorenzi, 2000). A soja ¢ o
principal produto agricola de exportagdo brasileiro gerando recursos de bilhdes de
dolares na exportagdo de grdos, farelo e 6leo (Timossi, 2002). A interferéncia de
invasoras € o principal fator que restringe a produgdo da cultura, o que faz com que
mais da metade do volume total de herbicidas utilizados no pais seja pulverizada em
campos de soja (Foloni e Christoffoleti, 1999). Os principais herbicidas aplicados na
cultura para o controle de leiteiro sdo os inibidores da enzima acetolactato sintase
(ALS). No entanto, o uso continuo tem levado a selecao e dominancia de populagdes de
leiteiro resistentes a estes produtos em areas cultivadas com soja (Gazziero et al., 1997,
Melhoranga e Pereira, 1999).

Resultados prévios demonstraram que A. euphorbiicola é capaz de matar plantas
de todas as populacdes de E. heterophylla no estadio de seis a oito folhas, inclusive a
populacdo resistente a ALS, em apenas cinco dias, sendo necessario um periodo de seis
horas de molhamento foliar, iniciado até 48 horas apods a aplicagdo do fungo. Estes e
outros resultados obtidos indicam o potencial de 4. euphorbiicola como micoherbicida
tanto isoladamente como em mistura com herbicidas quimicos, no controle do leiteiro.

Em um programa de pesquisa visando o desenvolvimento de um micoherbicida,
a investigagdo das possibilidades de produgdo massal dos propagulos do fungo é uma

etapa intermedidria entre os experimentos de casa de vegetacdo e os testes preliminares
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de campo (Auld, 1997). A existéncia de um método eficiente de produgdo massal de
indculo, tanto para experimentos de campo como para producdo comercial do
micoherbicida ¢ uma pré-condi¢do que nem sempre tem sido atendida, levando ao
abandono de varios agentes que se apresentaam inicialmente promissores (Charudattan
e Dinoor, 2000). Um exemplo é Alternaria cassiae Jurair and Khan patenteado como
CASST para o controle de Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby, nos Estados
Unidos e que ainda ndo se tornou disponivel comercialmente, entre outras causas,
devido a falta de um método eficiente e economico de produgdo em larga escala de
indculo (Te Beest, 1996). Em geral, trés métodos tém sido usados para a produgao
massal na fabricacdo de micoherbicidas: fermentacdo em substrato solido, fermentacao
difasica e fermentagdo liquida. Este tltimo é considerado o mais econdémico, mas ndo €
apropriado para a esporulacdo da maioria das espécies de Alternaria (Jackson et al.,
1996).

Um método eficiente para a produgdo de indculo de Alternaria macrospora
Zimm. é a combinagdo de substrato solido e fermentacdo liquida, na chamada técnica
difasica, adaptada por Walker (1980) e que tem como vantagens a reducdo do risco de
contaminagdo e do tempo de incubagdo, por permitir a rapida colonizagdo do substrato
solido e formagdo de conidios (Jenkins et al., 1998). Na fase inicial do atual programa,
esse método foi adotado para a obtencdo de indculo de 4. euphorbiicola para uso nos
experimentos conduzidos em casa de vegetagdo. A otimizagdo dessa produ¢do ainda ndo
havia sido investigada em detalhe e nem a substituicdo do meio agarizado por um meio
barato, de facil obtencdo e apropriado para a produgdo de conidios para uso em larga
escala. Outra condi¢do importante para viabilizar 4. euphorbiicola como micoherbicida
¢ o desenvolvimento de um método de preservacdo dos propagulos do fungo que
garanta a viabilidade apds o armazenamento. Alguns autores tém sugerido que o “tempo
de prateleira” de um micoherbicida deve ser de no minimo seis meses a temperatura
ambiente para que o produto seja comercialmente viavel (Green et al., 1997).

Os objetivos desse trabalho foram o de testar a produgdo de conidios de
A. euphorbiicola em fermentacdo liquida, difasica e solida, selecionar um substrato para
fermentacdo solida e comparar alguns métodos de preservacdo da viabilidade de

conidios durante o armazenamento.
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MATERIAL E METODOS

1. Obtencéo do isolado

O isolado de A. euphorbiicola KLNO6 utilizado nos testes foi obtido de
E.  heterophylla naturalmente infectada coletada em Vigosa-MG, tendo sido
anteriormente selecionado. KLNO6 encontra-se incorporado a colegdo micologica do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa. O fungo foi
semeado em placas de Petri contendo meio CVA (caldo de vegetais agar, Pereira ef al.,
2003) e mantido por sete dias em incubadora a 26°C em fotoperiodo de 12 horas, sob
um conjunto de duas lampadas fluorescentes (40W) e duas lampadas de luz negra
(40W). Essas culturas serviram como fonte de micélio para a realizagdo dos

experimentos descritos a seguir.

2. Efeito da temperatura no crescimento micelial e germinacio de A. euphorbiicola
Para avaliacdo do crescimento micelial, um disco de micélio de 5 mm foi
semeado no centro de placas contendo meio CVA. As placas foram colocadas em
incubadoras sob temperaturas constantes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C. Apos sete
dias, fizeram-se medi¢des ortogonais dos didmetros das colonias. A germinagdo dos
conidios foi avaliada, espalhando-se com auxilio da al¢a de Drigalski, 500uL. de uma
suspensdo de 1x10° conidios/mL em placas de Petri contendo agar-agua. A suspensdo
de conidios foi obtida de culturas em placas de Petri em meio CVA por sete dias.
Adicionaram-se 10 mL de 4gua destilada esterilizada em cada placa e com auxilio de
um pincel os conidios foram raspados das colonias. A suspensdo obtida foi filtrada,
utilizando gaze e ajustada para 1x10° conidios/mL. Apés 24 horas, foi verificada a
germinacdo de 200 esporos/placa, sob microscopio Optico, considerando esporos
germinados aqueles que apresentavam tubo germinativo igual ou maior que o
comprimento do conidio. Os experimentos foram montados em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo cada repetigdo representada por

uma placa de Petri.
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3. Esporulacdo de A. euphorbiicola em diferentes meios de cultura pela técnica
difasica

Nesse experimento, foi testada a técnica de fermentacdo difasica (Walker, 1980)
utilizando-se os seguintes meios de cultura: CV (meio CVA sem adi¢do de agar); caldo
de abobora (decocgdo de 200 g de abobora, 20 g de sacarose, 1 L de agua); abobora
triturada (200 g de abobora cozida e triturada, 1 L de agua); Richard (10 g sacarose, 10 g
KNOs, 5 g MgSO,, 0,02 g FeCls, 150 mL de suco V-8%, 1 L de 4gua) e folha de leiteiro
(FL, decoccao de 200 g de folhas frescas de leiteiro trituradas, 20 g de sacarose, 1 L de
agua).

Inicialmente foram distribuidos 50 mL de meio em erlenmeyers de 125 mL e
autoclavados por 15° a 121°C. Apo6s resfriamento do meio, trés discos de micélio do
fungo, obtido da margem de coldnias cultivadas por sete dias em meio CVA, foram
semeados em cada erlenmeyer. Os erlenmeyers foram colocados em agitador orbital
com velocidade de 30 rpm por 10 dias a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o
micélio foi triturado dentro dos erlenmeyers, utilizando um
microtriturador/homogeineizador, ¢ em seguida 10 mL de suspensdo de micélio
triturado foram vertidos em placas de Petri de 9 mm, contendo os respectivos meios
agarizados. Essas placas foram colocadas em incubadora a 25°C sob fotoperiodo de
12 horas sob um conjunto de duas lampadas fluorescentes (40W) e duas lampadas de
luz negra (40W). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
repeticdes, sendo cada repeticio representada por duas placas de Petri.

As avaliagdes foram feitas apds 10 dias. Em cada placa ou erlenmeyers foram
adicionados 10 mL de agua destilada e esterilizada e a suspensdo obtida filtrada em
gaze. Uma aliquota de 20 pL. da suspensdo foi depositada em ladmina para microscopia e

contou-se o numero de conidios produzidos em cada meio.

4. Crescimento micelial de A. euphorbiicola em diferentes meios de cultura liquidos

Com o objetivo de se escolher um meio liquido adequado para o aumento da
massa micelial do fungo foram testados os meios de cultura BD (decocgdo de 200 g de
batata; 20 g de sacarose; 1 L de agua), BC (decoccdo de 20 g de batata e 20 g de
cenoura, 1 L de agua), CV, extrato de levedura e malte (3 g de extrato de malte, 0,5 g
KH,POy4, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g MgSO,47H,0, 1 L de agua), FL e Richard.

Em cada erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio foram semeados cinco discos
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de micélio do fungo, obtidos da margem de uma coldnia cultivada em meio CVA por
sete dias. Os erlenmeyers foram colocados em agitador orbital a 30 rpm por 10 dias a
temperatura ambiente. A cada dois dias, avaliou-se a massa micelial fresca totalizando
cinco avaliagdes. O micélio crescido nos erlenmeyers foi filtrado em bomba de vacuo,
utilizando papel de filtro, até o ponto em que ndo se observou mais a umidade do papel
de filtro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repetigdes,

sendo cada repeticao representada por um erlenmeyer.

5. Esporulacio de A. euphorbiicola em substratos selecionados

Foram testados os seguintes substratos: palhas de arroz, residuo de café (mistura
de palha e casca de café), folha de mamona triturada e grdo de arroz e os materiais
inertes: Biodac® e vermiculita. Amostras dos substratos foram pesadas (10 g de grio de
arroz e Biodac® e 3 g dos demais substratos), colocados em erlenmeyers de 125 mL,
umedecidos a 80 % com agua destilada esterilizada e autoclavados por 30° a 121°C por
dois dias consecutivos. Foram adicionados quatro mL de meio FL nos erlenmeyers que
continham vermiculita e Biodac®.

Cinco discos de micélio foram semeados assepticamente nos erlenmeyers e
colocados em incubadora a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas sob um conjunto de duas
lampadas fluorescentes (40 W) e duas lampadas de luz negra (40 W). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes, sendo cada repeticdo
um erlenmeyer. Apo6s 10 dias, foi realizada a primeira coleta de esporos adicionando-se
10 mL de agua destilada esterilizada em cada erlenmeyer e, em seguida, foi feita uma
agitacdo vigorosa manualmente. A suspensao obtida foi filtrada em gaze ¢ o nimero de
conidios quantificado como descrito no item 3. Os erlenmeyers foram colocados
novamente na incubadora ¢ o procedimento para a obtencdo da suspensao foi feito a

cada trés dias, totalizando trés coletas.

6. Comparaciao da viruléncia do inéculo de Alternaria euphorbiicola obtido pela
técnica difasica e de substratos solidos selecionados no controle de Euphorbia
heterophylla em condicoes controladas

Plantas de leiteiro com trés a quatro pares de folhas foram inoculadas com uma
suspensdo de conidios (2x10°/mL) obtida em folha de mamona triturada, residuo de café

e pela técnica de fermentacdo difasica utilizando meio FL. Apés a inoculagdo, as plantas
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permaneceram em camara de nevoeiro a 25°C por seis horas ¢ em seguida foram
transferidas para casa de vegetacdo (26+£2°C). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo representada por
um vaso com uma planta. Apos cinco dias avaliou-se o numero de plantas mortas por

tratamento.

7. Sobrevivéncia de esporos de Alternaria euphorbiicola durante a armazenagem
Nesse experimento, os conidios foram obtidos a partir da utilizagdo da
fermentacdo difasica em meio FL. Apds a esporulagdo do fungo, a suspensdo de
conidios foi obtida adicionando-se um dos trés diluentes: a) agua destilada e
esterilizada, b) solu¢do de sacarose 35% esterilizada e c) leite desnatado 10 %
esterilizado. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 15000 g para
sedimentacdo dos esporos que foram retirados do eppendorf com auxilio de uma
espatula, misturados com talco neutro e colocados em placas de Petri abertas no
dessecador a 18 e 26°C por 48 ¢ 24 horas, respectivamente. Apos isso, as mistura foram
colocadas em frascos de vidros e, em seguida, vedados e armazenados tanto em
temperatura ambiente como a 4°C. A viabilidade foi avaliada, mensalmente, pela
porcentagem de germinagdo dos conidios. Uma amostra de cada frasco foi retirada e
misturada com agua destilada esterilizada para a obtencdo da suspensdo de conidios.
500ul da suspensdo foi distribuida em placas de Petri contendo meio Agar-agua que
foram mantidas a 25°C. Apds seis horas, a avaliagdo da germinacdo foi feita como ja
descrito no item 2. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial de trés suspensdes, duas temperaturas de secagem, duas temperaturas de
armazenamento ¢ cinco repetigdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de

Petri.

8. Anélise dos dados
Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo
teste da minima diferenga significativa protegido (Fisher-LSD), com o auxilio do

programa SAS versao 6.12.
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RESULTADOS

Efeito da temperatura no crescimento micelial e germinacdo de Alfernaria
euphorbiicola

O crescimento radial micelial de A. euphorbiicola ocorreu na faixa de 5 a 40°C,
com maximo diametro a 25°C, seguido de 30 °C (Figura 1). Nas temperaturas extremas,
5, 35 e 40°C, o diametro da coldnia foi pequeno. Células clamidospoéricas foram
observadas a 35°C e a esporulagdo do fungo ocorreu entre 15 ¢ 30°C. Os conidios
germinaram entre 5 ¢ 35°C (Figura 2). Entre 15 a 30°C, a porcentagem de conidios
germinados foi acima de 97%. A 35 e 5°C verificou-se 12 e 1% de conidios germinados,

respectivamente. Os esporos ndo germinaram a 40°C.

Didmetro médio (cm)
(9]

5 10 15 20 25 30 35 40

Temperaturas (°C)

Figura 1: Diametro médio radial de A. euphorbiicola KLNO6, sete dias apds o semeio
em meio de cultura CVA na faixa de 5 a 40°C. Médias = cinco repetigdes;
Barra = desvio padrao. Valor de 0,5 cm = tamanho inicial do disco de micélio.
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Figura 2: Efeito de temperaturas na germinagdo de conidios de 4. euphorbiicola.

Esporulacio de Alternaria euphorbiicola em diferentes meios de cultura pela
técnica difasica

Houve diferenca significativa na esporulagdo obtida para os meios testados. A
maior produgdo de conidios/mL foi obtida em meio de folha de leiteiro (16,7x10*/mL)
seguida da obtida em meio Richard (6,7 x10*/mL) e CV (2,5 x10%/mL). Os meios caldo
de abobora (0,9x10* mL) e abobora triturada (0,8 x10%/mL) foram os menos produtivos
(Figura 3). O meio de folha de leiteiro foi adotado, a partir de entdo, como padrdo para a
producao de indculo de 4. euphorbiicola.

Os meios testados na técnica difasica também foram testados para o cultivo em
meio liquido estacionario. No entanto, ndo houve esporulacdo de A. euphorbiicola

nestes meios.

Crescimento micelial de Alternaria euphorbiicola em diferentes meios de cultura
liquidos

O crescimento micelial de 4. euphorbiicola, medidas pela massa do micélial
fresca acumulada, foi diferente de acordo com o meio de cultura testado (Figura 4).
Apenas para o meio FL ndo foi observada a fase estacionaria de crescimento. Nos meios

BC, extrato de malte e levedura e CV o fungo apresentou menor massa micelial fresca
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Figura 3: Numero de conidios de Alternaria euphorbiicola em meios de cultura
utilizando a técnica difasica. Médias = cinco repetigdes; Barras = desvio
padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste Fisher-LSD (a=0,05).
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Figura 4: Curva de crescimento micelial de Alternaria euphorbiicola em seis meios de
cultura liquidos. CV=caldo de vegetais, Rich=Richard, ML= Extrato de malte
e levedura, BD=Dbatata dextrose, BC=batata e cenoura e FL=folha de leiteiro.
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e, portanto sdo menos indicados para a producdo de micélio de A. euphorbiicola. Menor
massa micelial foi obtida em meio de BC caracterizada apenas pelo reduzido
crescimento dos discos de micélio semeados inicialmente. Os maiores valores de massa
micelial fresca foram observados nos meios Richard, FL e BD.

O tempo para a maxima produgdo micelial variou de acordo com o meio testado
(Tabela 1). Dentre esses meios, a maior produgdo micelial ocorreu em meio FL, 240
horas apods o semeio do fungo. Nessa fase, o micélio encontrava-se aglutinado e de
coloragdo escura. A aglutinagdo de micélio foi observada também no meio Richard, mas
este permaneceu com a coloracdo clara. Nos demais meios foi caracteristica a

individualizagdo e a coloracao clara das colénias do fungo.

Tabela 1: Produ¢do maxima micelial de A. euphorbiicola, medida pela massa micelial
fresca em gramas/50 mL de meio, em seis meios liquidos.

Meios de Cultura . P.rodugéo Maxima® . Horas apc';s
(Massa micelial fresca(g) / 50 mL de Meio) o semeio

Folha de leiteiro 3,4874 a 240
Batata dextrose 2,6528 b 144
Richard 2,5162b 192
Caldo de vegetais 1,4474 ¢ 96
Extrato de malte e levedura 0,7945d 96
Batata cenoura 0,2602 d 144

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
® Horas ap6s o semeio onde se observou maior crescimento micelial de 4. euphorbiicola
Coeficiente de Variagdo do experimento: 12,30.

Esporulacio de Alternaria euphorbiicola em substratos selecionados
A producdo total de conidios/g de substrato foi resultado da soma de trés coletas
de esporos. Os dados obtidos sdo apresentados na Figura 5. As maiores producdes de

conidios/g de substrato foi observada nos substratos residuo de café (8x10*/g) e folha

123



10

o
S A
w9 B
—_

2 8

s

2 71

3

77} 6 1

5]

o 5

o0

g C

T 3

= D

S 2-

5]

< 14

o

£ o ‘ ‘

Grao de arroz VermiculitatFL ~ Palha de arroz Biodac + FL Mamona Café

Substratos Selecionados

Figura 5: Producao de conidios de Alfernaria euphorbiicola em substratos selecionados
utilizando-se a fermentagdo sélida. Médias = cinco repeti¢des; Barras = desvio
padrao. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Fisher-LSD
(a=0,05).

de mamona triturada (6,9x10%/g), seguidos por Biodac® + FL (2,5x10%g) e palha de
arroz (1,7x10%g). No substrato grio de arroz e sobre vermiculita + FL ndo se obteve a
esporulagdo de A. euphorbiicola. Em todos os substratos que permitiram a esporulagdo
do fungo, a maior producdo de conidios foi obtida na segunda coleta realizada. O
residuo de café e folha de mamona triturada foram selecionados para avaliagdo da

viruléncia dos conidios produzidos.

Comparacio da viruléncia do inéculo de Alternaria euphorbiicola obtidos pela
técnica difasica e de substratos solidos selecionados no controle de Euphorbia
heterophylla em condicdes controladas

Todas as plantas pulverizadas com as suspensdes de conidios obtidas em folha
de mamona triturada, residuo de café e pela técnica da fermentacdo difésica morreram

cinco dias apos a inoculagao.
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Sobrevivéncia de esporos de Alternaria euphorbiicola durante armazenagem

Os tratamentos utilizados para a obtengdo dos esporos e a temperatura de
secagem influenciaram a porcentagem de conidios germinados ao longo do tempo tanto
no armazenamento a temperatura ambiente como a 4°C (Figura 6). A obten¢do da
suspensdo de esporos utilizando como diluente a solucdo de sacarose 35% foi o melhor
tratamento para manutencdo da viabilidade dos conidios independente da temperatura
de armazenamento. A temperatura de secagem nesse tratamento influenciou na
viabilidade dos conidios armazenados na temperatura ambiente, obtendo-se 94 e 83% de
conidios germinados, quando os esporos secaram a 26 e 18°C, respectivamente. No
armazenamento a 4°C nao foi verificada diferenga entre a porcentagem de conidios
germinados, submetidos a essas temperaturas de secagem (98% e 97%).

A mistura dos esporos com leite desnatado 10% e a secagem a 26°C reduziu a
zero a porcentagem de germinacgdo tanto na temperatura ambiente como a 4°C, aos 30 e
60 dias apds o armazenamento, respectivamente. Entretanto, na secagem a 18°C, a
porcentagem de conidios germinados foi de 70 (ambiente) e 92% (4°C). A viabilidade
dos conidios obtidos em mistura com agua foi baixa em armazenamento no ambiente
(29 e 27%) enquanto que a 4°C observou-se 94 ¢ 75% de conidios germinados quando a

temperatura de secagem foi de 26 e 18°C, respectivamente.
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Figura 6: Efeito das condigdes de armazenamento na porcentagem de conidios de
Alternaria euphorbiicola germinados. LD= leite desnatado 10 %,
Sac = solugdo de sacarose 35 %. Entre paréntese a temperatura de secagem.
A=Ambiente e B=4 °C. Médias = cinco repeti¢des; Barras = desvio padrao.

DISCUSSAO

O didmetro da coldnia de A. euphorbiicola foi maior nas temperaturas de 25°C e
30°C. Outras espécies de Alternaria parecem ter faixa Otima de temperatura para
crescimento equivalente. Alternaria helianthi (Hansf.) Tubaki & Nishihara cresce na
faixa de 18 a 30°C, sendo o 6timo entre 28 ¢ 30°C. Em temperaturas extremas (<15°C
ou >33°C) o crescimento ndo ocorre (Abbas et al., 1995). Em temperaturas altas (40-

45°C) também ndo se observa o desenvolvimento de Alternaria cirsinoxia Simmons e
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Mortensen (Green et al., 2001). Embora houvesse ainda pequeno crescimento radial
micelial e germinagdo dos conidios de 4. euphorbiicola mesmo nas temperaturas mais
baixas e elevadas testadas, o crescimento e a germinagdo foram minimos nestas
condi¢des, indicando proximidade com os limites de valores maximo e minimo de
temperatura tolerada por este fungo.

Para a produgdo de conidios de 4. euphorbiicola em pequena escala, a técnica
difasica utilizando o meio FL nas duas fases foi a mais eficiente. Geralmente, os meios
de cultura liquidos utilizados para o aumento da massa fungica apresentam a mesma
eficiéncia, quando acrescidos de agar, para a producao de esporos (Churchill, 1982). O
uso de extrato de folhas de E. heterophylla estimulou a esporulagio de A.
euphorbiicola. A utilizagdo de decocto de planta hospedeira como matéria prima,
isoladamente ou em combinacdo, com outros ingredientes vem sendo reconhecido como
eficiente para a méaxima producdo de esporos de varios outros fungos utilizados como
agentes de controle biologico. A adigdo de extrato de sementes de girassol ao meio BD
estimulou a esporulagdo e¢ o crescimento de A. helianthi, utilizado no controle de
Xanthium strumarium L. (Allen et al., 1983). Meios de cultura associados ao extrato de
folhas de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms sdo os mais indicados para a esporulacdo
de Alternaria eichhorniae Nag Raj & Ponnappa (Shabana et al., 1995). Ha casos, no
entanto, em que a adi¢do deste ingrediente ndo melhora a esporulagdo do fungo. Wyss et
al. (2001) relatam que a adicdo de extrato de folha de Cyperus rotundus L. nao
estimulou a produgdo de conidios de Dactylaria higginsii (Luttrell) M.B. Ellis. O
segundo melhor meio para a produgdo de esporos de A. euphorbiicola foi o meio
Richard, a base de suco V-8 Agar. O meio de suco V-8* ¢ considerado ideal para a
indugdo de esporulagdo de varios fungos estudados como micoherbicidas (Yu et al.,
1997; Stewart-Wade et al., 1998; Chandramohan e Charudattan, 2001).

A dependéncia dos meios FL e Richard, que produziram os melhores resultados
na produg¢do de inoculo de A. euphorbiicola, em larga escala representariam um
obstaculo para a viabilidade comercial de um micoherbicida. Para um micoherbicida ser
viavel comercialmente, o fungo deve ser cultivado em substratos de baixo custo. O
envolvimento de agar e suco V-8® inviabilizam a utilizagio dos meios FL e Richard
como substrato. Além disso, o leiteiro ¢ uma matéria prima ndo disponivel
comercialmente e seu cultivo para atendimento desta necessidade traria novas
dificuldades para o processo de producdo de um micoherbicida a base de

A. euphorbiicola.
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Na busca por substratos de baixo custo e de facil obtengdo, o residuo de café e
folha de mamona triturada foram os substratos que proporcionaram maior producgdo de
conidios de 4. euphorbiicola. Nao houve também perda de infectividade no indculo
produzido desta forma. A esporulagdo abundante em residuo de café confirma
resultados prévios (Nechet et al, 2001). O processo de fermentagdo solida ¢
considerado potencialmente econémico para a obtencdo de produtos nas industrias
alimenticias, farmacéuticas e agricolas (Ooijikaas et al., 2000), pois o substrato,
geralmente, selecionado ¢ um residuo da agro-industria, que apresenta baixo custo e
facil disponibilidade (Pandey et al., 2000a). O residuo de café é rico em carboidratos,
proteinas, fibras, taninos e cafeina e o percentual de cada constituinte depende do tipo e
da eficiéncia do processo de sua obtengdo, da variedade de café plantada e das
condigdes de cultivo (Pandey et al., 2000b). No Brasil, esse substrato ¢ utilizado para o
cultivo de cogumelos comestiveis, producdo de compostos aromaticos de Ceratocystis
fimbriata Ell & Halst e acido giberélico de Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw.
(Soccol e Vandenberghe, 2002). Esse substrato pode ser também utilizado para a
producdo de conidios de A. euphorbiicola. Entretanto, a padronizagdo do processo de
fermentacdo solida deve ser investigada. O efeito da mistura palha:casca de café em
diferentes propor¢des, o uso isoladamente de cada componente do residuo, a
temperatura de incubagd@o e o papel de outros fatores na producdo e na infectividade e
viruléncia do indculo ainda deve ser melhor estudado.

Outro aspecto observado nesse trabalho foi o processamento e formulagdo em po
de A. euphorbiicola, temperatura de secagem e de armazenamento. Observou-se que
estes fatores influenciam significativamente a viabilidade do produto armazenado. O
uso da solucdo de sacarose 35% para a obtencdo de esporos e a secagem rapida a 26°C
foi o unico processo capaz de manter a viabilidade dos conidios armazenados a
temperatura ambiente acima de 90% apds trés meses. A adicdo de sacarose ao processo
de formulagdo de micoherbicidas vem sendo apontada como eficiente para aumentar a
vida de prateleira do micélio e conidios de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.
(Quimby Jr. et al., 1999) e de conidios de C. truncatum (Schw.) Andrus and Moore
(Connick Jr. et al., 1996).

No armazenamento a 4°C, a viabilidade de conidios acima de 90% foi verificada
nos processos envolvendo solugdo de sacarose (26 e 18°C), agua (26°C) e leite
desnatado (18°C) e a metodologia utilizada parece ndo influenciar a viabilidade dos

conidios nessa temperatura. Temperaturas baixas mantém por mais tempo a viabilidade
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dos propagulos armazenados de C. truncatum (Silman et al., 1993), Alternaria alternata
(Fr.) Keissler e Trematophoma lignicola Petrak (Lawrie et al., 2001). A temperatura de
secagem a 26°C foi deletéria para os esporos misturados com leite desnatado 10%, mas
esse efeito deve ser investigado uma vez que nesse processo ocorreu contaminagdo com
bactérias.

A produgdo e formulagdo de um micoherbicida envolvem varias etapas e
controle rigido de qualidade visando manter a estabilidade e eficiéncia do produto
comercializado. Os resultados aqui apresentados sdo exploratérios, mas com

perspectivas favoraveis quanto a viabilidade de 4. euphorbiicola como micoherbicida.
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CONCLUSOES GERAIS

O isolado KLNOS5 de Bipolaris euphorbiae foi selecionado por ter maior
agressividade em sete das nove populagdes de E. heterophylla testadas, superando os
resultados obtidos com o isolado TAD que vinha sendo utilizado nos trabalhos
desenvolvidos no Parana. Entretanto, a aplicagdo de uma suspensao de conidios numa
concentragio elevada (107 conidios/mL) foi necessaria para causar 80% de mortalidade
da parte aérea das plantas de uma dentre as populacdes testadas. A populacdo
caracterizada como resistente ao fungo ndo foi controlada eficientemente pelo isolado
mesmo nessa concentragdo. B. euphorbiae foi especifico a E. heterophylla. A
germinacdo dos conidios de B. euphorbiae nao foi inibida pela mistura com os
herbicidas atrazine, carfentrazone, fomesafen, glyphosate, glyphosate+carfentrazone e
imazethaphyr.

A produgdo de conidios de Sphaceloma poinsettiae foi inconsistente e seu uso
como propagulo causou menor severidade da doenga nas populagdes de E. heterophylia.
Os fragmentos de micélio deste fungo foram usados como indculo e sua eficiéncia foi
maior quando o micélio foi produzido em meio de cultura liquido de Batata Dextrose.
Entretanto, a viabilidade desses propagulos durante o armazenamento, tanto em
temperatura ambiente como a 4°C declinou rapidamente e apds 25 dias, a maior
porcentagem de ufc viaveis foi de 60 % quando o propagulo foi mantido em suspensao
com agua ou solucdo de sacarose 35% a 4°C. S. poinsettiae foi especifico a

E. heterophylla.
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O isolado KLNO06 de Alternaria euphorbiicola destacou-se como potencial
micoherbicida, sendo capaz de produzir elevada mortalidade da parte aérea em
11 populacdes de E. heterophylla testadas, inclusive a que apresenta resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS, no estaddio de seis a oitos folhas, em que aplicacdes de
produtos quimicos ja ndo resultam em controle. A aplicagdo de uma suspensdo de
2x10° conidios/mL e a exposi¢do das plantas inoculadas a um periodo de seis horas de
molhamento provido até 48 horas apos a inoculagdo foram condigdes suficientes para
ocorrer a morte da parte aérea das plantas. O atraso de inicio do periodo de molhamento
ndo diminuiu a mortalidade da parte aérea do leiteiro, mas aumentou a porcentagem de
rebrota das plantas. Todos os seis estadios testados (de plantula a planta com frutos)
foram suscetiveis ao patdogeno.

O isolado KLNO06 de A. euphorbiicola sobreviveu em hastes de leiteiro
colonizadas localizadas na superficie do solo seco e umido e, quando enterradas apenas
em solo seco. A transmissdo da doenga para as plantulas de E. heterophylla emergentes
ocorreu quando as hastes colonizadas foram mantidas na superficie do solo imido. No
entanto, apenas a infec¢do natural de plantulas ndo foi suficiente para o controle de
E. heterophylla. A aplicagdo de uma suspensdo de conidios numa concentragdo mais
baixa (10* conidios/mL) ndo controlou as plantas previamente infectadas apds a
emergéncia proximo a fonte de indculo (hastes de leiteiro colonizadas por
A. euphorbiicola). A gama de hospedeiros do fungo foi restrita as euforbiaceas
Chamaesyce hirta, C. hyssopifolia, E. heterophylla, E. cotinifolia, E. milii,
E. pulcherrrima e E. tirucali. O fungo poderia ser explorado também para o controle de
C. hirta e E. hyssopifolia, nas quais causou alta severidade da doenca. As oito cultivares
de soja testadas foram imunes a aplicacao de A. euphorbiicola.

A. euphorbiicola controlou eficientemente as populagdes sensiveis e resistentes
aos inibidores da ALS, sem restricdes ao estadio fenologico de E. heterophylla, ¢ o
controle obtido foi equivalente aos dos herbicidas fomesafen, carfentrazone e atrazine
em plantas com até cinco folhas e ao do herbicida glyphosate em plantas com cinco a
10 folhas. Nesse estadio, verificou-se que o controle pelo fungo foi superior aos
produzidos por imazethaphyr e fomesafen. O efeito do herbicida fomesafen foi
melhorado pela mistura com o fungo e essa mistura controlou as plantas em estadio
mais avangado quando o herbicida isoladamente ndo o faria. A mistura do fungo com
glyphosate permitiu a antecipag@o do controle pelo produto. O controle das populagdes

foi mais rapido e eficiente quando se utilizou A. euphorbiicola isolado do que em
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mistura com imazethaphyr. Esse produto retardou o processo de infec¢do do fungo e sua
eficacia em controlar a populacéo resistente a ALS. A aplicacdo da mistura resultou em
morte das plantas de soja.

A técnica difasica foi apropriada para a produgdo de inodculo de A. euphorbiicola
e a adicdo de extrato de folha de leiteiro estimulou a esporulagdo do fungo em meio
agarizado e 0 aumento da massa micelial fresca em meio liquido. Os substratos sélidos,
residuo de caf¢ e folha de mamona, foram adequados para a obtencdo de indculo do
fungo, em substituicdo ao meio agarizado. A obtengdo da suspensdo de esporos
utilizando-se sacarose 35% seguido de secagem a 26°C por 24 horas foi o Unico
tratamento capaz de manter a viabilidade dos conidios acima de 90% apoés trés meses de

armazenamento na temperatura ambiente.
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