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RESUMO - Esse trabalho teve como objetivo identificar isolados patogénicos da micobiota
associada a Ipomoea spp. para prospecc¢do de um mico-herbicida para o controle das principais
espécies invasoras de corda-de-viola no Brasil. Plantas naturalmente infectadas foram coletadas
em areas de ocorréncia da invasora no estado de S&o Paulo. As espécies botanicas e os géneros
fungicos associados aos sintomas observados foram identificados através de chaves taxonémicas
especificas. A obtencao de coldnias dos fungos identificados foi feita por isolamento em meio de
cultura. Os isolados obtidos foram inoculados na concentracdo de 2x10° conidios/ml em Ipomoea
nil, I. grandifolia, 1. hederifolia e I. quamoclit e mantidos em casa-de-vegetacéo para avaliacdo de
incidéncia de doenca por 30 dias. Doze isolados foram obtidos, sendo seis pertencentes ao género
Cercospora, trés ao género Bipolaris, dois ao género Alternaria e um ao género Colletotrichum.
Observou-se uma variagdo no resultado do teste de patogenicidade dos isolados nas diferentes
espécies de Ipomoea spp. Nenhum isolado de Bipolaris sp. foi patogénico as espécies testadas. O
isolado de Colletotrichum sp. foi patogénico apenas a I. nil. Um isolado de Aternaria sp., patogénico
a |. nil, I. hederifolia e |I. quamoclit, e trés isolados de Cercospora sp., patogénicos a I. nil, I.
hederifolia e I. grandifolia, foram selecionados como promissores para estudos de desenvolvimento
de um mico-herbicida. Os principais sintomas observados nas plantas inoculadas foram
amarelecimento de folhas causado por Alternaria sp. e manchas foliares seguida de

amarelecimento e desfolha causada por Cercospora sp.
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ABSTRACT- The aim of this work was to identify pathogenic isolates from Ipomoea spp. mycobiota
in order to pospect a mycoherbicide to control the most significative species of invasive morning
glories in Brazil. Naturally infected plants were collected in areas of occurrence of this weed in S&o
Paulo. The botanical species and genera of fungi associated to symptomatic plants were identified
through the use of specific taxonomic keys. The colonies of all identified fungi were obtained by
isolation procedures on culture media. The isolates were inoculated at an inoculum concentration of
2x10° conidia/ml on Ipomoea nil, 1. grandifolia, |. hederifolia and I. quamoclit. After that, the plants
were kept under greenhouse conditions and evaluation of disease incidence was carried out on a
weekly basis for 30 days. Twelve fungi isolates were obtained, six of them were identified as
Cercospora sp., three as Bipolaris sp., two as Alternaria sp. and one as Colletotrichum sp.. There
was a great variation on the pathogenicity of fungi isolates on Ipomoea species. The Bipolaris sp.
isolates were not pathogenic to the Ipomoea species tested. The Colletotrichum sp. isolate was
pathogenic only to I. nil. One isolate of Alternaria sp., pathogenic to I. nil, I. hederifolia and I.
quamoclit, and three isolates of Cercospora sp., pathogenic to I. nil, I. hederifolia and I. grandifolia,
were selected as potential to a mycoherbicide development studies. The main symptoms observed
on inoculated plants were yellowing leaves caused by Alternaria sp. and leaf spots turning yellow
followed by defoliation caused by Cercospora sp.

Key-words: weed, morning glory, biological control, phytopathogenic fungi.

1 INTRODUCAO

As plantas daninhas interferem negativamente nos sistemas agricolas, causando prejuizos
a producdo das culturas em funcdo da competicao por agua, luz, nutrientes e espaco com as
culturas e em alguns casos sdo hospedeiras de pragas e doencas que atacam as plantas
cultivadas (Lorenzi, 2000). O principal método de controle utilizado no seu manejo em grandes
culturas € o uso de herbicidas quimicos. No Brasil, 0 volume comercializado de herbicidas em 2013
foi em torno de 303 mil toneladas, o que representou 61% de todo o volume de ingredientes ativos

de defensivos agricolas comercializado no pais (Ibama, 2013).

Apesar do sucesso da aplicacéo deste método de manejo em areas extensas do Brasil e do
mundo, o controle quimico de plantas daninhas enfrenta problemas e limitagbes em varias frentes.

A evolucédo da populagéo de plantas daninhas resistentes aos herbicidas € um problema crescente
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(Vencill et al., 2012). Além disso, ha uma pressédo pela reducao do impacto ambiental e social da
atividade agricola em toda a cadeia produtiva.

Um exemplo desta tendéncia € observado na agroindustria canavieira paulista. A queimada
em canaviais no estado de Sao Paulo estd sendo proibida com restricbes legais e progressivas até
2021 para areas com possibilidade de mecanizacdo e até 2031 para todas as demais areas
(Decreto no 47.700 de 11/3/2003, que regulamenta a Lei no 11.241 de 19/9/2002) (Timossi e
Durigan, 2006). Assim em &reas sem queima prévia (cana-crua) permanece uma camada de palha
no solo que favorece a selecéo de espécies com sementes grandes e capacidade de germinar sob
a camada de palha, com destaque para espécies Ipomoea hederifolia, I. quamoclit e I. grandifolia

(Monquero et al., 2008; Monquero et al., 2011).

Essas plantas tem habito de crescimento trepador e apresentam ciclo biolégico longo, o que
as torna importante ndo s6 pela competicdo imposta no inicio da cultura, mas também durante a
colheita, pois seus ramos se fixam aos colmos (Lorenzi, 2000). A palha, presente em areas com
manejo sem queimada, diminui a eficicia de herbicidas pré-emergentes (Monquero et al., 2009;
Silva e Monquero, 2013) e os herbicidas pds-emergentes apresentam baixa eficicia, pois nem
sempre é possivel atingir todas as plantulas nos estadios recomendados em func¢éo do fluxo de
emergéncia em diferentes periodos (Pizzo et al., 2010). Mesmo em condi¢do de baixo escape, 0s
individuos sobreviventes podem ser suficientes para causar danos expressivos na colheita (Correia
e Kronka, 2010). As cordas-de-viola sdo particularmente problematicas nestas condicfes, e
gualguer que seja a técnica ou conjunto de técnicas empregadas no seu manejo, € de se
considerar que se trata de uma espécie de dificil controle e reconhecida como um alvo potencial

para novas formas de manejo.

Dentre as possibilidades a serem exploradas, destaca-se o controle biolégico pelo método
inundativo ou de mico-herbicida, que envolve o uso de fungos fitopatogénicos endémicos que
possam ser produzidos em massa, formulados e aplicados de modo semelhante a um herbicida
guimico onde a populacdo da planta invasora esta estabelecida (Auld, 1997). Vérios trabalhos na
literatura demonstram a potencialidade de fitopatdgenos como mico-herbicidas (Hallett, 2005),
porém ndo ha nenhum estudo anterior de trabalho investigativo sobre o controle alternativo de

plantas do “complexo cordas-de-viola” (Ipomoea spp.).

O primeiro passo no desenvolvimento de um mico-herbicida envolve a descoberta e
identificacdo de fungos fitopatogénicos associados a cada planta-alvo, seguido de uma avaliagdo

do potencial de cada espécie de fungo como agente de controle bioldgico (Ash, 2010). Assim, o
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objetivo desse trabalho foi identificar isolados patogénicos da micobiota associada a Ipomoea spp.
para prospeccdo de um mico-herbicida para o controle das principais espécies invasoras de corda-
de-viola no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

Plantas de Ipomoea spp. naturalmente infectadas, foram coletadas em areas de ocorréncia
da invasora no estado de Sao Paulo, durante os anos de 2014 e 2015. As exsicatas de Ipomoea
spp. foram identificadas e o material sintomatico coletado foi observado em microscépio
estereoscopico e otico para identificagdo dos géneros fungicos através de chaves taxonémicas

especificas (Carmichael et al., 1980; Sutton, 1980).
2. 1 Isolamento da micobiota

A partir do material com sintoma associado a doenca fungica foi feito o isolamento direto e
indireto para obtengdo de culturas puras. O isolamento direto consistiu na transferéncia da
estrutura do fungo para placas de Petri contendo meio de cultura de Batata dextrose agar (BDA).
No isolamento indireto, fragmentos de lesdo foram imersos em uma solugdo de &lcool 75% por 1
minuto, transferidos para hipoclorito de sddio 2% por 3 minutos, lavados em agua destilada
esterilizada e secos em papel de filtro esterilizado. Apds esse processo, os fragmentos foram
depositados em placas de Petri contendo meio BDA. As placas de ambos os tipo de isolamento
foram mantidas em incubadora com fotoperiodo de 12 horas, a 25°C até a visualizacdo de
crescimento micelial. As colénias com caracteristicas do fungo associado foram preservadas pelo

método Castellani (Castellani, 1967).
2. 2 Producao de in6culo

A producéo de in6culo dos fungos identificados foi feita em crescimento em meio agarizado
e através da técnica de fermentacgéo difasica adaptada de Walker (1980) que envolve a etapa de
fermentacédo liquida seguida de crescimento em meio agarizado. Na etapa de fermentacéo liquida
os isolados foram depositados em erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido de
extrato de malte e levedura (YM) e colocados em incubadora tipo Shaker com velocidade de 150
rpm a 25°C. Apés 10 dias o micélio obtido foi triturado, utilizando um homogeneizador de tecidos

celulares, e em seguida a suspensao de micélio triturado foi vertida em placas de Petri contendo
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meio agarizado YMA. As placas foram mantidas em incubadora com fotoperiodo de 12 horas, a
25°C por 10 dias. Para producao de inéculo diretamente em meio agarizado, as colbénias fungicas
foram repicadas para placas de Petri contendo meio YMA e mantidas por 15 dias na condi¢des de
incubacao descrita previamente. Em ambas as técnicas, 10 mL de 4gua destilada foi adicionado
as placas e a suspensao obtida filtrada em gaze. A quantificacdo de conidios foi feita em camara

de Neubauer.
2. 3 Teste de patogenicidade

Todos os isolados obtidos de cada espécie fungica identificada foram inoculados nas
espécies Ipomoea nil, I. grandifolia, I. hederifolia e I. quamoclit. As plantas foram inoculadas com
uma suspensdo de 10° conidios/mL + Tween 20 0,05 % (polioxietileno monolauratico) e mantidas
em camara Umida por 24 horas. Apos esse periodo as plantas foram mantidas nas condi¢des de
casa-de-vegetacdo por 30 dias. As avaliacdes de incidéncia das doencas foram realizadas

semanalmente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram obtidos 12 isolados fungicos, sendo seis pertencentes ao género Cercospora,
trés ao género Bipolaris, dois ao género Alternaria e um ao género Colletotrichum. Os isolados
foram obtidos das espécies Ipomoea nil, |. cairica, I. quamoclit, I. grandifolia, l.indivisa e l.triloba
(Tabela 1).

Tabela 1. Local de coleta, espécie botanica de origem dos isolamentos e identificagdo dos géneros fungicos
da micobiota de Ipomoea spp.

Isolado Local de coleta Espécie botanica Género Flngico
1 Jaguaritina Ipomoea nil Bipolaris sp.
2 Jaguaritina I. guamoclit Bipolaris sp.
3 Jaguaridna . nil Bipolaris sp.
4 Jaguaridna . nil Cercospora sp.
5 Holambra . nil Cercospora sp.
6 Artur Nogueira . cairica Colletotrichum sp.
7 Artur Nogueira . cairica Alternaria sp.
8 Jaguaridna I. triloba Cercospora sp.
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9 Limeira I. quamoclit Alternaria sp.

10 Iracemapolis I. indivisa Cercospora sp.
11 Jaguaritna I. grandifolia Cercospora sp.
12 Jaguaritna . nil Cercospora sp.

Em condicdo natural de infeccdo os sintomas observados foram manchas foliares
associadas aos fungos Bipolaris, Colletotrichum e Cercospora (Figuras 1 A, B, C). Os sintomas
associados ao género Alternaria foram amarelecimento e queima do apice das folhas (Figura 1D).

Figura 1. Ocorréncia natural de sintomas observados em plantas de Ipomoea spp.: Manchas foliares
causadas por Bipolaris sp. em I. nil (A), Colletotrichum sp. em |I. cairica (B), Cercospora sp. em |. grandifolia
(C) e amarelecimento de folhas em I. quamoclit causada por Alternaria sp. (D).

Observou-se uma variacao no resultado do teste de patogenicidade dos isolados fungicos
nas diferentes espécies de Ipomoea spp. (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado do teste de patogenicidade da micobiota de Ipomoea spp. nas espécies I. Nil, I.
grandifolia, 1. hederifolia e 1. quamoclit.

Isolado . nil I. grandifolia I. hederifolia I. quamoclit
1 - - - -
2 - - - -
3 - - - -
4 + - - -
5 + - - -
6 + - - -
7 + - + +
8 + - + -
9 + - - -
10 + + + -
11 + + + -
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12 + + + -

+ teste de patogenicidade positivo; - teste de patogenicidade negativo.

Apenas os isolados pertencentes ao género Bipolaris sp. (isolados 1, 2 e 3) apresentaram
teste de patogenicidade negativo para todas as espécies de Ipomoea testadas. O género
Colletotrichum sp. (isolado 6) foi patogénico apenas a I. nil. Os isolados pertencentes ao género
Alternaria sp. apresentaram resultado diferenciado no ensaio. O isolado 7 foi patogénico as
espécies I. nil, 1. hederifolia e 1. quamoclit, enquanto o isolado 9 foi patogénico apenas a I. nil. Os
seis isolados do género Cercospora sp. também apresentam resultado diferenciado. Os isolados 4
e 5 foram patogénicos apenas a l.nil. O isolado 8 foi patogénico a I. nil e I. hederifolia. Os isolados

10, 11 e 12 foram patogénicos a I. nil, I. hederifolia e |. grandifolia (Tabela 2).

Na figura 2 sdo apresentados os principais sintomas observados nas plantas inoculadas em
condi¢cbes de casa-de-vegetacdo, destacando-se o amarelecimento de folhas (Figura 2A) em |.
quamoclit causada pelo isolado 7 de Alternaria sp. e manchas foliares em 1. nil causada pelo
isolado 10 de Cercospora sp. O isolado de Cercospora sp. causou inicialmente pequenas manchas

de formato irregular nas folhas (Figura 2B) que posteriormente coalesceram e causaram

amarelecimento das folhas (Figura 2C).

%’:’/ NS

Figura 2. Sintomas observados ap6s inoculacdo do isolado 7 de Alternaria sp. em I. quamoclit (A) e do
isolado 10 de Cercospora sp. em L.nil (B e C).

Nesse estudo demonstrou-se que existe uma micobiota associada as espécies de cordas-
de-viola pertencente aos géneros flangicos Alternaria sp., Bipolaris sp., Cercospora sp.e
Colletotrichum sp. Algumas associa¢des encontradas nesse trabalho ja haviam sido relatadas em
estudos anteriores (Nechet e Halfeld-Vieira, 2012, 2014). O resultado obtido complementa as
informagcBes sobre essa micobiota e permite selecionar isolados fungicos patogénicos a |.
guamoclit, I. hederifolia e I. grandifolia, consideradas invasoras de crescente importancia na cultura

da cana-de-acucar (Monquero et al., 2011). Os isolados promissores para continuidade dos
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estudos de controle biol6gico das cordas-de-viola identificados foram: isolado 7, Unico patogénico a
I. quamoclit e os isolados 10, 11 e 12, patogénicos a l.nil, I. hederifolia e |. grandifolia e que
causaram mancha foliar que progrediu para amarelecimento e posterior desfolha das plantas.

4 CONCLUSAO

Ha fungos fitopatogénicos que compdem a micobiota associada a Ipomoea spp. que
apresentam patogenicidade diferenciada as principais espécies invasoras de Ipomoea no Brasil.
Nesse trabalho, isolados fungicos pertencentes aos géneros Alternaria e Cercospora foram
selecionados, com base na gama de hospedeiro e no sintoma em plantas, como promissores para

estudos de desenvolvimento de um mico-herbicida.
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