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INTRODUGAO GERAL

A regi&o Sul é um dos grandes pdlos produtores de alimento do Brasil,
especialmente grdos, dos quais a sociedade exige, cada vez mais, maior qualidade,
junto com a preservagio dos recursos naturais nos agrosistemas. No contexto, o
controle biol6gico é uma das alternativas que melhor se ajusta para a substituicio dos
produtos quimicos utilizados no controle de pragas, de'doengas e de plantas daninhas,
ao f;utilizar patégenos existentes no meio ambiente, otimizando as condicdes para que
estes se desenvolvam com maior agressividade sobre seus alvos, permitindo a
implantagdo de uma agricultura autosustentavel.

As comunidades infestantes, frequientemente, s&o muito diversificadas nas
condigdes do Sul do Brasil, 0 que constitui uma séria limitagdo & implantagéo do
controle bioldgico em areas agricolas. No entanto, as possibilidades de utilizacéo
aumentam a medida que este tipo de controle atinge alvos de destacada importancia,
tais como espécies selecionadas pelas medidas de controle disponiveis e que formam
densas infestages monofiticas, espécies recentemente introduzidas e que sao perigos
potenciais de infestagbes futuras, espécies que desenvolveram resisténcia a
detIerminado herbicida e espécies que causam problemas especificos a uma
determinada cultura ou ambiente. O controle biolégico, também, tem grandes
possibilidades de ser aplicado complementando o espectro de acdo de certas
modalidades de controle de plantas daninhas, especialmente o controle quimico. Com
o] desenvolwmento da agricultura autosustentavel, o controle biolégico € uma arma
fundamental no estabelecimento dos circuitos de retrocontrole do agrosistema.

Rossman (1992) relata a existéncia de uma grande variedade de fungos
presentes em plantas daninhas, e que estes podem ser usados como agentes do
controle biolégico das mesmas. Desse modo, deve-se considerar, principalmente, o



local e a distribuigéo da planta daninha, seu ciclo de vida e a necessidade de controle
econdmico através de medidas de mansjo.

Segundo Souza (1991), os fungos sdo os principais agentes biolégicos
utilizados para controle de plantas daninhas. O seu uso como agente bioldgico é
atrativo, porque estes organismos, além de serem encontrados em quase todos os
lugares, sdo altamente especificos, destrutivos, persistentes e podem ser prontamente
produzidos "in vitro". A presenga de doencas fingicas, causando danos as plantas
daninhas, é freqiiente no Sul do Brasil, principalmente no periodo primaveralverao,
quando ocorrem o maior nimero de espécies daninhas, que provocam danos as
Culturas de milho, de arroz, de soja e de feijéo, espécies de grande expressdo
econbmica para a regido. Por outro lado, as condigbes ambientais reinantes neste
periodo, sdo propicias ao desenvolvimento de fungos fitopatogénicos, tornando
poslbive'l a implantagdo de um programa de controle biolégico de plantas daninhas,
baseado na utilizagio de fungos fitopatogénicos.



REFERENCIAL TEORICO

Atualmente o custo do controle quimico de plantas daninhas nas culturas de
milho, de soja, de feijdo e de arroz, podem representar cerca de 30% do custo de
produgéo. Somente na regido Sul, onde sdo cultivados mais de 6,0 milhSes de hectares
com estas espécies, o controle de plantas daninhas com o emprego de herbicidas
representa um custo de, aproximadamente, 165 milhdes de ddlares anualmente, além
distp, tem-se o efeito negativo destes produtos no meio ambiente. Portanto, o controle
bioiégico € uma alternativa para o controle de plantas daninhas (Inman, 1971), através
de égentes que possuam alta especificidade e que causem danos a espécie daninha.

Assim como as plantas cultivadas, as plantas daninhas sdo afetadas por
patégenos especificos. Este fato tem sido pesquisado e explorado como mais uma
alternativa para o controle integrado de plantas daninhas (Templeton, 1982) .

" Segundo Templeton et al. (1979), o termo micoherbicida é utilizado para
identificar o herbicida biologico & base de fungo. Schoréeder, citado por Rodrigues
(1985) e Inman (1971), chamam a atengdo que um agente efetivo no controle de
espécies daninhas deve reduzir a capacidade produtiva, competitiva e vigor das
plantas, sem a necessidade de mata-las. O uso de patégenos especificos é bastante
atrativo, por se multiplicarem naturalmente a partir de uma pequena quantidade
introduzida, disseminando-se posteriormente na area de forma rapida e segura (Inman,
1971).

Diversos autores tém relatado a potencialidade do controle biolégico de
plantas daninhas com fitopatégenos (Daniel et al., 1973; Boyette et al., 1979;
Teni'npleton et al., 1979; Walker e Sciumbato, 1979; Walker, 1981a,b; Charudatan e
Walker, 1982; Smith JR., 1986).

Conforme Spurr Jr. e Van Dike (1982), quatro aspectos devem ser considerados
na pesquisa de controle biolégico de plantas daninhas. O primeiro é em relagdo a



selégéo da planta daninha alvo do controle. Deve considerar-se se a planta daninha foi
introduzida ou € nativa, se o controle é viavel economicamente, se o ambiente é
favoravel ao desenvolvimento natural da doenca e, também, se é possivel de ser
realizado. O segundo refere-se a sele¢éio do fungo patogénico, que deve ser escolhido
baseando-se em informagdes obtidas a partir de levantamentos fitossanitarios, da
intensidade da doenga nas plantas daninhas, de discussdes com pesquisadores e, de
experimentos conduzidos, principalmente, no campo. O terceiro é em relacéo a escolha
ou a selegéo da estratégia de controle mais adequada a determinado local ou regiao.
Finalmente, o quarto aspecto a ser considerado, baseado nos estudos e em
experimentos dos trés aspectos anteriores, relaciona-se a continuidade ou ndo do
projeto de controle biolégico, analisando-se as seguintes situagGes: se 0 mesmo
obteve sucesso ou foi pouco eficiente; se retardou o crescimento ou eliminou a planta
danlnha em questao, sob condigdes economicamente viaveis e; se pode ser usado
como parte de um programa de manejo integrado.

Segundo Souza (1991), os principios que devem ser considerados na
selegdo do agente biolégico s&o: seguranga de que o agente biolégico ataque somente
a espécie alvo do controle; selego do agente bioldgico em regibes climaticamente
similares aquelas nas quais sera introduzido; e, finalmente, que o controle deve ocorrer
nathralmente.

A principal vantagem do controle biolégico é que o fitopatégeno, uma vez
estabelecido, pode manter a populacdo de uma espécie abaixo do nivel de dano
econdmico. Weidemann e Tebeest (1990) afirmam que os riscos sdo bem menores
quando os patégenos introduzidos sdo nativos. Quimby e Walker (1982) relatam que
patiégenos nativos podem ter sua eficiéncia melhorada quando manipulados, como
agentes para o controle biolégico de plantas daninhas, do que quando ocorrem
normalmente na natureza sem a interferéncia do homem.

E Depois do custo de desenvolvimento inicial, 0 custo anual da medida de
controle biolégico é mais baixo do que aquelas medidas de controle anualmente
repetldas.



Para algumas espécies importantes e onde outros métodos de controle
falharam, o controle biolégico tem dado bons resultados. De fato, este método tem sido
empregado somente quando os outros métodos s3o impraticaveis ou falharam.

Weidemann e Tebeest (1990) citam que as principais desvantagens do
controle biologico incluem: dificuldade em se encontrar o agente biolégico que
efetivamente suprima uma populagdo, mas que ndo represente ameaca a outras
espécies; se a espécie a ser controlada em um local, ndo é uma planta desejada em
outro e; se o controle biolégico é bem especifico e ndo controla um complexo de
espeécies.

Em alguns casos, o controle biolégico de plantas daninhas pode representar
uma ameacga, por néo existir garantia absoluta de sua seletividade apenas 2 planta
alvo do controle. O ponto critico esté baseado na selegio do agente bidtico em atacar
selétivamente a espécie, sem causar danos a outras plantas. Portanto, o ponto
decisivo na escolha do agente bioldgico é o fator especificidade (Souza, 1991).

O grande nimero de espécies de fungos fitopatogénicos, que causam danos
as plantas daninhas, presentes em condigdes de campo, na regido Sul, demonstra que
encontram um ambiente com condicdes propicias para a implantagéo de um programa
voltado ao controle bioldgico. Como problema, encontra-se o desconhecimento do
comportamento destes patégenos sobre culturas econdmicas e plantas silvestres de
interesse ecolégico.

O controle biolégico de plantas daninhas, com a utilizag@o de fungos é uma
linha de pesquisa recente no Brasil. Em sua maioria, referem-se a relatos ou
levg’ntamentos de organismos predadores ou parasitas, como uma primeira etapa no
desenvolvimento de micoherbicidas.

No Centro Nacional de Pesquisa de Soja iniciou-se, na década de 80, um
programa de controle de leiteiro (Euphorbia heterophylla) com a utilizagdo de
Bipé)laﬁs euphorbiae, encontrado sobre esta espécie daninha, causando manchas
foliéres. Além deste trabalho, os esfor¢os no sentido de buscar solugdes, para controle
biolbgico no pais, sdo poucos. Pitelli et al. (1993), em Jaboticabal - SP, estuda a
poséibilidade de utilizagéo de Altemaria cassiae e Pseudocercospora nigricans, no



controle do fedegoso (Cassia obtusifolia) e Figueiredo et al. (1993), em Brasilia - DF,
estudam o potehcial de Cercospora sp. para o controle de tiririca (Cyperus rotundus).

Estudos também estdo sendo feitos por Oliveira e Bezerra (1991) na Bahia,
no Centro de Pesquisa do Cacau - CEPLAC, realizados com a finalidade de proceder
levantamento, identificagéo e conservaggio de microrganismos patogénicos as plantas
daninhas da regi&o cacaueira, visando sua posterior utilizagio no controle biolégico
dessas invasoras. Foram isolados os fungos Nigrospora oryzae de Bidens pilosa;
Cercospora sp. de Croton lobatus; Mycovellosiella sp. de Sida sp.; Curvularia lunata de
Digitaria horizontalis, entre outros.

Destes estudos, segundo Pitelli et al. (1993), surgiram alguns organismos
com possibilidades futuras, como por exemplo Cercospora sSp. para o controle de
Cyperus rotundus, Alternaria cassiae para Cassia obtusifolia, Curvularia sp. para
Riéhardia brasiliensis e Helminthosporium euphorbiae para Euphorbia heterophylia.
Este Gltimo & resultado do trabalho desenvolvido como biocherbicida no Brasil (Yorinori,
1985; Gazziero et al., 1988a,b; Gazziero et al., 1989a,b,c,d,e; Gazziero et al., 1993a,b
e Gazziero e Yorinori, 1993).

S&o poucos os trabalhos de controle biolégico de plantas daninhas relatados
na América do Sul. Ripa e Rojas (1994) citam a introdugéo do fungo Uromyces
galégae, para o controle de galega (Galega officinalis) pela Universidade Austral em
1972. Sanson e Rodrigues (1984) e Cordo (1992a,b), na Argentina, relatam que em
1982, foi introduzida da Itédlia o fungo Puccinia chondrillina, para o controle de
Chondirilla juncea, sendo liberada em 1984, na provincia de Buenos Aires e que esta se
estébeleceu com dificuldade, razdo pela qual, este projeto foi abandonado.
Reéentemente Cordo (1992a), identificou o fungo Sphacelotheca holci, entretanto -
pouco se avangou nesta area até o momento.

O controle biolégico desperta grande interesse nos paises desenvolvidos.
Nos: EUA, o Departamento de Agricultura iniciou, em 1965, um estudo sobre a
viaﬁilidade de fitopatdgenos no controle de plantas daninhas (Inman, 1971). Dessa
forrﬁa, segundo Bowers (1982), atualmente pesticidas microbioldgicos podem ser
patenteados, o que torna atrativo o esforgo de pesquisa neste sentido, ja que a
corrjercializa;éo do prdprio produto desenvolvido servira para o financiamento de
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novos projetos. Templeton (1982), apresenta uma lista de 42 projetos, entre os quais
se destacam o uso de Collefotrichum malvarum, para o controle de guanxuma (Sida
spinosa), C. ipomoea no controle de Ipomoea hederacea e Puccinia xanthii no controle
de Xanthium sp.

Alguns exemplos de sucesso no controle de plantas daninhas devem ser
citados.

Inman (1971), utilizando Uromyces rumicis no controle de Rumex crispus,
obteve uma redugédo de 85% na produgdo de matéria seca desta espécie daninha. Na
Fiérida (EUA), j& ha alguns anos, linhagens nativas de Alternaria cassiae vém sendo
desenvolvida para o controle de Cassia obtusifolia, segundo Pitelli et al. (1993). O uso
de patdgenos especificos, segundo Gabrielson (1988), é bastante atrativo, pois se
multiplica rapidamente a partir de uma pequena quantidade, disseminando-se
rapjdamente,, no meio, sobre a espécie daninha. As condigdes climaticas,
priricipalmente a agua liquida na superficie das folhas, s&o os fatores fundamentais no
sucesso da infecc&io e disseminagdo de fitopatégenos segundo Fernandes e Hendrix
(1986).

Segundo Templeton (1982), Rodrigues (1985); Hasan (1986) e Barreto
(1991), séo os seguintes métodos utilizados em controle biolégico de plantas daninhas:

1 - Método classico: consiste na introdugdo de um patégeno isolado de uma
planta daninha, vegetando no centro de origem e uso posterior, em outra area onde
esta espécie de planta tiver se tornado daninha. A persisténcia e a eficiéncia da
disperséo natural do patdgeno sdo de vital importancia para o sucesso na supresséo
dasé plantas daninhas.

Certos organismos fitopatogénicos nativos, como as ferrugens e os carvdes,
nao podem ser produzidos em meios artificiais ou obtidos em grandes quantidades.
Deste modo, € dificil sua utilizagdo no controle biolégico inundativo. No entanto, o
potencial de in6culo natural pode ser aumentado a partir de fontes naturais,
tipicamente a partir das plantas daninhas. Alguns autores mostraram a viabilidade de
obtencdo de niveis significativos de intensidade da doenga apds a coleta inicial do
inéculo em plantas infectadas com a posterior multiplicagdo e reaplicagdo. Massion e
Lindow (1986) e Phatak et al.'(1986) mencionaram a viabilidade deste procedimento no



controle Dbiolégico do capim massaramba (Sorghum halepense) pelo uso de
Sphacelotheca hoici e de tiririca amarela (Cyperus esculentus) utilizando Puccinia
canaliculata, respectivamente. Watson e Clement (1986) relatam a existéncia de
ferrugens como possiveis agentes no controle biolégico de espécies do género
Centaurea. Diferentes espécies de ferrugens foram avaliadas no controle de Euphorbia
esula, Carduus nutans e Centaurea solstiliales por Bruckart e Dowler (1986).

O carvéo, Entyloma compositarum (descrito como uma nova espécie E.
ageratinae), proveniente da Jamaica, desempenha uma importante alternativa de
controle de Ageratina riparia nas florestas e campos do Hawai (Trujillo et al., 1988).
Outro fungo causador de ferrugem, Puccinia carduorum, nativo da Turquia, foi
introduzido em 1987 na Virginia (EUA) para controle de Carduus thormeri, As primeiras
evidéncias de sucesso no estabelecimento do fungo comegaram a se tornar claras em
mer:ﬁos de um ano (Bruckart et al., 1988). Outras plantas daninhas que estéo sendo
trabalhadas para controle bioldgico cléssico com patégenos séo Euphorbia esula e
Centaurea solstitialis (Bruckart e Dowler, 1986).

2 - Método de bioherbicida: pela distribuicio efou redistribuicdo periddica de
fitopatégeno nativo ou exético, que & submetido a multiplicagéo massal e aplicado em
areas infestadas pela planta daninha como se fosse um herbicida comum. Este método
tem: recebido alguma atengdo, principalmente quando se utilizam patégenos nativos.
Tem sido melhor usado para o controle de plantas daninhas anuais em areas onde o
controle imediato é desejado.

Segundo Schroth e Hancock (1981), os micoherbicidas devem ser aplicados em
dos;agens massivas para coincidir com o estadio de maior suscetibilidade da planta
daninha hospedeira.

Os patégenos de plantas daninhas usados como micoherbicidas tém um
grande potencial para utilizagdo no controle de plantas dificeis de serem controladas
em culturas anuais onde a especificidade, a rapidez e o controle completo sdo
reqderidos (Templeton et al., 1979).

Alguns exemplos de sucesso no uso comercial de micoherbicidas tém sido
encontrados na literatura.



Os primeiros micoherbicidas comercializados foram Collego (fungo
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene no controle de Aeschynomene
virginica)(Bowers, 1986); DeVine (Phytophthora palmivora no controle de Morrenia
odotara)(Kenney, 1986) e BioMal (Colletotrichum gloeosporioides f. sp. ~malvae no
coritrole de Malva pusilla)(Figueiredo, 1994), nos Estados Unidos e Canadé, que
despertaram o interesse de empresas envolvidas nas &reas farmacéuticas, de
biotecnologia e industria agroquimica a investir nesta tecnologia.

O método cléssico, por outro lado, resulta no desenvolvimento de produtos
comerciais e projetos explorando este método e dependem, freqientemente, de verba
governamental, nem sempre disponivel (Bowers, 1986; Kenney, 1986; Templeton,
1986; Barreto, 1991; Souza, 1991; Whitten e Oakeshott, 1991: Tebeest et al.,, 1992),
além de serem lentos e n&o reduzirem as invasoras & um nivel abaixo do limiar
econémico (Templeton et al., 1979).

As condigbes ambientais s&o os principais fatores determinantes do sucesso
dos micoherbicidas, uma vez que os agentes utilizados exigem longos periodos de
molhamento (orvalho ou chuva) para infecgdo das plantas daninhas, fato constatado
por Fernandes e Hendrix (1986). Os autores citam também que as condi¢bes
climaticas, principalmente a &gua livre na superficie das folhas, é também um fator
impbrtante no sucesso da infecgdo. As dificuldades de controle, resultantes de
aplicagbes em condigdes de clima seco, podem ser evitadas ou diminuidas pela
utilizagéo de formulages em solugfio inversa. Deste modo pode ser resolvida a
necessidade de periodo longo de molhamento foliar requerido para a complementagéo
dos, processos de germinagéo e de infecgéo de esporos de Alfernaria sp. (Amsellen,
1990).

Necessita-se para o desenvolvimento dessas formulagbes, conhecer as
exigéncias em periodo de molhamento, pelos agentes utilizados no biocontrole, e as
caracteristicas de cada formulag&o, alcangando dessa forma, o sucesso do programa.

O desconhecimento de métodos praticos de isolamento, de multiplicacéo, de
conservacdo, de preparo e aplicagdo destes fungos, bem como as condigdes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento e disseminagdo destes organismos, visando
sua utilizagéo como micoherbicidas, devem ser esclarecidos.
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Nenhum trabalho foi desenvolvido ainda sobre a ocorréncia de doencas
fingicas em plantas daninhas no estado do Rio Grande do Sul. Um levantamento para
se conhecer as espécies de fungos com potencial de uso é de importancia fundamental
como 0 primeiro passo no desenvolvimento de micoherbicidas, no Sul do Brasil.
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RESUMO

Em levantamento feito em lavouras de cereais de inverno, de milho e de
soja, no Planalto Médio do Rio Grande do Sul, procurou-se identificar os patdégenos
que atacam as principais plantas daninhas. As plantas com sintomas de doencas foram
coletadas e trazidas ao laboratério para identificagcdo de sua espécie botanica e
isolamento ou identificagdo do agente causal. Sobre dezessete espécies vegetais
encontrou-se trinta e duas espécies de fungos patogénicos. A espécie de planta
daninha na qual observou-se a maior intensidade de doenga foi Rumex obtusifolius,
seguida de Euphorbia heterophylla. Nessa Ultima espécie destacaram-se os fungos dos
géneros Sphaceloma, Melampsora e Bipolaris. Estes apresentaram potencial de uso
para desenvolver-se um herbicida biolégico. Em quicuio (Pennisetum clandestinum)
tem potencial de uso o fungo Bipolaris bicolor e em Rumex obtusifolius uma espécie de
fungo ainda n&o identificada. Encontrou-se algumas espécies de plantas daninhas
como hospedeiras de fungos patogénicos de espécies de importéncia econdmica.
Esses fungos foram Pyricularia grisea, Claviceps purpurea e Alternaria brassissicola.
Esses hospedeiros secundarios devem contribuir para a sobrevivéncia e para a
continuidade do ciclo biolégico desses patdgenos.
Palavras-chaves: doengas, plantas daninhas, patdgenos, ocorréncia.
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ABSTRACT
MEDEIROS, C.A.; REIS, E.M.; SOUZA, P.E. de. Survey of patogenic fungi in weeds in
Planalto Médio of the state of Rio Grande do Sul.

In survey carried out in the region of Planalto Médio of the state of Rio
Grande do Sul several farms of small grains, corn, and soybeans were visited looking
for ‘disease symptoms on the main weeds. Plants showing disease symptoms were
colected and brought to the laboratory to identify their botanical species and isolate or
identify the pathogenic fungi. Thirty-two pathogenic species of fungi were found on
seventeen weed species. Both milk-weed, Euphorbia heterophylla, and Rumex
obtusifolius weed plants showed the most severe disease symptoms. In relation to E.
heterophylia should be stressed the fi inding of fungi of the genera Sphaceloma,
Melampsora and Bipolaris. Those were the fungi that showed the highest potential to
be used as a biological herbicide. In kikuio grass (Pennisetumn clandestinum) the most
pathogenic fungus found was Bipolaris bicolor. On Rumex obtusifolius an unidentified
fungus was also found. It was found some weeds as secondary hosts of pathogenic
fungi of cultivated crops. These fungi were Pyriculania grisea, Claviceps purpurea, and
Alternaria brassissicola. Such secondary hosts should be an important source of
moculum to assure the biologic cycle of these pathogens and their survival.

INTRODUGAO
As plantas daninhas quando vegetam juntamente com as espécies
cultivadas interferem no desenvolvimento destas, reduzindo-lhes a produgdo. Estima-
se que as perdas ocasionadas pela interferéncia das plantas daninhas no Brasil sejam
em torno de 20 a 30 %. Além da redugdo quantitativa da produgdo, esta pode ser
quaiitativamente depreciada pela contaminagdo dos gr3os colhidos com sementes e
com restos de plantas daninhas (Lorenzi, 1994).
' O controle de plantas daninhas nas culturas de soja, de milho, de feijgo e
de trigo, tem sido realizado, principalmente, através da utilizagéo de herbicidas, o que -
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pode representar um acréscimo, cerca de 30% ou mais, no custo de produgao.
Somente na regiéo Sul do Brasil, onde s&o cultivados mais de 6,0 milhdes de hectares
com estas culturas, o controle quimico de plantas daninhas com o emprego de
herbicidas, representa um custo de aproximadamente 165 milhdes de doélares,
anualmente. |

Além do aumento do custo de produgdo, o uso indiscriminado destes
produtos quimicos tém sido uma ameaca ao ecosistema e a espécie humana. Por estes
motivos, tém motivado os pesquisadores a buscarem novas alternativas, como o
controle biolégico.

O controle biolégico de plantas daninhas utilizando agentes fitopatogénicos
consiste na reducio da densidade, da capacidade reprodutiva e do vigor dessas
plantas abaixo do nivel econémico de danos, sem prejudicar outras espécies
(Schorteder, citado por Rodrigues, 1985; e Inman, 1971).

Inman (1971) relata que o controle biolédgico € uma alternativa para o
controle de plantas daninhas, através de agentes que possuam alta especificidade e
que causem danos suficientes a planta.

Os fungos sdo os principais agentes biclégicos para controle de plantas
daninhas. O seu uso como agentes bioldgicos & atrativo, porque estes organismos,
além de serem facilmente encontrados, s&o especificos, destrutivos, persistentes e
podem ser produzidos “in vitro" (Souza, 1991).

| Rossman (1992) relata a existéncia de uma grande variedade de fungos
presentes em plantas, e que estes podem ser usados como agentes do controle
biolégico de plantas daninhas. Desse modo, deve-se considerar, principalmente, o
local e distribui¢io da planta daninha, seu ciclo de vida e a necessidade de controle
econdmico através de medidas de manejo.

| Segundo o relato de Templeton (1982), entre os grupos de patégenos mais
estq'dados em controle bioldgico de plantas daninhas estdo os fungos, com 71
espécies, seguidos das bactérias (3 espécies), dos nematdides (3 espécies) e dos
virus (6 espécies). )

O objetivo deste trabalho foi proceder a identificagdo de fungos,
especialmente os com maior potencial patogénico, em plantas daninhas ocorrentes nas
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principais culturas, para sua possivel utilizacdo em controle bioldgico, no Planalto
Médio do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Com o propésito de encontrar-se plantas daninhas apresentando sintomas
de doengas, foram feitas visitas periddicas, no periodo entre julho de 1994 a julho de
1995, a dreas com culturas de importancia econémica, como milho, soja e trigo, no
Planalto Médio do Rio Grande do Sul. As espécies coletadas foram levadas ao
Laboratério de Fitopatologia da Faculdade de Agronomia da Universidade de Passo
Fundo (Passo Fundo - RS, 28°15'S, 52°24'W ¢ 684 m de altitude), onde foram
fotografadas e feita a sua classificagdo botanica baseando-se nos trabalhos de
Cronquust (1981), Kissmann e Groth (1991/1995) e Lorenzi (1991, 1994).

As espécies de plantas daninhas apés classifi icadas, foram acondicionadas
em sacos de papel com tamanho de 40 x 20 cm, e catalogadas no Laboratério de
Fitopatologia da Faculdade de Agronomia da Universidade de Passo Fundo.

| A primeira tentativa de identificagdo do fungo, agente causal da doenga, foi
feita pela remog&o de suas estruturas logo que recebeu-se o material no laboratério.

Quando néo foi possivel identificar-se imediatamente o fungo, utilizou-se o
método de esporulagéo induzida, que consistiu na colocagao do material numa camara
umida. Para isso, utilizou-se uma placa de Petri com papel de filtro esterilizado
coldcado no fundo da placa, umidecido com agua destilada-esterilizada e sobre o qual
colocou-se o material, com cerca de 2 cm de didmetro.

Nos isolamentos, foram utilizados os métodos descritos por Fernandez
(1993) adaptados para cada patossistema. Naqueles em que foi necessario proceder-
seo isolamento, utilizou-se o método de crescimento do micslio para organismos que
néo frutificam prontamente no tecido do hospedeiro efou sdo localizados basicamente
nos: tecidos internos, ou se encontram na presenga de contaminantes. A técnica
utilizada foi adaptada de acordo com o tipo de material. Foi feita a lavagem do material
em agua corrente com detergente, enxaguando-o depois em agua destilada-
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esterilizada e deixado secar. O tecido infectado foi cortado em pedacos de, no maximo,
2 mm de didmetro e imerso em hipoclorito de sodio comercial a 1%, durante 2 a 3
minutos para a desinfestagdo. Logo apds, as porcbes de tecido infectado foram
colocadas em &gua destilada-esterilizada para retirar o excesso de hipoclorito e entao
colocadas sobre papel de filtro esterilizado para secagem.

Utilizando-se uma pinga esterilizada, colocaram-se cinco pedacos
dispostos, equidistantemente, em cada placa de Petri, com didmetro de 9 cm, contendo
meio batata-sacarose-agar (BSA) + o antibiético (A) quemicetina, a fim de obter-se
coldnias puras do patogeno. Prepararam-se cinco placas de Petri, com 9 cm de
diametro, totalizando 25 pedacos de tecido foliar infectado por espécie.

ApoGs o plaqueamento, o material foi incubado a temperatura de 25+2°C,
sob as seguintes condigdes luminosas: alternancia de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro. No interior da cdmara de crescimento a fonte luminosa consistiu de 3 tubos
fluorescentes General Eletric de 40 watts, luz do dia, r 40 ID distantes 45 cm da
superficie das placas. O periodo de incubacao foi em torno de 7 a 10 dias para induzir
a esporulagdo do fungo.

Uma vez tendo ocorrido o crescimento micelial do fungo, foi feita a sua
repicagem e a mantidas colénias puras do patégeno. Para isto, foram transferidos, das
placas de Petri, pedagos do meio contendo a cultura pura, para tubos de ensaio com
15 cm de altura x 1,5 cm de diametro, contendo meio BSA + A. A incubacéo foi feita
conforme metodologia descrita anteriormente. Tendo-se desenvolvido as colénias, os
tubos foram mantidos em geladeira a 4°C.

Para a identificagao, foi selecionado o fungo de maior incidéncia nas cinco
placas de Petri. Foram preparadas laminas de microscopia flambadas, contendo uma
gota de azul de algodao para fungos hialinos ou lactofenol para esporos de coloragéo
escura, com as estruturas do patégeno retiradas do material desenvolvido e sob as
quais foi colocada a laminula esterilizada, e examinadas em microscopio 6tico. A
identificacdo do género e/ou da espécie foi baseada em comparacdes do material
examinado com a morfologia dos esporos contidos em desenhos e em descrigdes na
literatura (Ellis, 1971; Ou, 1972; Barnett, 1987).
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No caso de ferrugens, o material foi enviado ao Dr. Mario Barreto
Figueiredo do Instituto Bioldgico - SP, para a identificaggo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A lista das espécies vegetais de plantas daninhas com as respectivas
familias, 0 nome comum da doenga, bem como os patdégenos sobre elas encontrados
sdo apresentados na Tabela 1.
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...continuagéo

BOTANICA Nome comum Nome cientifico AGENTE ETIOLOGICO
Euphorbiaceae Leiteiro Euphorbia heterophylla L.  Bipolaris euphorbiae

Colletotrichum sp.
Melampsora sp.
Sphaceloma sp.
Microsphaera euphorbiae
Virus do mosaico do leiteiro

Malvaceae Guanxuma Sida rhombifolia L. Alternaria sp.
Puccinia malvacearum Bert. ex
Mont.

Oxalidaceae Trevo azedo Oxalis corniculata L. Puccinia oxalidis
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FAMILIA HOSPEDEIRO

BOTANICA ~ Nomecomum  Nome cientifico
‘Poaceae” Azevém | Lolium muftifiorum Lam.
Milha Digitaria spp.
Papuéa Brachiaria plantaginea
(Link) Hitch.
""""""""" Quicuio  Pennisetum clandesfinum
Hochst.
"Polygonaceae  Ervade bicho | Polygonum persicania L.

Lingua-de-vaca Rumex obtusifolius L.

AGENTE ETIOLOGICO
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Claviceps sp.
Pyricularia sp.
Drechslera sp.
Pyricularia sp.
Bipolaris sp.

Pyricularia sp.

Sphaceloma sp.
Oidio/mildio (?)
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Familia Apiacea

Caraguata (Eryngium sp.)

O caraguatd, Eryngium sp., é uma espécie infestante de campos nativos.
Em algumas situagSes a sua populacéo elevada reduz a disponibilidade de pasto
nativo. Dessa espécie isolou-se o fungo Alfernaria sp. Em teste de patogenicidade o
agente causal se mostrou fraco.

Familia Compositae

Erva santana (Eupatorium sp.)

A erva santana, Eupatorium sp., & uma planta arbustiva, invasora de
campos nativos no Planalto Médio do Rio Grande do Sul. O Unico fungo isolado foi
Altemana sp. a partir de lesdes foliares, apresentando baixa incidéncia.

Falsa Serralha (Sonchus sp.)

Nessa espécie foi identificado um fungo do género Oidium. Trata-se de um
parasita biotréfico, pois as plantas, apesar de terem as folhas completamente
recob;ertas com o patégeno, n&o mostraram evidéncia de estarem sendo prejudicadas
pelo parasitismo.

Maria mole (Senecio brasiliensis Less.)

O Senecio brasiliensis, conhecido popularmente por maria-mole, é uma
planta daninha de pastagens e de areas de agricultura onde se pratica o pousio de
inverrjo. Dessa planta, isolou-se o fungo Alfernaria sp. a partir de manchas necréticas
localizadas nas folhas. Os sintomas encontrados eram de baixa intensidade, o que
evidéncia o baixo potencial patogénico desse fungo. Desse hospedeiro, identificou-se
também a ferrugem causada por Coleosporium tussilaginis. Essa ferrugem é de
ocorréncia comum em maria-mole, tendo sido encontrada, praticamente, em todas as
lavour!as amostradas. Esse patégeno tem potencial para uso em controle biolégico.
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Pic&o (Bidens pilosa L.)

No picdo, B. pilosa, se encontrou com freqtiéncia lesdes foliares negras,
irregulares e com 1 a 2 cm no maior comprimento, das quais se isolou Alternaria sp. A
patogenicidade foi muito dificil de ser demonstrada, o que evidenciou ser um patégeno
fraco e que deve exigir condi¢des especificas de duragdo do molhamento foliar e de
temperatura para a infecg@io. Juntamente com Colletotrichum sp., isolado de ramos,
Alternaria sp. néo apresentam potencial de uso.

Serralha (Sonchus oleraceus L.)

Uma outra espécie de planta daninha n&o muito importante é a serralha, S.
oleraceus. Dessa espécie foi isolado o fungo Alternaria sp. de lesSes necréticas pardo
cinzas, com anéis concéntricos. Esse fungo mostrou-se com baixa patogenicidade.

Familia Convolvulaceae

Corriola (l[pomea sp.)

A corriola é considerada uma importante planta daninha de cereais de
invemo (Reuni&io, 1995). Foram encontradas, neste hospedeiro, trés ferrugens:
Coleosporium ipomeae, Puccinia crassipes, e Uromyces vicinus. Ndo se observou
potef‘wcial destrutivo destas ferrugens nas lavouras visitadas nesse levantamento. Por
isso,. como tratam-se de parasitas obrigados ou biotréficos (Federation, 1973) o
desenvolvimento de um micoherbicida com estes patégenos deve ser uma tarefa dificil.

Outro fungo isolado de corriola foi Alfernaria sp. Esse fungo causava lesfes
foliarbs com baixa intensidade.

Familia Cruciferae

Nabiga (Raphanus raphanistrum L..)

A nabiga, R. raphanistrum, é também uma importante planta daninha,
prihcilpalmente, de lavouras onde se cultivam cereais de inverno (Reunio, 1995). A
sua f)resenga, em uma lavoura produtora de semente, elimina esta do sistema de
producdo. O unico fungo isolado foi Aflternaria brassissicola, a partir de manchas
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foliares. A ocorréncia dessas era rara. Alfernaria brassissicola é citada como
patogénico & cultura das brassicas. Esse fungo ndo apresenta potencial de uso, devido
a sua baixa patogenicidade e, além disso é também infectante de plantas cultivadas
como a colza ou canola, por exemplo (Galli, 1980).

Familia Euphorbiaceae

Leiteiro (Euphorbia heterophylia L.)

A espécie E. heterophylla, denominada de leiteiro ou de amendoim-bravo é
considerada, juntamente com o picao, Bidens pilosa, o papua, Brachiaria plantaginea, e
a milha, Digitaria sanguinalis, as mais importantes espécies invasoras de culturas de
verdo, no Sul do Brasil (Reunigo, 1993).

De E. heterophylla, isolou-se Bipolaris euphorbiae, Colletotrichum sp. e
Sphaceloma sp. Foram identificados os parasitas biotréficos Melampsora sp. e
Microsphaera euphorbiae e o mosaico causado pelo virus do mosaico do leiteiro.

Entre os patégenos isolados do leiteiro, o que demonstrou maior dano ao
hospedeiro, foi Sphaceloma sp. As plantas, na maioria das lavouras visitadas,
apresentavam sintomas do tipo antracnose, sobretudo, na parte superior da planta. As
plantas exibiam os sintomas da doenga em qualquer estagio de desenvolvimento, e,
em Qeral, 0 ataque era tao severo que determinava a paralisagdo do crescimento, a
morté do ponteiro e a ndo formagdo das flores. De acordo com Inman (1971) e
Schordeder, citado por Rodrigues (1985), Sphaceloma sp. satisfaz os requerimentos
para utilizag&o no controle bioldgico dessa espécie.

| Dessa forma, merece énfase o fato de que entre os patégenos encontrados
em plantas daninhas nesse levantamento, essa foi a espécie com maior agressividade.
Por iéso, apesar de ser um fungo de dificil isolamento, de crescimento lento e de
esporulacéo esparsa, deve merecer atengéo especial, no futuro, guanto ao aumento do
seu inéculo para uso em testes de campo.

O segundo fungo de importancia identificado em leiteiro, que apresenta
pote c:al de uso, & Melampsora sp. A sua patogenicidade foi facilmente demonstrada
em casa-de-vegetaco, tendo-se observado que, mesmo na auséncia de molhamento,
a epidemia se desenvolvia naturalmente apés a inoculagéo de algumas folhas. Apesar
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de se tratar de um parasita obrigado, esse fungo poderia ser multiplicado em plantas
de leiteiro, em casa-de-vegetacéo, coletado seus esporos e introduzidos no inicio do
desenvolvimento vegetativo de E. heterophylla em lavouras. A semelhanga do que se
verificou em casa-de-vegetagdo & provavel que possa se estabelecer uma epidemia
natural a partir do inéculo produzido. Templeton (1982), Bruckart et al. (1988), Bennett
et él. (1991) tiveram sucesso com a introdugdo de Puccinia xanthii, P. carduorum e P.
Jjaceae em Xanthium sp., Carduus thoermeri e Centaurea solstitialis, respectivamente.
Também, Massion e Lindow (1986) e Phatak et al. (1986) mostraram a viabilidade
deste procedimento no controle biolégico do Sorghum halepense pelo uso de
Sphacelotheca holci e de Cyperus esculentus utilizando P. canaliculata,
respectivamente. Outras plantas daninhas que estdo sendo trabalhadas para controle
bioldgico classico com patégenos sdo Euphorbia esula e Centaurea solstitialis (Bruckart
e Dowiler, 1986).

O terceiro fungo isolado de E. heterophylla foi Bipolaris euphorbiae. Esse
fungo tem sido alvo de vérios estudos no Brasil (Yorinori, 1985; Café Filho et al., 1987,
Gomes e Dianese, 1987; Gazziero, 1988a,b; Gazziero et al., 1889a,b,c,d,e; Yorinori e
Gazziero, 1989; Gazziero et al., 1993a,b; Gazziero e Yorinori, 1993). Para estes
autores, este seria o fungo com maior possibilidade de sucesso para o controle
biolégico do leiteiro, no Brasil.

No presente levantamento ndo se observou nenhuma situagcéo, no campo,
da ocorréncia epidémica da doenga por ele causada. Esse fungo causa lesdes foliares
arredondadas, com diametro varidvel, de coloragdo escura. As lesdes jovens
apre?entavam o didmetro de 3 a 4 mm, forma circular, centro branco com anel escuro
definido, muito semelhante ao sintoma de olho-de-ra, causado por Cercospora sojina,
em soja (Sinclair e Shurtleff, 1975). Quando as lesdes aumentavam de diametro
tornavam-se imegulares por ndo ultrapassarem as nervuras com maior diametro.
Porém, sempre apresentavam o centro claro e os bordos escuros definidos. Com
frequéncia, as lesdes mais velhas apresentavam a dilaceragsio dos tecidos centrais.
Encontrou-se folhas com até 48 lesGes. Sob condi¢des naturais, ndo se observou efeito
detrin"nental do fungo em plantas de leiteiro, como observado com Sphaceloma. Apesar
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disso, por ser um fungo de f4cil esporulagéo em laboratério, deve merecer estudos que
viabilizem o seu uso como micoherbicida.

Os demais fungos, Colletotrichum sp. e Microsphaera euphorbiae,
ocorreram com incidéncia muito baixa.

Em relagéo ao virus do mosaico do leiteiro, apenas registra-se a sua
ocorréncia nesse trabalho.

Familia Malvaceae

Guanxuma (Sida rhombifolia L..)

A guanxuma, S. rhombifolia, & uma importante planta invasora das lavouras
de plantio direto e de pastagens (Reuniéo, 1993). Neste levantamento encontrou-se
plantas com sintomas de lesdes foliares com anéis concéntricos. Em todos os casos, a
doenca manifestava-se em baixa intensidade, indicando que o fungo Afternaria sp.
apresenta pouca agressividade.

Também identificou-se em guanxuma, a ferrugem causada por Puccinia
malvacearum, ja relatada no Brasil, anteriormente, por Viegas (1961 ). Néo se observou
epidemias desse nas lavouras visitadas.

Familia Oxilidaceae

Trevo azedo (Oxalis corniculata L.)

O trevo azedo, também denominado azedinha, O. corniculata, é uma planta
danmha de baixa ocorréncia, ndo sendo muito importante. O dnico patégeno
encontrado nessa especie foi a ferrugem causada por Puccinia oxalidis. Esse fungo,
devido a sua freqUéncia e por limitar o desenvolvimento vegetativo desta planta
damnha tem potencial de uso no controle biolégico.
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Familia Poaceae
Azevém (Lolium multifiorum L.)

Em relagdo as doengas encontradas em azevém (L. multifliorum L.)
destacou-se a ferrugem da folha causada por Puccinia coronata. Segundo Lindquist e
Costa Neto (1963) essa ferrugem é infectiva a aveia, um dos principais cereais de
inverno no Sul do Brasil e, devido a isso, ndo possui potencial de uso como
micoherbicida.

Quanto a Claviceps foram encontrados, na area experimental da Faculdade
de Agronomia, plantas esparsas com a presenca de esclerécios tipicos deste género.
Os esclerécios apresentaram coloragéo laranja escura de 8 a 12 mm, repondo a
seménte nas espiguetas infectadas. Observou-se em uma lavoura, no municipio de
Carazinho, RS, a ocorréncia generalizada desta doenga. Embora n&o se tenha
induzido a germinag&o dos esclerécios em laboratério, segundo Costa Neto (1940) e
Viegas (1961), deve tratar-se da espécie C. purpurea, 0 mesmo que ocorre em trigo
(Triticum aestivum L.) e centeio (Secale cereale L.). A importancia deste fato é a de o
azevém servir como hospedeiro secundério deste patégeno. No desenvolvimenfo de
estratégias de controle, que envolvam a eliminag&o ou a redugdo do indeulo primario, é
fundamental se conhecer a gama de hospedeiros da espécie de patégeno alvo do
controle. Uma vez tentando-se o controle de C. purpurea pela rotagdo de cultura, a
sobrevivéncia em azevém deve ser considerada, isto &, o hospedeiro secundério deve
ter sua populacéo reduzida.

Dessa forma, conclui-se, a semelhanga da ferrugem, que esse patégeno
nao pode ser explorado no controle bioldgico de L. muitiflorum.

| Em relagdo a Pyricularia sp., segundo a literatura (Ou, 1972; Igarashi, 1988)
e com base na mensuragao dos conidios, obteve-se 21 - 34 (26,8) x 7 - 11 (9,1 umo
que comparada com a descri¢éo do fungo por Ellis (1971), Ou (1972) e Igarashi (1988),
17 - 28 (20,9) x 6 - 9 (7,6) um, deve tratar-se da espécie P. grisea.

Devido a isso, a semelhanga de C. purpurea, P. grisea, também, n&o pode
ser colr'nsuderada no controle biolégico. A importancia da constatagdo deste patégeno
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em azevém é a de contribuir para a sua multiplicagéio e a de garantir um potencial de
inéculo para o trigo e para o arroz.

Encontrou-se, também, em azevém, uma mancha foliar de coloragio
escura, da qual isolou-se o fungo Drechslera sp., que ao ser inoculado em trigo,
mostrou-se fracamente patogénico.

Embora neste trabalho o azevém seja considerado uma planta daninha, ndo
se encontrou nenhum patégeno especifico que possibilitasse o seu uso como agente
de controle bioldgico.

Milha (Digitaria spp.)

A partir de lesGes foliares em Digitaria spp., comumente denominada de
milhé e capim-colchéo, isolou-se o fungo P. grisea. As lesées foliares apresentavam
formas mais ou menos elipticas com o centro claro e bordos definidos arroxeadas.

Ou (1972) relata que Digitaria spp. constituem-se em hospedeiros
secundarios de P. grisea, o agente causal da brusone do trigo e do arroz. Dessa forma,
esse patdgeno ndo pode ser usado em controle biolégico por causar doengas em
plangas de importéncia econdémica. Como abordado por Weidemann e Tebeest (1990),
na procura de fungos patogénicos com potencialidade de uso em controle biolégico,
devei—se estar atento para néo se desenvolver um micoherbicida que, além da planta
danihha, seja patogénico em plantas cultivadas.

Digitaria spp. sdo considerados hospedeiros secundarios de P. grisea e ,
por isso, a sua populagao deveria ser reduzida por outros meios para diminuir o indculo
primdrio (Dinnor, 1974).

Papué (Brachiaria plantaginea (Link) Hitch.)
Como ja mencionado, o papud, B. plantaginea, juntamente com a milhg,
Digitaria sanguinalis, representam as principais gramineas invasoras das lavouras de
milho,e de soja no Sul do Brasil (Reunigo, 1993).
’ Do papud isolaram-se dois fungos, Bipolaris sp. e Pyricularia SP.
Dlﬁcllmente se observa qualquer sintoma de doenga parasitaria em B. plantaginea. De.
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lesGes mais ou menos elipticas esbranquicadas, isolou-se os dois agentes patogénicos
acima citados. Embora néo se tenha feito inoculagéo de Bipolaris e de Pyricularia em
cereais de inverno, baseado na morfologia dos conidios, tudo indica que Bipofaris sp.
néo deve pertencer & espécie B. sorokiniana relatada em trigo, cevada e triticale, mas
sim, a uma outra espécie n3o identificada (Reis et al., 1987).

Quanto a ij‘cularia sp., morfologicamente os conidios eram semelhantes
aos de P. grisea, ja descrita para o azevém.

Quicuio (Pennisetum clandestinum Hochst.)

O quicuio, P. clandestinum, é cultivado como pastagem de verdo (Smith et
al., 1982). Na maioria das situagdes, essa espécie é considerada como uma invasora
de lavouras e de gramados em parques e em jardins. Isolou-se do quicuio o fungo
Bipolaris bicolor. Os sintomas causados por B. bicolor nas folhas do quicuio sdo lesées
pardb-avermelhadas retangulares. Dependendo das condigdes climéaticas, observa-se
a ocorréncia severa dessa mancha foliar, o que determina a paralisagdo do
crescimento da espécie infestante. A patogenicidade foi faciimente demonstrada e o
fungo esporulou, profusamente, em meio de graos de sorgo (Reis, informagdo
pessoal). Esse patogeno tem potencial de uso como um micoherbicida para o controle
de P clandestinum, principalmente em gramados.

Familia Polygonaceae

Foram encontradas trés espécies desta familia, apresentando sintomas de
doenga.

Erva-de-bicho (Polygonum persicaria L.)

Na erva-de-bicho, P. persicaria, foram encontrados os fungos Sphaceloma
sp. e Albugo sp. Esse Ultimo é o agente causal de ferrugens brancas. Como néo se fez
a inoc.;ulagéo de Albugo sp. nas espécies vegetais cultivadas n&o se tem indicativo de

qual a espécie que ocorre na erva-de-bicho. Por se tratar de um parasita obrigado e
ndo ter apresentado elevada incidéncia e severidade no campo, ndo apresenta
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potencial de uso no controle bioldgico. Quanto a Sphaceloma sp., esse fungo
apresentou um crescimento muito lento em meio de cultura, ndo tendo se obtido sua
esporulagao.

Lingua-de-vaca (Rumex obtusifolius L.)

Como s&o raros os trabalhos sobre doengas em plantas daninhas, no Sul
do Brasil, teve-se dificuldades em dispor-se de metodologia propria para isolamento e ,
principalmente, para a indug8o da esporulagio de alguns fungos. Num trabalho
pioneiro, como este, as dificuldades maiores ocorreram com a especie R. obtusifolius,
lingua-de-vaca. Observou-se a ocorréncia epidémica de uma doenga, causada por
fungo, sobre esta espécie, o que é desejavel na procura de patdgenos para uso em
controle biologico. Diversas tentativas de isolamento em meio de cultura falharam, o
que %deve ser indicativo de ser um parasita biotréfico. Quando porcdes do tecido
infectado foram postos em camara Gmida, um desenvolvimento de espordforos curtos
pouco profusos foi observado pelo estereomicroscépio. Como a esporulaggo foi muito
rara, ndo forneceu base para se determinar nem a classe do fungo agente causal.

A doencga manifestou-se com sintomas do tipo mancha foliar. Essas leses
apreéentavam-se de coloragdo variada. Inicialmente, com o centro claro e um bordo
difuso de coloragdo purpura esmaecido. Posteriormente, nas lesbes completamente
desehvolvidas na parte central, de tecido necrosado, a coloragdo alterou-se para
pardo-escuro brilhante, com didmetro maximo de 2 mm. No inicio do desenvolvimento,
em lesGes pequenas, a parte central apresentou didmetro maximo de 1 mm e coloragdo
branéa com bordos difusos purpuros. Em estagio intermediario, as lesdes com parte
centrél necrosada apresentaram-se de coloragdo pardo-escura brilhante, por¢éo
intermediéria, parda clara e bordos difusos purpuros.

| Em todo o levantamento procedido esta foi a doenga que apresentou a
maior severidade no hospedeiro. O pat6geno, agente causal desta mancha foliar em R,
obtus:follus merece pesquisa posterior visando a sua identificagdo e, desenvolvimento
de metodologla prética e viadvel para chegar-se a um micoherbicida.

Como este levantamento limitou-se a algumas lavouras do Planalto Médio
do Rio Grande do Sul, sugere-se que em estudos futuros seja estendido as demais
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regiées ecofisioldgicas do Sul do Brasil, a fim de se obter informagdes mais detalhadas
sobre as doengas que naturalmente ocorrem em plantas daninhas.

Trabalhos posteriores devem se concentrar no conhecimento das
exigéncias nutricionais dos fungos com potencial de uso no controle bioldgico e que
dificilmente esporulam nos meios de culturas tradicionalmente usados.
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RESUMO

Descreve-se pela primeira vez a ocorréncia de Pyricularia grisea e de
Claviceps sp. em azevém, no Rio Grande do Sul. A doenga manifestou-se pelo
branqueamento parcial ou total das espigas.. A maioria das infrutescéncias
aprésentavam leséo na porgéo mediana do raquis, provocando a morte da metade da
esplga Estes sintomas s&o semelhantes aos da brusone do trigo. Testes de
patogenucndade foram conduzidos comprovando-se a infectividade do agente causal.
Quanto a Claviceps sp., observou-se a presenga dos esclerécios nas espigas,
substituindo as sementes nas espiguetas infectadas.
Palayras-chave: Azevem, Lolium multiflorum, Pyriculania grisea, Claviceps.
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ABSTRACT
MEDEIROS, C.A.; REIS, E.M.; SOUZA, P.E. de. The occurrence of Pyricularia grisea,
and Claviceps sp. on Lolium muitifiorum, in Rio Grande do Sul.

It is reported by the first time the occurence of Pyricularia grisea and
Claviceps sp. on ryegrass, in the state of Rio Grande do Sul. Disease symptoms caused
by P. grisea manifested as bleaching part or the whole spikes were observed. Most of
the-rachis infection determined the death of half spike. This syndrome was similar to the
blast on wheat. In relation to Claviceps sp. it was observed the presence of sclerotia
replacing the seeds on ryegrass infected spikes.

O azevém (Lolium multifiorum L.), também chamado de “azevém italiano ou
olessa”, constitui-se em uma das mais importantes forrageira de estagao fria no Sul do
Brasil (Floss, 1988). Isto deve-se a abundante producdo de forragem, rebrote facil,
resisténcia ao pastoreio e a excessos de umidade. Suas condigbes alimenticias e de
apetecibilidade s&o excelentes (Carambula, s.d. a,b; Floss, 1988).

Neste trabalho, porém, o azevém é considerado como uma planta daninha
de culturas de inverno, estando presente, praticamente, em todas as &reas rurais e
urbainas.

| Nos meses de setembro e outubro de 1994, na drea experimental da
Faculdade de Agronomia da Universidade de Passo Fundo (FAUPF), foram
observados sintomas de uma doenga cuja sintomatologia n3o fora verificada
anteriormente na cultura do azevém.

| Nas visitas de coleta de doengas em plantés daninhas observou-se a
desﬁigmentagéo de espiguetas e o branqueamento parcial ou total das inflorescéncias
de L. multiflorum. A maioria das espigas apresentavam descolorag@o da sua metade
superlor Esta sintomatologia é semelhante & descrita por Igarashi ( 1988), em trigo.

f Ao remover-se as espiguetas observou-se, no raquis, uma descoloracio
pardio-escura no ponto de penetragdo do patdgeno. Os sintomas eram do tipo de
leses localizadas, principalmente, na metade longitudinal do raquis, o que
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determinava o branqueamento parcial ou total das espigas, dependendo do estagio e
do local da infécgéo, causando a morte da parte imediatamente superior a les3o. Isto
determinava a esterilidade das flores e/ou o chochamento de semente. As sementes,
em desenvolvimento, apresentavam-se de coloragdo castanho claro a escuro e
chc}chas. Sintomas semelhantes foram descritos por Igarashi (1988) na cultura do trigo
(Triticum aestivum L.) e Ou (1972), em arroz (Oryza sativa L.).

Espigas de azevém, com os sintomas descritos anteriormente foram
coletadas dando-se preferéncia aquelas ndo senescentes, que apresentavam-se com
os sintomas nitidos da doenca.

| Em laboratério, procedeu-se o isolamento do fungo a partir de espigas
infectadas, seguindo-se a metodologia descrita por Fernandez (1993). Os raquis
infectados foram cortados em pedagos de no maximo 2 mm de comprimento e imersos
em; hipoclorito de sodio comercial a 1%, durante 2 a 3 minutos para a desinfestagao.
Logo apds, os tecidos infectados foram colocados em agua destilada esterilizada para
retirar o excesso de hipoclorito e entdo colocados sobre papel de filtro esterilizado para
secagem. Utilizando-se uma pinga esterilizada, colocaram-se cinco pedacos dispostos,
equidistantemente, em cada placa de Petri, com diametro de 9 c¢m, contendo meio
batata-sacarose-agar (BSA) + o antibiético (A) quemicetina, a fim de obter-se colénias
puras do patégeno. Preparam-se 26 placas de Petri, com 9 cm de didmetro, totalizando
130; pedacos de tecido foliar infectado.

‘ Apdés o plaqueamento, as placas foram incubadas a temperatura de
25+2°C, sob as seguintes condigdes luminosas: alternancia de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. No interior da cdmara de crescimento a fonte luminosa consistiu de 3
tubas fluorescentes General Eletric de 40 watts, luz do dia, r 40 ID e distantes 45 cm da
supierficie das placas. O material foi incubado por um periodo em torno de 10 dias para
induzir a esporulagio do fungo.

: Apds o desenvolvimento das colénias foi selecionado, para identificacéo, o
fungo de maior incidéncia. Foram preparadas ldminas de microscopia flambadas,
cont;endo uma gota de azul de algoddo, com as estruturas do patégeno retiradas do
matérial desenvolvido e sob as quais foi colocada a laminula esterilizada, e
exar!ninadas em microscopio 6tico. Os esporos ao microscopio apresentaram
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morfologia idéntica a do género Pyricularia, isto é, conidios hialinos, varidveis em
tamanho e forma, piriformes a obclavados, base arredondada, apice estreito, a maioria
com dois septos transversais. Na mensuragso de 100 conidios obteve-se 21 - 34 (26,8)
x 7 -11(9,1) um o que comparada com a descrigio do fungo por Ellis (1971), Ou
(1972) e Igarashi (1988), 17 - 28 (20,9) x 6 - 9 (7,6) um, assemelha-se a Pyricularia
grisea.

Obteve-se, nos isolamentos, uma porcentagem de 64% do fungo Pyricularia
grisea, sendo um indicativo de ser este o patdgeno responsavel pelo aparecimento de
tais lesbes na cultura.

Apds o desenvolvimento do fungo em colénias puras, foi feita a sua
repicagem e a manutengdo em colbnias estoques. Para isto, foram repicados, das
placas de Petri, pedagos do meio contendo a cultura pura, para tubos de ensaio com
15 cm de altura x 1,5 cm de didmetro, contendo meio BSA + A. Apds a incubacgéo, feita
conforme metodologia descrita anteriormente, os tubos foram mantidos em geladeira a
4°C para trabalhos posteriores.

O aumento do indculo foi feito através de repicagens de colbnias puras do
patogeno, obtidas a partir dos tubos de ensaio com colénia estoque, para o centro das
placas de Petri em meio BSA + A e incubadas conforme metodologia descrita
anterlormente

As plantas de azevém foram obtidas através da semeadura de sementes
em vasos plasticos com 15 cm de altura por 10 cm de didmetro, contendo terra e
composto organico na proporgio de 2:1.

A inoculagdo do fungo foi feita através da pulverizagdo uniforme das
espigas com um atomizador manual marca De Wilbs. Afim de evitar que os esporos se
acumulassem no fundo dos tubos de ensaio, os mesmos foram agitados manuaimente,
durante alguns segundos, antes de proceder-se a inoculagfio. Acrescentou-se a
suspensao de esporos uma gota de agente dispersante (Tween 20), para permitir
meltﬁor cobertura da suspenséo sobre as espigas.

| Para fornecer condigbes ideais para a germinacdo dos esporos e a
penetrag:ao dos raquis, as plantas inoculadas foram mantidas em camara umida,
através da sua protecéo com um saco pléstico transparente (80 x 50 cm), previamente

i
;
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atomizado com &gua internamente. As plantas assim preparadas foram mantidas em
camara umida por um periodo de 48 horas apés a inoculaggo.

Na avaliagdo, foram examinadas as espigas das plantas. A quantificagdo
dos sintomas foi baseada na incidéncia da doenga, ou seja, na porcentagem de
espigas infectadas (Federation, 1973). Os sintomas tornaram-se visiveis a partir do 15°
dia apdés a inocular,:éo, sendo semelhantes aos anteriormente observados sob
condi¢Ges naturais. Plantas pulverizadas apenas com agua esterilizada e mantidas sob
as mesmas condigGes néo apresentaram sintomas, enquanto que 100% das inoculadas
0 apresentaram. Segundo os relatos de Viegas (1961), de Ou (1972) e de Igarashi
(1988), sdo muitos os hospedeiros secundérios deste patégeno. Estes autores,
entretanto, n&o citam o azevém entre a gama de hospedeiros de P. gnsea.

Considerando-se os sintomas causados e a morfologia dos conidios, deve
tratar-se da espécie Pyricularia grisea (Ou, 1972). Sendo P. grisea, também, patégeno
do tngo, L. muitiflorum constitui-se em importante fonte de inéculo para o agente causal
da brusone do trigo, no Sul do Brasil. Isto porque o azevém infesta grandes areas
rurais, ao longo das rodovias. Embora a brusone ataque o trigo, principalmente nas
regiﬁes mais quentes do Brasil (garashi, 1988), observou-se uma alta incidéncia em L.
mull:ﬂorum no Rio Grande do Sul. Este fato pode estar associado a condicdes
chmatlcas ocorrentes na safra agricola de inverno no Rio Grande do Sul, caracterizada
por }chuvas freqUentes e altas temperaturas.

‘; Quanto a Claviceps sp., encontrou-se espigas com a presenca de
esclerécios tipicos deste fungo, repondo as sementes nas espiguetas infectadas. Os
esclerécios apresentavam coloragdo laranja-escuro com comprimento de 8 a 12 mm.
Embora néo se tenha induzido a germinagéo dos esclerécios, cré-se que deva tratar-se
da espéc1e C. purpurea, ja relatada por Viegas (1961) em Lofium sp. Também Prestes
et aI (1992) descreveram a mesma espécie, em trigo, no Rio Grande do Sul. Segundo
Costa Neto (1940), é comum a ocorréncia de ergot, causada por patégenos do género
Claviceps, em gramineas nativas.

|
|
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RESUMO

Este trabalho trata da investigagdo basica visando-se desenvolver um
micgherbicida a base de Bipolaris euphorbiae a plantas de leiteiro, Euphorbia
heterophylla. Foram conduzidos experimentos para selecionar-se a melhor
concentragéo de esporos para a inoculagéo das plantas, para determinar-se os fatores
que! influem na velocidade de germinagéo, no crescimento micelial e na esporulagdo.
Tambem testou-se a patogenicidade do fungo nas principais espécies cultivadas na
regléo Sul do Brasil. Demonstrou-se que a concentragdo de 5 x 10° conidios/ml
garantlu uma severidade suficiente para paralisar o crescimento da planta alvo do
controle. Estudou-se, também, o efeito de fontes de carbono e de concentragBes de
sacarose sobre a velocidade de germinagéo dos esporos do fungo alvo deste estudo.
Evidenciou-se que usando-se a fonte de carbono sacarose nas concentragdes de 3 a
4%, em agua, se obteve a maior velocidade de germinac&o. Demonstrou-se que a
gernftinagéo foi influenciada significativamente na faixa térmica de 15 a 25°C. Quanto
ao érescimento micelial, o fungo respondeu positivamente ao regime de escuro
continuo e aos meios farinha de trigo-agar, de batata-sacarose-agar e de farinha de
aveia-agar. A esporulagéo foi maior no regime luminoso de escuro continuo e no meio
de Reis. Bipolaris euphorbiae mostrou especificidade apenas ao leiteiro, ndo tendo sido
patopénico aos cereais de inverno, ao milho, a soja e ao sorgo. Nos testes de .

|
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inoculag&o em plantas de leiteiro, evidenciou-se a possivel existéncia de toxina(s),
produzidas pelb patégeno, na sindrome da doenga.

Estudos posteriores, servindo-se dos avangos aqui obtidos, podem facilitar
0 desenvolvimento de formulagdes de B. euphorbiae, para o controle do leiteiro.

Palavras-chaves: Bipolaris euphorbiae, concentragdo de esporos, germinagéo,
crescimento micelial, esporulagéo, fontes de carbono, meios de
cultura, luminosidade, patogenicidade.

ABSTRACT

MEDEIROS, C.A.; REIS, E.M.; SOUZA, P.E. de. Sporulation and pathogenicity of
Bipolaris euphorbiae

This work deals with the basic work in attempt to develop a mycoherbicide
usmg the fungus Bipolaris euphorbiae to control milk weed, Euphorbia heterophylla.
Expenments were carried out to select the most suitable spore concentrations to
inoculate the plants. Trials were also conducted to determine the factors that may have
influence in spore germination, mycelial growth and on sporulation. Flnally it was tested
the pathogemcnty of the fungus on the main cultivated plant species of Southern Brazil.
It was shown that the most suitable spore concentration was 5 x 10° wich was enough to
stop: plant development. It was, also studied the effect of carbon sources and of sucrose
concentration on the velocity of spore germination. The highest sporulation was found
usin‘Q carbon source as sucrose in the concentration of 3 - 4% in water. Sporulation was
significantly high in the temperature range of 15 to 25°C. In relation to mycelial growth
the fungus showed its higher development under darkness on the media of corn meal-
agar potato-dextrose-agar and oat meal-agar. On the other hand sporulation was the
hlghest both in continuous light and darkness on Reis medium. In the pathogenicity
tests B. euphorbiae showed specificity to E. heterophylla. The presence of toxins
produced by the pathogen may be involved in the disease syndrome. Further studies
based on the findings of this work may facilitate the development of formulations
containing B. euphorbiae to control biologically milk weed.
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INTRODUGAO

As plantas daninhas quando crescem juntamente com as culturas
interferem no desenvolvimento destas, reduzindo-lhes a produgdo. Segundo Pitelli
(1985), os efeitos negativos sdo resultantes de pressGes ambientais que agem direta
(competicéo, alelopatia, interferéncia na colheita) ou indiretamente (hospedando
pragas moléstias e nematdides). Estima-se que as perdas ocasionadas pela
mterferencna das plantas daninhas, no Brasil, sejam em torno de 20 a 30 % (Lorenzn
1994) e 58,2% segundo Goellner (1993). Além da redugéo quantitativa da produgao o
produto colhido pode ser qualitativamente depreciado pela contaminagdo com
sementes e com restos culturais de plantas daninhas (Lorenzi, 1994).

Entre as principais plantas daninhas das culturas de verdo, no Sul do
Brasil, est@o: Amaranthus spp., Bidens pilosa L., Brachiaria spp., Digitaria spp.,
Eleusine indica (L.) Gaertn., Euphorbia heterophylia L., Ipomea spp., Portulaca oleracea
L., Raphanus raphanistrum L., Richardia brasiliensis Gomez, Sida spp. e Solanum
americanum Mill (Reunido, 1993).

A planta daninha Euphorbia heterophylla L. (Familia Euphorbiaceae), é
conhemda como amendoim - bravo, leiteira ou leiteiro. A palavra heterophylla - do
grego “heteros® = diferente e “phyllon” = folha, refere-se as diferentes formas
morfologlcas das folhas apresentadas pelos individuos de uma comunidade. E uma
planita anual, ereta, com abundante formagéo de latex branco, de 30 a 80 cm de altura,
de fc}lhas glabras ou levemente pubescentes, de forma bastante variavel, de 4 a 10 cm
de cbmprimento, possui raiz pivotante e, infesta principalmente culturas de verdo como
soja; milho e feij&o. Reproduz-se por sementes, que se mantém viaveis por varios anos
e efnergem de profundidades que variam de 4 a 12 cm (Cerdeira e Voll, 1980;
Mikdsinski-Costa e Silva, 1984). O estimulo para germinagdo ocorre através de
mtensudades alternadas de luz e de temperatura (Kissmann e Groth, 1992; Lorenzi,
1994).

: O leiteiro & uma planta de dificil controle devido a tolerancia gue apresenta
a mfnona dos herbicidas disponiveis. Por isto, tem sido usado no seu controle os

|
!
!
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herbicidas mais caros, o que contribui para aumentar o custo de produgéo da soja
(Mikusinski-Costa e Silva, 1984).

No entanto, a planta é suscetivel a varias doengas que a infectam
naturalmente, como o mosaico (Euphorbia Mosaic Virus - EMV), a ferrugem (Uromyces
euphorbiae), a verrugose (Sphaceloma krugii), a mancha foliar de Helminthosporium
(Bipolaris euphorbiae), o cancro de Alternaria (Alfernaria sp.), a podridao branca
(Sclérotinia Sclerotiorum) e o oidio (Microsphaera euphorbiae). As plantas infectadas
por estes patégenos apresentam menor peso seco, 35 a 55%, segundo Café Filho et
al., 1987. De acordo com o mesmo autor, entre os fungos de ocorréncia natural em
leiteiro, o que causa maiores danos as plantas em condigBes naturais é 8. euphorbiae.
Yorinori (1985) e Yorinori e Gazziero (1989), relataram, também, que o fungo B.
euphorbiae é capaz de causar significante redugdo da massa verde de plantas do
género Euphorbia.

A utilizacdo de fungos para o controle bioldgico de plantas daninhas ou
efeito micoherbicida (Templeton et al., 1979), pode envolver a a¢do de toxinas
produzidas no processo de infecgéio. Neste caso os sintomas se manifestam através da
necrose das folhas e dos caules. Dependendo da severidade do dano causado pela
toxina, podera ocorrer redugéo no crescimento, desfolhamento total ou parcial e até a
morte da planta (Gazziero e Yorinori, 1993).

| As praticas culturais, capinas, rotagdo de culturas, competicéo da planta
cultiyada, os herbicidas quimicos Imazetapir, Imazaquim e Clorimurom-etilico + Diuron
(Redniéo, 1993) e ainda o controle bioldgico sdo as opgdes tecnoldgicas existentes
para o controle de plantas daninhas (McWhorter e Chandler, citados por Charudattan,
1993).

Para o desenvolvimento de um micoherbicida, & necessario determinar-se
qual|a concentragdo ideal de esporos para ser usado em testes de campo. A densidade
ideai € aquela que numa baixa concentragdo de esporos provoque um efeito tal no
hospedeiro que impega a sua competicio com a planta cultivada. Um micoherbicida
que | exija uma alta concentragdo de esporos dificilmente teria sucesso no seu
des%nvolvimento.
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O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver trabalhos basicos com o
fungo B. euphorbiae, visando o controle biolégico das plantas de leiteiro.

MATERIAL E METODOS

: Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e em
casa%de-vegetagéo da Faculdade de Agronomia da Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo - RS, no periodo de julho de 1994 a julho de 1995.

Folhas de leiteiro, com sintomas do tipo mancha foliar foram coletadas no
campo experimental da Faculdade de Agronomia. Deu-se preferéncia a folhas nao
senescentes que apresentavam-se com lesGes caracteristicas da doenga.

| Em laboratério, procedeu-se o isolamento do fungo a partir do tecido
vegetal infectado, seguindo-se a metodologia descrita por Fernandez (1993). O tecido
infectado foi cortado em pedagos de no maximo 2 mm de didmetro e imerso em
hipoclorito de sédio comercial a 1%, durante 2 a 3 minutos para a desinfestagdo. Logo
apos, as porgdes de tecido infectado foram colocadas em agua destilada esterilizada
para éretirar 0 excesso de hipoclorito e, entdo, colocados sobre papel de filtro
esteri:'lizado para secagem. Utilizando-se uma pinga esterilizada, colocou-se cinco
peda(:os dispostos, equidistantemente, em cada placa de Petri, com diametro de 9 cm,
contefndo meio batata-sacarose-agar (BSA) + o antibidtico (A) quemicetina, a fim de
obterése colénias puras do patdgeno. Preparou-se cinco placas de Petri, com 9 cm de
diametro, totalizando 25 pedagos de tecido foliar infectado.

Ap6s o plagueamento, as placas foram incubadas a temperatura de
25_2°C sob as seguintes condigGes luminosas: alternéncia de 12 horas de luz e 12
horasi, de escuro. No interior da cadmara de crescimento a fonte luminosa consistiu de 3
tubos! fluorescentes General Eletric de 40 watts, luz do dia, r 40 ID distantes 45 cm da
super:ficie das placas. O material foi incubado por um periodo em torno de 7 a 10 dias,

para induzir a esporulagdo do fungo.
r ApGs o desenvolvimento de coldnias puras do fungo, foi feita a sua

repicagem e manutengcdo em colbnias estoques. Para isto, foram repicados, das
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placas de Petri, pedagos do meio contendo a cultura pura, para tubos de ensaio com
15 cm de altura x 1,5 cm de didmetro, contendo meio BSA + A. Apos a incubagéo para
o deserivolvimento do fungo, feita conforme metodologia descrita anteriormente, os
tubos foram mantidos em geladeira a 4°C.

O aumento do inéculo foi feito através de repicagens de porgbes das
colénias do patégeno, obtidas a partir dos tubos de ensaio, para o centro das placas de
Petriéem meio BSA + A e incubadas conforme metodologia descrita anteriormente.

| Apds a esporulagédo do fungo, realizou-se o preparo da suspenséo de
inéculo em diferentes concentragGes. Para isso, acrescentou-se um volume conhecido
de agua esterilizada (40 ml) & cada placa de Petri com o patogeno. Os esporos do
fungo foram removidos raspando-se o substrato com pincel de pelo de camelo n° 8, até
se obter um volume suficiente de esporos em suspensdo. A suspenséo foi transferida
para um copo de Becker de 150 ml, filtrando-se através de 4 camadas de gaze.

| Para determinar-se a concentrag&o de esporos depositou-se uma gota da
suspenséo, com volume conhecido, sobre uma lamina de microscopia e apés colocou-
se sobre esta a laminula. A contagem dos esporos foi feita sob microscopio, através da
varredura de toda a &rea da laminula, 7,68 cm? (24 x 32 mm). O volume de uma gota da
suspénséo foi determinado utilizando-se uma pipeta de 1 mi (1/1 00). Para determinar-
se ogvolume médio de uma gota, verteu-se dez gotas da suspenséo de esporos e
calcuiou-se a meédia do volume total gasto (Ex.: 0,4 mi/ 10 = 0,04 ml).

| Realizada a contagem dos esporos, calculou-se a concentragdo por ml de
agua.e, entdo, ajustou-se a suspensdo, em cada tubo de ensaio, com volume total de
20 ml, para as concentragGes desejadas.

|

;
Estu&os sobre niveis de inéculo de B. euphorbiae em plantas de leiteiro

| Inicialmente, utilizou-se as seguintes concentragdes de esporos suspensos
em &gua: 0 (Testemunha), 5, 10, 15, 20 e 25 x 10° esporos/ml de agua.
| As plantas de leiteiro foram obtidas através da semeadura de senﬁentes em

|
bandejas com 46 x 30 x 10 cm de altura, contendo como substrato solo e composto
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orgénico na proporgdo de 2:1. Decorridos em torno de 15 dias, transplantou-se duas
plantas por vaso. Utilizou-se recipientes plasticos com 15 cm de altura por 10 cm de
didmetro, contendo o mesmo substrato.

A inoculagdo do fungo, foi feita através da pulverizagdo uniforme das
plantés, com altura aproximada de 20 cm, com um atomizador manual marca De Wilbs.
Afim de evitar que os esporos se acumulassem no fundo dos tubos de. ensaio, 0s
mesmos foram agitados manualmente, durante alguns segundos, antes de proceder-se
a moculag:ao Acrescentou-se & suspens&o de esporos uma gota de agente dispersante
(Tween 20), para permitir melhor cobertura das folhas pela suspensso.

Para fornecer condigdes ideais para a germinagdo dos esporos e a
penetragéo do fungo, as plantas inoculadas foram mantidas em camaras Umidas,
obtidas através da sua prote¢do com um saco plastico transparente (80 x 50 cm),
previlamente umidecido internamente com &agua. As plantas assim preparadas foram
mantidas em camara de crescimento do tipo FANEM, modelo 347F com temperatura de
20°C; por um periodo de 24 horas apés a inoculagao.

Na avaliagdo, foram examiradas 5 folhas de cada planta, previamente
marcadas, com barbante no peciolo, totalizando-se 30 folhas por tratamento. A
quaniiiﬁcagéo dos sintomas. foi baseada na severidade da doenga, ou seja, na area
foliari necrosada, expressa em porcentagem e determinada visualmente (Federation,
1973).

| A severidade da doenga, foi expressa em notas, conforme Tabela abaixo:

NOTA SEVERIDADE (%)
1 0-1
2 2-25
3 26 - 50
4 51-75
5 76 -100

' Como as concentragSes usadas neste experimento foram muito altas,

deter}ninando uma severidade elevada da doenca e dificil de ser avaliada, utilizou-se
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concentragbes menores. Neste ensaio, empregou-se a mesma metodologia do
experimento anterior, porém, com o indculo nas seguintes concentragdes: O
(Testemunha), 1, 2, 3, 4 e 5 x 10° esporos/ml de &gua.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
seis repeticdes. A unidade experimental constou de um vaso com duas plantas. Os
dados foram submetidos & andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Influéncia de fontes de carbono na germinagdo de conidios de B. euphorbiae

Uma das dificuldade praticas enfrentadas no desenvolvimento de um
micoherbicida é a necessidade do periodo de molhamento continuo longo para ocorrer
a infgcg:éo. O desenvolvimento de técnicas que possibilitem a germinac¢ao rapida dos
espdros é pois desejavel. Isto pode contribuir para reduzir a duraggio do periodo de
molhamento requerido & infeccéo e mais faciimente viabilizar o uso pratico de
micoherbicidas.

Neste experimento, empregaram-se as seguintes fontes de éarbono na
conoientragéo de 2% em &gua: dextrose, glicose, maltose e sacarose, além da
teste_fmunha (égua). A suspenséao de esporos usada neste experimento foi obtida com a
mesr;na metodologia descrita anteriormente. Uma gota da suspensdo de esporos, na
respectiva fonte de carbono, foi depositada sobre uma lamina de microscopia flambada
e céberta com uma laminula esterilizada. As ldminas, assim preparadas, foram
colocadas sobre um suporte de vidro em forma de “v°, contido em placa de Petri, com
diémfetro de 14 cm, contendo papel filtro saturado de agua. As placas de Petri foram
mantzidas em camara de crescimento tipo FANEM, modelo 347F, a temperatura de
20°C.

| As avaliagGes foram realizadas 1, 2, 4, 6, 8 e 10 horas apds o preparo das
suspensdes. Efetuou-se a contagem de 100 conidios em cada lamina determinando-se
a porcentagem de esporos germinados. Considerou-se como germinado o esporo cujo
tubo germinativo apresentava comprimento igual ou superior a maior largura do esporo.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes. A unidade experimental constou de uma l&dmina. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Efelto de concentragdes de sacarose na germinagdo de conidios de B,
euphorbtae

Visando otimizar a germinagdo de esporos estudou-se o efeito da
concentragdo de sacarose na germinagdo dos conidios de B. euphorbiae. Para isso
utilizou-se as concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0% em agua. Cada uma das
conc?ntragées de sacarose, foram acrescentadas individualmente & placas de Petri
com a cultura esporulante do patégeno. A suspensao de esporos usada foi obtida
utlllzando-se a mesma metodologia descrita anteriormente. A suspensao foi transferida
para um copo de Becker de 150 ml, filtrando-se através de 4 camadas de gaze.
Preparou-se, para cada concentragso, uma lamina segundo metodologia descrita no
experimento anterior. A contagem foi realizada 10 horas apds o preparo da suspensao
devidp a maior germinagdo do experimento anterior ter ocorrido neste intervalo de
tempo. As avaliagSes foram feitas utilizando-se a mesma metodologia do ensaio
anterﬁor.

’ O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticGes. A unidade experimental constou de uma lamina. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadqs pelo teste de Tukey, ao
nivel ge 5% de probabilidade.

Efeito da temperatura na germinagéo de conidios de B. euphorbiae
O processo de infeccio de fungos & governado, principaimente, pela
mterac;ao da duragéo do periodo de molhamento continuo da superficie foliar com a

t
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temperatura média neste periodo (Zadoks e Schein, 1969). E pois necessario
conhecer-se o efeito da temperatura na germinag&o do patégeno a ser usado como
micoherbicida.

Para determinar-se o efeito da temperatura na germinacdo de conidios de
B. euphorb:ae utilizou-se a concentracéo de 2% de sacarose e as temperaturas de 10,
15, i20 25 e 30°C em camara de crescimento do tipo FANEM, modelo 347F. A
metgdologla utilizada no preparo da suspensdo de esporos, das unidades
expérimentais, e da avaliagdo foi a mesma descrita anteriormente.

Influéncia de meios de cultura e de regimes luminosos no crescimento vegetativo
e na# esporulagdo de B. euphorbiae

No desenvolvimento de um micoherbicida, também, devem ser
desenvolvidas técnicas para a producéo rapida e com o menor custo, de grande
quantidade de in6culo. Com este propdsito estudou-se o efeito de diferentes meios de
cultura no crescimento micelial e na produgéo de esporos de B, euphorbiae. foram
utlllzados 0s seguintes meios de cultura: meio BDA (batata - 200 g, dextrose - 20 g,
agarl 20 g, agua destilada q.s.p. - 1.000 ml); meio MA (extrato de malte - 20 g, agar -
20 g, agua destilada q.s.p. - 1.000 mi); meio FAA (aveia - 100 g, agar - 18 g, agua
destllada q.8.p. - 1.000 ml); meio FMA (farinha de milho - 60 g, agar - 18 g, agua
destllada qg.s.p. - 1.000 ml)(Sourcebook, 1967; Tuite, 1969; Kiraly, 1974); meio de Reis
(benomll 50 mg em 100 ml de agua destilada, sulfato de estreptomicina - 500 mg em
100 ml de agua destilada, sulfato de neomicina - 300 mg em 100 ml de agua destilada,
captam (solugéo estoque = 133,33 mg (75% pm) em 100 ml de agua destilada) - 3 mi,
botram (= dicloram) (solugdo estoque = 200 mg (50% pm) em 100 mi de &gua
destn[ada) S ml, agar - 10 g, batata - 15 g, sacarose - 2,5 g, agua destilada - 700
mI)(Rels 1983); meio FTA (farinha de trigo - 50 g, agar - 18 g, agua destilada q.s.p. -
1. OO(:) ml); meio BSA (batata - 200 g, sacarose - 20 g, agar - 20 0, agua destilada q.s.p.
-1 .090 mi){Fernandez, 1993).
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Apbs o preparo, os meios foram vertidos em placas de Petri, com didmetro
de 9 cm e deixados para solidificar.

No passo seguinte, colocou-se um disco de meio de cultura contendo
micélio e esporos de B. euphorbiae, com 0,4 cm de didmetro, obtido com furador de
rolha esterilizado, no centro de cada placa de Petri. Apds o plagueamento, as placas
foram incubadas na sala de crescimento & temperatura de 25+2°C, sob fotoperiodo de
12 horas A fonte luminosa consistiu de 3 tubos fluorescentes General Eletric de 40
watts luz do dia, r 40 ID e distantes em 45 cm da superficie das placas. Foram
separados compartimentos para luz continua e fotoperiodo de 12 horas na sala de
crescimento, sob as mesmas condigbes de temperatura. O escuro foi obtido pelo
envolvimento das placas de Petri com folhas de aluminio.

As avaliagGes do crescimento micelial foram realizadas diariamente, até
que;o crescimento da coldnia alcangasse as bordas da placa de Petri, no meio que
proplclou 0 desenvolvimento mais rapido. Mediu-se o crescimento da colénia, em cm, e
procedeu-se a contagem do nimero de esporos em discos de didmetro de 1,8 cm para
coldnias bem desenvolvidas e 0,4 cm para colénias pouco desenvolvidas. Para isto, os
conidios foram removidos por lavagem com agua e pincelamento superficial dos discos
da coldnia, procurando-se remover apenas esporos. O numero de esporos foi obtido
através da contagem de uma gota de volume conhecido. Foram procedidas quatro
contagens por repeticdo.

: O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cunco repeticbes. A unidade experimental constou de uma placa de Petri. Foram
utilizados os dados néo transformados para o crescimento micelial, e transformados em
log (x + 1) para a esporulagéio e, submetidos & andlise de varidncia e as médias
com;i:aradas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Patogenicidade de B. euphorbiae em espécies vegetais de verao e de inverno

Como abordado por Inman (1971), o patégeno usado como micoherbicida
deve atingir somente a espécie alvo do controle. Por isso, realizou-se a prova de
patagenicidade nas principais culturas regionais.

Os testes de patogenicidade de B. euphorbiae, conduzidos em casa-de-
vegetagao nas culturas de veréo: Glycine max L. Merril, Sorghum bicolor (L. ) Moench e
Zeag mays e de inverno: Avena sativa L., Hordeum vulgare L., Secale cereale L.,
Tﬂti&um aestivum L. e X Triticosecale Wittmack. Para isso, semeou-se 10 sementes por
vaso, com 15 cm de altura por 10 cm de didmetro contendo solo e composto organico
na proporgéo de 2:1, desbastando-se, apds a emergéncia, para 8 plantas por vaso. No
teste foi usado trés concentragdes de esporos (agua, 5 x 10° e 10* esporos/ml de agua)
aplicadas nas 8 espécies vegetais. Utilizou-se a concentrago de 5 x 10° esporos/mli
como a padrio e 10* esporos/mi, para maior garantia no teste. A inoculagio foi
efetéuada com as plantas no estégio de 2 a 4 folhas, aplicando-se agua + esporos, além
de um espalhante adesivo (Triton X-100) com um aspersor manual. As plantas foram
mantidas em ambiente umido por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente (10 -
25°C). Apés 7 dias de incubagdo, efetuou-se a avaliacdo visual do efeito dos
tratjimentos sobre as plantas.

Inteéagao entre a duragdo do molhamento foliar continuo (MFC) e a temperatura
na séveridade da doenca
Foram estudadas as interagdes entre a duragdo do molhamento foliar
continuo (MFC) e a temperatura. O experimento foi conduzido em varias etapas, uma
parau cada temperatura: 5, 10, 15, 20, 25 e 30°C, em seis diferentes duragdes do MFC.
Prooedeu-se a inoculagdo com as plantas, em nimero de duas por vaso, no estagio de
2a 4 folhas, aplicando-se agua + esporos, além de um espalhante adesivo (Triton X-
100);com um aspersor manual. As plantas foram mantidas em ambiente umido por um
ldo de 24 horas em mcubadora do tipo FANEM, modelo 347F, com o tempo de
duragdo do molhamento desejado. Apos, foi retirada a cobertura plastica e 0s vasos -

i
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com as plantas mantidos & temperatura ambiente do laboratério (15 - 25°C). As
avaliagbes foram feitas 24 horas apés, através da avaliagdo visual, descrita
anteriormente.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
seis: repeticSes. A unidade experimental constou de um vaso com duas plantas.

)
t

Efeito de concentragdes de conidios de B. euphorbiae aplicados em forma de
gota sobre folhas de leiteiro
Na tentativa de avaliar-se a presenga ou n&o de toxina(s), estudou-se o

efeito de diferentes concentragdes de conidios aplicados na forma de gotas, contendo
suspensao de esporos em diferentes concentragdes, sobre folhas do hospedeiro. Para
isto;  Suspensbes de 1,2, 3, 4e 5x 10° esporos/ml foram obtidas utilizando-se a mesma
metpdologna descrita anteriormente, além de uma Testemunha (dgua). Uma gota de
cada concentragéo foi aplicada por folha, de um total de vinte, previamente marcadas.
As plantas apds inoculagdo, foram mantidas em ambiente umido a temperatura
amblente do laboratério (15 - 25°C), por 24 horas. As avaliagbes foram realizadas
vnsualmente baseando-se no numero de lesdes por folha.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
20 repetlgoes A unidade experimental constou de uma folha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esttjdo sobre niveis de inéculo de B. euphorbiae em plantas de leiteiro

Os resultados do efeito de diferentes concentragbes de B. euphorbiae
sobHe a severidade dos sintomas em plantas de Ieiteiro, est&o contidos nos Tabelas 1
e2 ‘
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TABELA 1. Efeito de concentragdes de conidios de Bipolaris euphorbiae sobre plantas

de leiteiro
CONCENTRAGOES SEVERIDADE
25x 10° 45a
20x 10° 45a
15x 10° 46a
10x 10° 31 b
5x10° 31 b
Testemunha 10 ¢
CV (%) 20,25

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significAncia de 5%,
pelo teste de Tukey.

Pode-se observar que as concentragbes de 15, 20 e 25 x 10° esporos/ml
apresentaram uma severidade extremamente alta sobre plantas de leiteiro, n&o
diferindo estatisticamente entre si. As concentragdes de 5 e 10 x 10° esporos/mi
constituiram um segundo grupo, no entanto, todas foram superior estatisticamente 3
tester;nunha. Devido a isso, pode-se deduzir que o fungo B. euphorbiae 'possui alta
agressividade sobre as plantas de E. heterophyiia.

| As avaliagGes ficaram dificultadas neste ensaio porque as folhas nao
apresentaram lesSes individualizadas caracteristicas da doenga, e sim perda da
turgescenma e descoloragdo. Com aproximadamente 48 horas, nas maiores
conceintragoes comecaram a cair. Isto revela que as concentrages utilizadas foram
muitojaltas.

Devido a esse inconveniente, testou-se em novo experimento
concentragoes menores. A concentragéo mais elevada foi a de 5 x 10° esporos/mil.

| No Tabela 2, mostra-se os efeitos de concentragbes menores de conidios
de B. leuphorb:éna' na severidade da doenga.
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TABELA 2. Efeito de concentragdes de conidios de Bipolaris euphorbiae sobre plantas

de leiteiro
CONCENTRACOES SEVERIDADE
5x10° - 27a
4x10° 23a
3x10° : 21a
2x10° 20 b
1x10° 18 b
Testemunha 10 ¢
CV (%) 18,45

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%,
pelo teste de Tukey.

A maior severidade da doenca foi obtida com a concentragéo de 5 x 10°
comdloslml Entretanto, esta n&o diferiu estatisticamente das concentragdes 3 e 4 x 10°
conidios/ml. A menor severidade foi obtida com a concentragéo de 1 x 10° conidios/ml,
n&o tendo, no entanto, diferido estatisticamente da 2 x 10° conidios/ml. Apesar disso, e
das dificuldades na avaliagéo escolheu-se para uso em ensaios futuros a concentragéo
de 5 x 10° conidios/ml. Esta densidade pode ser considerada baixa em relagdo a
trabalhos realizados por Gazziero e Yorinori (1993), onde obtiveram como ideal a
concentragao de 2 a 4 x 10° esporos/m. Novamente, neste experimento, as avaliagées
ficaram dificultadas porque as folhas nao apresentaram lesdes individualizadas e sim
perdaj da turgescéncia e descoloragéo.

' Como observado no primeiro experimento, toxina(s) podem estar
envolvldas na patogénese ou tratar-se de reagao de hipersensibilidade do hospedeiro
como abordado por Daly (1976) e Fuchs (1976).

| Neste trabalho, com concentragées menores do que as utilizadas por
Gazzuero e Yorinori (1993) obteve-se severidade semelhante da doenga o que pode
lndlcar uma maior agressividade do isolado usado nesta investigacé&o.

g Em trabalhos realizados por outros autores (Yang, Johnson, Dowler, 1990;
Boyette 1991; Cartwright e Templeton, 1992; Mintz, Heinz, Weidemann, 1992) .

i
|
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utilizando diferentes patégenos com potencial para o controle biolégico de plantas
daninhas, as concentragdes de conidios foram superiores a 1 x 10°, o que & mais alto
do que a concentragdio utilizada neste trabalho.

Em relagdo ao efeito de concentragées de B. euphorbiae sobre as plantas
de Ieltelro a doenca foi igualmente severa em plantas de todas as idades, o que
dwerge dos resultados obtidos por Gomes e Dianese (1987), que observaram que a
|nten§|dade foi maior, principalmente, em plantas jovens nos estidios de 4 a 5 folhas.
Refoll'g:a-se que, provavelmente, a agressividade do isolado utilizado neste trabalho
seja diferente do usado por aqueles autores.

Influéncia de fontes de carbono na germinagéo de conidios de B. euphorbiae

A germinagéo de esporos de fungos é influenciada por vérios fatores, entre
0s quais destacam-se a luz, a temperatura, o pH, a aeracdo do substrato e a nutricéo
(Tuite, 1869).

A germinag&o de conidios de B. euphorbiae foi influenciada pelas fontes de
carbono, como pode-se observar no Tabela 3. Num primeiro grupo estatistico ficaram
agrupadas como fontes de carbono a sacarose, a dextrose e a maltose, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Em um segundo grupo, iguais estatisticamente, situaram-se a
dextrose, a maltose, a glicose e a agua. A sacarose foi superior estatisticamente a
glicose e agua, destacando-se como principal fonte de carbono, em relacdo a
germinag&o de conidios de B. euphorbiae, pois a dextrose e maltose apresentaram-se
semelhantes & agua. Portanto, a sacarose foi a fonte de carbono na qual ocorreu a
maior germinag&o de conidios de B. euphorbiae.

Em trabalhos realizados com o fungo Pyrenochaeta terrestris, realizados
por Camargo e Kimati (1992) e Hawker, citado por Camargo e Kimati (1992), relataram
que os efeitos da sacarose e da maltose sdo semelhantes ao da glicose. Entretanto,
isto ndo pode ser generalizado, pois os dados obtidos no presente trabalho ndo
suporntam aquela afirmativa. A resposta de germinagéo frente a fontes de carbono deve
variaf entre as espécies de fungos testados.
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A sacarose, como a fonte de carbono para B. euphorbiae, além de
promover a maior germinagéo também apresenta como vantagem o menor custo, pois
pode ser utilizado o agiicar comum de cozinha na produgdo de grande quantidade de
inéculo.

A principal vantagem em obter-se uma aceleragio da germinagdo de
esporos, consiste no fato de permitir uma penetragéo mais rapida do fungo,-requerendo
com isto, um menor periodo de molhamento continuo dos 6rgaos suscetiveis. Este é o
principal fator que limita o sucesso da aplicagéo de esporos de B. euphorbiae no
campo, em estabelecer o patégeno na cultura alvo do controle.

TABELA 3 - Germinagdo de conidios de Bipolaris euphorbiae submetidos a diferentes
fontes de carbono

Substrato Germinagéo (%)
1. Sacarose 2% 60,75 a

2. Dextrose 2% 48,00 ab

3. Maltose 2% 45,75 ab

4. Glicose 2% 2550 b

5. Agua destilada 2500 b

CV (%) 25,93

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%,
pelo teste de Tukey.

Efeito de concentragbes de sacarose, diluida em agua, na germinagio de
conidios de B. euphorbiae

' Com relagéo aos efeitos de concentragdes de sacarose na germinacédo de
conidios de B. euphorbiae pode-se observar na Figura 1, que o maior percentual de
germinagéo de conidios de B. euphorbiae, pelo célculo da regressao, ocorre entre as
concel tragoes de 3 e 4% de sacarose. Esta seria, portanto, a faixa desejavel de
conce[:tragéo, desta fonte de carbono, para usos futuros no desenvolvimento de um

micoherbicida.
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y=31.30162+28.04995 x-3.96042 ¢
r? = 0.76

GERMINAGAO (%)
[4)]
Qo
]

10 T 1 17T
o . 1 2 3 4 5 6
CONCENTRACOES

Figura 1. Efeito de concentrages de sacarose, diluida
em agua, na velocidade de germinagdo de
conidios de Bipolaris euphorbiae.

Efeito de temperaturas na germinagéo de conidios de B. euphorbiae

A temperatura tem efeito marcante na velocidade de germinacéo de
esporos, conforme abordado por Massola e Bedendo (1993).

A temperatura teve efeito sobre a germinacdo de conidios de B.
euphorb:ae ficando evidenciada a maior porcentagem de germinagio nas
temperaturas entre 15 e 25°C (Tabela 4). Observou-se a tendéncia de reducéo da
germinag&o dos conidios com temperaturas <10 e >30°C. Massola e Bedendo (1993)
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citam como temperatura ideal ao desenvolvimento de Helminthosporium oryzae a
temperatura de 27°C, proxima & 25°C obtida no presente trabalho. Em geral, Bipolans

Spp. ocorrem em regibes de clima quente (Ellis, 1971).

TABELA 4 - Efeito da temperatura na germinagdo de conidios de B. euphorbiae, em

sacarose a 2%
Temperatura (°C) Germinagdo (%)
10 583,70 b
15 81,60 a
20 79,75 a
25 . 80,75a
30 56,25 b
CV (%) 14,30

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia de 5%,
pelo teste de Tukey.

Devido &s condigdes climaticas reinantes durante o desenvolvimento das
espécies de verdo estarem nas faixas de temperatura entre 20 a 25°C (Tubelis e
Nasq.imento, 1992), os resultados obtidos neste experimento demonstram que a
temperatura ndo deve ser um fator limitante a utilizag&o de B. euphorbiae para controle
de leiteiro.

Influéncia de meios de cultura e de regimes luminosos no crescimento vegetativo
e na esporulacdo de B. euphorbiae

O crescimento micelial do fungo foi influenciado pela composi¢cio do meio
de cultura e pelo regime luminoso (Tabela 5). Considerando o didmetro de colénia
medido aos 6 dias apds a transferéncia, foi verificado o menor desenvolvimento do
patégeno no meio de Reis, enquanto que o maior didmetro de colénia ocorrey nos
meios de FTA, de BDA e de FAA,
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Em relag&o ao regime luminoso os efeitos marginais (Tabela 5), mostraram
que o maior crescimento ocorreu sob escuro continuo, posicionando-se em segundo
lugar o fotoperiodo de 12 horas, o qual por sua vez, também, diferiu estatisticamente
da luz continua.

Os maiores crescimentos miceliais ocorreram nos meios de FTA, de BDA,
de FAA e de MA, seguidos pelos meios de BSA e de FMA, sob o regime de escuro
continuo. O menor crescimento micelial no regime de escuro continuo e, também, no
regime de fotoperiodo de 12 horas, ocorreu com o meio de Reis s6 nio sendo
superado pelo meio de BSA no ultimo regime luminoso.

Com relagéo ao regime de fotoperiodo 12 horas, os meios de FTA, de BDA,
de FAA e de FMA foram os que apresentaram o maior crescimento micelial, sendo que
o meio de BDA apresentou-se semelhante ao de MA.

~ Massola e Bedendo (1993), relatam que o regime luminoso n&o afetou o
cres¢imento micelial do fungo Helminthosporium oryzae em meio de BDA, o que
diverge dos resultados obtidos neste trabalho. Observa-se, assim, que existem
diferencas em resposta a luz, dentro das espécies de Bipolaris.
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TABELA 5 - Efeito de meios de cultura e de regimes luminosos no crescimento micelial
de Bipolaris euphorbiae.

Crescimento Micelial (mm)

Regimes Luminosos

SUbstratos Luz Escuro Continuo  Fotoperiodo Médias

| Continua 12 horas
1.FTA C726a A8042a B 37,90 a 44,69 a
2. BDA C723a A7825a B 31,85 ab 39,11 ab
3. FAA C6,04a A7800a B 36,50 a 36,16 ab
4. BSA C7,76a A5648 b B1752 cd 29,67 bc
5. MA C580a A 56,25 a B 21,46 bc 2447 ¢
6. FMA . C7,18a AS5217 b B 35,67 a 29,81 bc
7. Reis C284a A1500 ¢ B 712 d 8,45 d
Médias C734 A 58,78 B 26,74
CV=1975%

Médias seguidas por letras distintas, minGsculas na vertical e maiusculas na horizontal,
diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.
FTA = farinha de trigo-agar; BDA = batata-dextrose-agar; FAA = farinha de aveia-agar;

BSA = batata-sacarose-agar; MA = malte-agar; FMA = farinha de milho-agar; Reis =
meio seletivo.

Na média geral, o maior desenvolvimento micelial de B. euphorbiae ocorreu
nos substratos de FTA, de BDA e de FAA. Porém, os meios de BDA e de FAA néo
diferiram estatisticamente dos meios de- BSA e de FMA. Num terceiro grupo,
encontram-se os meios de BSA, de MA e de FMA, enquanto que no meio de Reis
ocorreu, estatisticamente, o menor crescimento micelial.

Os resultados dos efeitos de meios de cultura e do regime luminoso na
esporulagéo de B. euphorbiae encontram-se no Tabela 6. |
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TABELA 6 - Efeitos de meios de cultura e do regime luminoso na esporulagdo de

Bipolaris euphorbiae

. Condesrm
Substrato Regime Juminoso

Luz Escuro Fotoperiodo

continua continuo 12 horas

1. FTA AB 1879 «cd B 298 d A 30,64 bc
2. BDA A 99,11 bc A 175,25 be A 216,19 ab
3. MA B 1,56 d A 1.063,09 b A 735,06 a
4. FMA A 49,57 bc A 97,68 bc A 12,51 ¢
S. FAA A 49,57 bc B 1,56 d AB 1433 ¢
6. BSA A 26864 b B 18,79 cd A 165,14 abc
7. Reis B 5.536,63a A 4519325a C 627,01 a

CV=2571%

Medias seguidas por letras distintas, minusculas na vertical e maiusculas na horizontal,
diferem entre si ao nivel de significancia de 5%, pelo teste de Tukey.

FTA = farinha de trigo-agar; BDA = batata-dextrose-agar; FAA = farinha de aveia-agar;
BSA = batata-sacarose-agar; MA = malte-agar; FMA = farinha de milho-agar; Reis =
meio seletivo.

A interagdo entre meios de cultura e regimes luminosos foi significativa a

5% de probabilidade, por isso, neste Tabela ndo constam os efeitos marginais.

| Os resultados obtidos, mostraram que a esporulagdo de B. euphorbiae foi
influenciada pelo regime luminoso e pelos meios de cultura empregados, o que
concorda com os relatos de Nakamura (1975), o qual encontrou correlagdo semelhante
quanto ao efeito interativo da luminosidade e do meio de cultura.

Observa-se no Tabela 6, que quando submetido aos regimes de luz
continua e de escuro continuo a maior esporulagéo de B. euphorbiae ocorreu no meio
de Reis. Quanto ao efeito do fotoperiodo na esporulagéo observou-se que tanto o meio
de Reis, como o de MA, o de BDA e o de BSA nao diferiram estatisticamente entre si.
Umé? possivel explicagdo para o fato da elevada esporulagdo no escuro continuo é
encontrada nos relatos de Aragaki (1962) e Trione e Leach (1969), segundo os quais,
ndo é o escuro que estimula a esporulagdo, mas sim, a auséncia de certos
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comprimentos de onda na regido do azul e do violeta que inibem a produgéo de
€sporos.

Posicionaram-se, intermediariamente, sob escuro continuo os seguintes
meios de cultura: BDA, MA e FMA. A menor esporulagéo ocorreu nos meios de cultura
FTA, FAA e BSA.

No geral, o meio de cuitura de Reis foi 0 que propiciou a maior producéo de
esporos, sob luz continua, constituindo um grupo significativamente distinto dos demais
tratamentos. Posicionaram-se, intermediariamente, os seguintes meios de cultura;
BDA, FMA, FAA e BSA. Os meios de cultura nos quais ocorreu a menor esporulagdo
de B. euphorbiae foram: FTA e MA.

Os resultados aqui obtidos discordam, em parte, dos obtidos por Leach
(1861). Segundo este autor, em relacéo a Helminthosporium oryzae, houve a auséncia
de conidios quando a incubagdio foi realizada na luz ou no escuro continuos. Do
expoSto, pode inferir-se que, mesmo dentro de um género, a resposta das espécies a
luz é diferente para cada uma.

Como o meio que apresentou o menor crescimento micelial foi o que
apresentou a maior esporulagdo ndo procedeu-se a andlise de correlagéo entre os
fatores crescimento micelial e esporulagso.

| O meio de BSA foi usado neste trabalho, antes de serem geradas estas
informagdes, por ser um meio de cultura de baixo custo. Sempre foi utilizado sob o
regime luminoso de fotoperiodo de 12 horas, o que propiciou esporulagdo suficiente,
de a¢ordo com os dados do Tabela 6.

Patogenicidade de B. euphorbiae em espécies vegetais de verdo e inverno

No desenvolvimento de um micoherbicida é fundamental conhecer-se a
gama de plantas suscetiveis ao patdgeno em estudo, como abordado por Weidmann e
Tebeest (1990) e Souza (1991). Por outro lado, Souza (1991), cita que, o
desconhecimento da gama de plantas suscetiveis ao fungo usado como micoherbicida
é uma ameaga a agricultura; por nao existir garantia absoluta de seguranga no seu
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uso. Por isto, o passo seguinte foi testar-se a reacéo das principais espécies vegetais
cultivadas na regi&o, para determinar o grau de especificidade do fungo B. euphorbiae.

O fungo B. euphorbiae mostrou alta especificidade, nao produzindo
sintomas nas espécies vegetais de verio: Glycine max L. Merril, Sorghum bicolor (L.)
Moench e Zea mays e de inverno: Avena sativa L., Hordeum vuigare L., Secale cereale
L., Triticum aestivum L. e X Triticosecale Wittmack. Desta forma, o desenvolvimento de
um micoherbicida & base de B. euphorbiae, patdgeno alvo deste estudo, pode ser
considerado seguro pelo menos em lavouras com as espécies testadas.

Por outro lado, se for utilizado em outras espécies vegetais ndo avaliadas
neste trabalho, deveria ser verificada sua patogenicidade sobre aquelas espécies.

Interagéo entre a duragdo do molhamento foliar continuo e a temperatura na
sevéridade da doenga

Nao foi possivel medir-se os efeitos da interagdo entre a duragdo do
molhamento foliar continuo e a temperatura na severidade da doenga. O experimento
foi répetido trés vezes, devido as dificuldades de avaliagdes, e apresentou, em todas
as temperaturas e horas de molhamento, uma queima das folhas, do sentido das
bordas para o centro. No periodo de 24 horas apos a aplicagdo do fungo, as folhas
apresentavam-se com sintomas cloréticos, enrugadas e murchas, e no momento da
avaliacdo, com o minimo toque as mesmas caiam. Deduziu-se ser motivado por
provével efeito de toxina(s), liberada(s) pelo fungo no momento do preparo da
suspenséo de indculo. Yang, Johnson e Dowler (1990) relatam o efeito de fitotoxinas
produzidas por Alternaria angustiovoidea causando sintomas cloréticos e murcha em
folhas de E. esula, o que pode estar relacionado com a causa dos sintomas descritos
anteriormente.

Por isto, ndo descarta-se a possibilidade de que possa estar atuando uma
toxina do fungo, dificultando os trabalhos de inoculagdo como os descritos nos
experimentos 1 e 2.
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Em todos os experimentos de inoculacdo teve-se dificuldades na
reproducao dos sintomas do tipo les3o, verificada no campo. Isto pode ser atribuido ao
efeito de toxina(s) na reagdo de plantas de leiteiro ou & reacdo de hipersensibilidade
(Daly, 1976; Fuchs, 1976).

Efeito de concentra¢des de conidios de B. euphorbiae aplicados em forma de
gota sobre folhas de leiteiro

Nesta fase procurou-se esclarecer o possivel envolvimento de toxina(s) ou
reagéo de hipersensibilidade, na manifestacdo dos sintomas quando as plantas foram
artificialmente inoculadas. Embora Yorinori (1985), Café Filho et al. (1987) e Yorinori e
Gazziero (1989) nao relataram nenhuma referéncia a produgéo de toxinas, neste
trabalho encontrou-se indicios desta possibilidade. Pelo uso de inoculagdo de gotas
sobre folhas individuais, e usando concentragcGes crescentes constatou-se que nas
concentragGes de 3 e 4 x 10° conidios/ml e, principalmente, 5 x 10° conidios/ml houve a
mamfestag:ao dos sintomas do tipo lesdo, semelhante ao verificado no campo.
Possnvelmente o isolado usado neste trabalho seja diferente dos testados por outros
autores pois como ja salientado, mesmo na concentragdo de 5 x 10° conidios/ml a
doenca manifestou-se com severidade dificil de ser avaliada pelo nimero de lesdes.

Por estas dificuldades encontradas, na avaliagdo da severidade, ndo
descarta-se a possibilidade de ocorrer uma reagéo incompativel entre o isolado usado
com o hospedeiro E. heterophylla, manifestada por reagao de hipersensibilidade.

Estudos devem ser conduzidos comparando-se a patogenicidade de
diferentes isolados de B. euphorbie de modo a selecionar-se os mais agressivos. Estes
ultimos deveriam ser preferencialmente usados em formulagSes comerciais de
micoherbicidas.
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CONCLUSOES

1. Os fungos que ocorrem em plantas daninhas séo de dificil isolamento e esporulagdo
no meio tradicional de batata-sacarose-agar.

2. Considerando-se os danos causados nos hospedeiros observados no campo, os
fungos com maior potencial de uso para o desenvolvimento de um micoherbicida foram
Sphéceloma sp., Melampsora sp. e Bipolaris euphorbiae em Euphorbia heterophyila;
Bipolaris bicolor em quicuio; Coleosporium tussilaginis em maria-mole e um fungo néo
identificado em Rumex obtusifolius.

3. Lo[Iium multifiorum, devido a sua alta populagéo, constitui-se em importante fonte de
indculo, como hospedeiro secundario, para o agente causal da brusone do trigo,
Pyricularia grisea, do ergot, Claviceps sp., e da ferrugem da folha da aveia, Puccinia
coro:?ata; e Raphanus raphanistrum constitui-se, igualmente, fonte de inéculo para o
agente causal de alternaria em brassicas, Alfernaria brassissicola, no Sul do Brasil.

4. A velocidade de germinag3o de conidios de Bipolaris euphorbiae foi influenciada
pela temperatura e por fontes de carbono, tendo se destacado entre elas a sacarose.

5. O crescimento micelial e a esporulagao de Bipolaris euphorbiae foram influenciadas
por diferentes meios de cuitura e por regimes luminosos.

6. O fungo Bipolaris euphorbiae possui alta especificidade, ndo produzmdo sintomas
nas principais espécies vegetais cultivadas no Sul do Brasil.





