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Variabilidade Patogénica e
Morfologica de Isolados de
Cercospora caricis Obtidos
de Tiririca Roxa e de Tiririca
Amarela

Sueli C. M. de Mello
Carlos R. Borges Neto
Eliria Alves Teixeira

Resumo

Doze isolados de Cercospora caricis Oudem. foram avaliados quanto a
patogenicidade e viruléncia a plantas de duas espécies de tiririca

(Cyperus rotundus L.e C. esculentus L.), em casa de vegetacdo. Os isolados
foram, t;mbém, estudados quanto & morfologia de colénias e morfometria de
conidios e de conidiéforos. Todos os isolados causaram doenca em C. rotundus,
porém os isolados CEN141 e CEN143 foram os Unicos patogénicos a

C. esculentus. Com relacdo a viruléncia a plantas de C. rotundus, destacaram-se
os isolados CEN66 (CG672), CEN142 e CEN114. De acordo com a anélise de
agrupamento, estes isolados classificaram-se como altamente virulentos

(93-95 % de folhas infectadas, 51-54 % de folhas mortas e 62-66 % de érea
foliar infectada). O isolado CEN115 produziu, em seu metabolismo secundario,
uma substancia com pigmentacédo vermelha observada no meio de cultura, fato
ndo verificado com os demais isolados.

Termos para indexac&o: Biocontrole, Cyperus rotundus, Cyperus esculentus,
Cercospora caricis, caracterizacao.

' Eng?® Agre., PhD., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng® Agr°., MSc., UNESP/Jaboticabal, Departamento de Ciéncias Agrérias.
® Eng® Agr®., MSc., AGENCIARURAL, Goiés.



Pathogenic and
morphological variability of
Cercospora caricis isolates
from purple nutsedge and
yellow nutsedge

Abstract

A study was carried out in greenhouse conditions to evaluate the
pathogenicity and virulence variability among 12 isolates of Cercospora
caricis on Cyperus rotundus and C. esculentus. These isolates also was
charaterized by morphological aspects. All isolates caused disease on purple
nutsedge, but only the CEN141 and CEN143 isolates were pathogenic to the
yellow nutsedge. A better result regarding virulence in purple nutsedge plants
was obtained with isolates CEN66, CEN142 and CEN114. According to
clustering analysis, these isolates were classified as highly virulent

(93-95 % of infected leaves, 51-54 % of dead leaves and 62-66 % of infected
leaf area). It was possible to differentiate some of the evaluated isolates by
colony morphology. The isolate CEN115 usually showed a red pigmentation
growth when cultivated in BDA media, fact not true for the others isolates.

Index terms: Biocontrol, Cyperus rotundus, Cyperus esculentus, Cercospora

caricis, Characterization.
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Introducéao

A tiririca roxa (Cyperus rotundus L.) é uma planta daninha mundialmente
distribuida. No Brasil pode ser encontrada em diversos tipos de solo, clima e
culturas, onde as praticas agricolas parecem favorecer seu crescimento e
disseminacdo. A tiririca amarela (Cyperus esculentus L.) também constitui um
problema grave, principalmente na regido sul do pais em cultivos de trigo
(Kissman, 1991). De acordo com Pereira (1993), o controle da tiririca requer a
combinacdo de métodos de manejo, pois historicamente, herbicidas de
diferentes grupos quimicos tém proporcionado resultados insatisfatérios na
supressao desta invasora.

Diversos patégenos tém sido relatados em tiririca, no mundo

(Phatak et al., 1987; Blaney, 1987; Evans, 1987). Cercospora caricis Oudem
tem sido estudado como um agente de controle biolégico para C. esculentus nos
Estados Unidos. No Brasil, este fungo foi primeiramente relatado em

Cyperus rotundus no Estado do Rio de Janeiro (Barreto & Evans, 1995) e,
posteriormente, no Distrito Federal (Ribeiro et al. 1997). Desde entdo, vérios
isolados foram coletados no pais e estdo sendo mantidos na colecédo de fungos
de int_éresse para o controle biolégico da-Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Dentre eles, o isolado CEN66 (CG 672), procedente do Distrito
Federal, apés avaliagcbes conduzidas em casa de vegetacdo e sob condicdes de
campo, foi considerado um agente candidato para desenvolvimento como
bioherbicida. (Ribeiro et al., 1997; Borges Neto, 1997; Teixeira, 1999; Borges
Neto et al., 2000; Inglis et al., 2001).

A existéncia de variagOes genéticas em populacdes de patégenos permite a
selecdo de isolados mais virulentos e/ou adaptados para propdsitos especiais.
Por outro lado, é sempre possivel a ocorréncia de resisténcia de plantas daninhas

a doencas, pela selecdo natural. Portanto, o conhecimento da variabilidade

dentro da populacdo do agente de biocontrole é um requerimento basico quando
se deseja implementar um programa de controle biolégico de plantas daninhas.

0] 6bjetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade de Ce. caricis, obtidos de
C. rotundus e de C. esculentus, quanto a patogenicidade e viruléncia as duas
espécies daninhas e quanto & morfologia de col6nia e morfometria de conidios e
de conidiéforos.
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Material e Métodos

Isolados de Cercospora caricis: Os 12 isolados de Ce. caricis utilizados neste
estudo fazem parte da colecdo de fungos de interesse para o controle bioldgico
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Dentre estes, dez sdo
provenientes de C. rotundus, coletados em diferentes area geogréaficas do Brasil:
CEN66 (CG 672), CEN73, CEN74, CEN114, CEN140 e CEN142, procedentes
de Brasilia - DF; CEN115, de Carmo (RJ); CEN119 e CEN139, de Sete Lagoas
(MG); CEN144, de Vicosa (MG). Os outro dois foram obtidos de C. esculentus,
sendo um, CEN141, procedente de Brasilia (DF) e o outro, CEN143, da Florida
(EUA), cedido pelo Dr. Regravan Charudattan.

Patogenicidade e viruléncia dos isolados de Ce. caricis a C. rotundus e

C. esculentus: Tubérculos das duas espécies de tiririca, livres de raizes e parte
aérea, foram colocados em bandejas contendo dgua, para brotacdo. Apds dez
dias, os bulbos basais desenvolvidos, apresentando trés folhas, foram
destacados dos tubérculos e plantados em vasos de 0,5 litro de capacidade
contendo solo autoclavado, utilizando-se um bulbo por vaso.

No preparo do inéculo, colénias desenvolvidas em meio de
Batata-Dextrose-Agar (BDA), a 25 °C, sob fotoperiodo (luz fluorescente) de

12 h, durante 15 dias, foram trituradas em liquidificador com agua destilada.

A suspenséo obtida foi filtrada em camada dupla de gaze e com auxilio de um
hemocitémetro, procedeu-se o ajuste da concentracdo em 3,8 x 10° fragmentos
de hifa/mL.

As inoculacées foram realizas quando as plantas apresentavam-se no estadio de
9 a 11 folhas (trés semanas de idade), aspergindo-se, aproximadamente, 12 mL
de inéculo por planta de modo a atingir toda superficie foliar. Apds a inoculacéo,
as plantas foram incubadas em cdmara Umida durante 72 horas e permaneceram
em casa de vegetacdo (temperatura e umidade variando de 20 a 43° C e 55 a
90 %, respectivamente), até o momento das avaliacGes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes,
sendo cada repeticdo constituida por um vaso, em parcelas subdivididas.

As avaliacdes de severidade de doenca, feitas 21 dias apds a inoculacéo, foram
realizadas com auxilio da escala diagramatica (Borges Neto, 1997),
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considerando-se a porcentagem de area foliar infectada (PAFI) em cada folha e a
partir desta, calculando-se a porcentagem média por planta e por parcela.

A porcentagem de folhas mortas (PFM) foi obtida a partir do nimero total de
folha e do nimero de folhas mortas em cada planta. A porcentagem de folhas
infectadas (PFI) foi calculada do mesmo modo que a PFM, obtendo-se o néimero
médio de folhas infectadas por parcela.

Os valores de PAFI, PFM e PFI obtidos para cada isolado e espécie de
hospedeira foram utilizados na andlise de variancia, seguida de teste de Duncan
(Gomez & Gomez, 1984). Calcularam-se, ainda, os coeficientes de correlacdo
nas andlises do relacionamento entre diferentes critérios de avaliacdo. Anélise de
agrupamento dos isolados foi feita utilizando o método n&o ponderado de
agrupamento aos pares (“Unweighted Pair Group With Arithmetic Averages -
U.P.G.M.A.”), de acordo com Curi (1984).

Morfometria de conidios e de conidi6foros: Apés 15 dias de inoculadas, plantas
de C. rotundus e de C. esculentus apresentando as lesdes tipicas do patégeno,
foram incubadas sob sacos plasticos transparentes, previamente umedecidos,
durante 48 horas, para inducédo de esporulagéo do fungo. Lesdes esporuladas
foram-, entdo, seccionadas e montadas em Iadminas com glicerol + KOH (40 mL
de glicerol; 0,056 g de KOH e 0,05 ml de Tween 20; em 60 mL de &gua
destilada) e examinadas sob ocular micrométrica acoplada a um microscépio
6tico. Os isolados foram comparados quanto a largura e comprimento de
conidios e de conidiéforos, observando-se 50 exemplares de cada estrutura ao
acaso. Foi feita anélise de variancia dos dados obtidos e comparacées das
médias pelo teste de Duncan.

Morfologia de coldnias: Nestas observagdes, foram incluidos dois outros
isolados, pertencentes as espécies Ce. caribaea e Ce. henningsii. Ambos os

isolados foram previamente avaliados quanto & patogenicidade & tiririca roxa e

amarela, com resultados negativos (Borges Neto, 1997) e foram utilizados neste
estudo como referéncias interespecificas. Col6nias obtidas em placas de Petri
contendo meio BDA, durante 21 dias, a 26° C, sob fotoperiodo de 12 horas,
foram observadas quanto a coloragdo de micélio aéreo e micélio submerso,
auséncia ou presenca de pigmentacdo no meio e aspecto geral.
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Resultados e Discussao

Patogenicidade e viruléncia dos isolados a C. rotundus e C. esculentus: Todos
os isolados infectaram C. rotundus, entretanto, apenas CEN141 e CEN143
infectaram C. esculentus. Observou-se diferenca significativa entre isolados,
quanto a viruléncia em C. rotundus, para os trés critérios de avaliacao

considerados.

Os isolados CEN66 (CG672) e CEN142 foram os mais virulentos, ndo diferindo
entre si, pelo teste de Duncan ao nivel de 0,05, com relacdo aos critérios PFM e
PAFI. Considerando a PFI, CEN114 também destacou-se como um dos mais
virulentos, além dos isolados CEN142 e CEN66 (CG672) (Tabelas 1 e 2).

A andlise de agrupamentos sugeriu a existéncia de trés grupos de isolados, em
relacdo a viruléncia em plantas de C. rotundus: 1) altamente virulentos

(93-95 % de folhas infectadas, 51-54 % de folhas mortas e 62-66 % de area
foliar infectada), Il) medianamente virulentos (75-91,5 % de folhas infectadas,
39-48 % de folhas mortas e 45,5-58 % de area foliar infectada) e lll) fracamente
virulentos (64-69 % de folhas infectadas, 25-34 % de folhas mortas e

37-41 % de érea foliar infectada) (Tabela 1). Os agrupamentos foram idénticos
quando utilizados os critérios PAFI e PFM. No tocante ao critério PFl, a
composicdo dos grupos foi um pouco distinta (Tabela 1).

Os altos coeficientes de correlacdo entre critérios de avaliagdo indicam que a
tiririca roxa apresenta comportamento bastante semelhante para PAFI, PFM e PFI,
frente aos isolados avaliados. Entretanto, a diferenca na composicédo dos grupos
obtida com PFl e o coeficiente de correlacdo relativamente mais baixo entre este
e os outros dois critérios (Tabela 3) indica que, para o patossistema tiririca -

Ce. caricis, a avaliacdo da severidade é a mais correta quando comparada a
avaliacdo da incidéncia. A quantificacdo da doenca em termos de indice de
desfolha (PFM) é um critério que, embora muito simples e rapido, estd muito
sujeito a muitos erros, podendo ser confundido com senescéncia, que podera ser
mais ou menos intensa, dependendo do biotipo e do estadio fenoldgico do
hospedeiro (Kranz, 1988). Nem sempre é possivel, durante as avaliacdes,
distinguir com clareza folhas naturalmente senescentes de folhas perdidas pela
acdo do patégeno. Assim, pode-se inferir que o critério de avaliacdo baseado na
porcentagem de éarea foliar infectada (PAFI) seja o mais indicado para avaliacdo

3
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da doenca causada por Ce. caricis em tiririca. A simplicidade e rapidez deste
método compensa eventuais perdas na precisdo.

Morfometria de conidios e conidi6foros: As estruturas dos isolados, examinadas
ao microscoépio, apresentaram as caracteristicas descritas para Ce. caricis
(Blaney, 1987; Barreto & Evans, 1995). Entretanto, a andlise de variancia
revelou diferenca significativa entre isolados para dimensdes, tanto de conidios
quanto de conidiéforos (Tabela 4). Considerando-se que as dimensdes de
comprimento e largura de conidios e de conidiéforos estdo dentro dos padrdes
descritos para Ce. caricis (Blaney et al., 1988; Barreto & Evans, 1995), todos
os isolados foram identificados como pertencentes a esta espécie.

Variacdes em comprimento e largura de conidios e de conidiéroros dentro de
espécies do género Cercospora, sdo comumente verificadas na literatura
internacional, conforme constatado por Ribeiro et al. (1997).

Morfologia de coldnias: Quanto ao aspecto das colbnias, foi possivel diferenciar
alguns dos isolados em meio BDA. O isolado CEN115 do Carmo (RJ), épés 13
dias de crescimento, produziu em seu metabolismo secundario uma substancia
com pi§mento vermelho radiante, fato nédo verificado com nenhum dos outros
isolados. Esta substancia observada no meio de cultura pode corresponder a
relatada por Blaney et al (1988). De acordo com resultados de anélises
realizadas por estes autores, de um purificado obtido de substancias
pigmentadas excretadas por diversos isolados de Ce. caricis, este pigmento
deve-se a presenca da cercosporina, uma toxina nédo seletiva de hospedeira, que
esté envolvida na patogénese de varias espécies de Cercospora.

Micélio aéreo foi produzido em maior abundancia pelos isolados de C. rotundus
procedentes do DF. As col6nias destes isolados eram brancas a cinza claro,
compactadas com contorno bem definido, apresentando bordas negras.

O isolado CEN141, obtido de C. esculentus, também do DF, apresentou padréo
de crescimento distintamente mais lento do que os oriundos de C. rotundus,
com as bordas das col6nias negras e mais largas. As col6nias deste isolado mais
se assemelharam as do isolado CEN115, que entretanto, distinguiu-se pela
producdo da substancia com pigmento vermelho. O isolado CEN143, procedente
da Flérida (EUA) foi o que apresentou colénias morfologicamente mais
diferenciadas, dentre os isolados de Ce. caricis estudados, alternando-se zonas
de crescimento cinza claro e cinza escuro. Dentre todos os isolados, Ce. caribaea
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e Ce. henningsii foram os que apresentaram crescimento mais lento e as coldnias
mais irregulares. Todos os isolados apresentaram micélio imerso de coloracao
cinza a negra, observada no reverso das placas (Fig. 1).

Esses dados de morfologia de col6nias estdo de acordo com observacées feitas
por Johnson & Valleau (1949), de que forma, cor e quantidade de micélio aéreo,
no género Cercospora podem variar dentro de isolados de uma mesma
hospedeira. Os referidos autores ressaltam, ainda, que hospedeiros podem
influenciar as caracteristicas morfolégicas, por vezes transitérias, dentro de
espécies deste género.

Segundo Blaney et al (1988), as diferencas quanto aos aspectos morfolégicos,
entre espécimes de Ce. caricis podem estar associados a variacdes ambientais,
sugerindo portanto, que algumas caracteristicas tradicionalmente usadas para
identificacdo de espécies nao sdo necessariamente estaveis.

Por outro lado, estudos conduzidos por Inglis et al.(2001), utilizando
marcadores moleculares, possibilitaram distinguir o grupo de isolados
procedentes da regido do cerrado, com alta similaridade genética. Em contraste,

~ os isolados de outras areas geograficas brasileiras foram menos de 50% e 25%

relacionados aos isolados daquele grupo, pelas estimativas de similaridade
obtidas nas andlises de RAPD e RFLP, respectivamente. Entretanto, as anélises
de sequéncias ITS nao confirmaram essa divisdo dos isolados brasileiros, nem a
distancia genética entre esses isolados e o isolado procedente da Flérida,
indicando a necessidade de um extensivo levantamento de espécies de
Cercospora associados com Ciperaceae, utilizando esses marcadores
moleculares, para o estabelecimento de uma metodologia que possa auxiliar na
identificacdo taxonémica de isolados de C. caricis.

Conclusoes

1. Os resultados obtidos neste trabalho indicaram a seletividade de isolados do
fungo C. caricis, ao nivel de espécie do hospedeiro.

2. O critério de avaliacdo baseado na porcentagem de &rea foliar infectada
mostrou ser mais adequado para avaliar a doenca causada por Ce. caricis
em tiririca.

3.0s fungos do género Cercospora carecem, ainda, de critérios de classificacdo e
identificacdo bem estabelecidos, que venham a auxiliar no subsequente

' Médias seguidas da mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.
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monitoramento e controle de qualidade de isolados de Ce. caricis
selecionados para desenvolvido de bioherbicida.

Tabela 1. Viruléncia de isolados de Cercospora caricis em plantas de Cyperus

rotundus.

PAEL: . . i

CEN142 95,31 a ‘ | 54,09 a | ‘ 67,01 ‘ a o |

CEN114_ 95,10 a | 45,45 ¢ Il 58,23 c Il
CENG6 93,39 ab | 50,66 ab I 66,54 a |

CEN139 88,79 ¢ Il 47,71 ¢ Il 57,44 d 1]
CEN143 82,59 d Il 43,53 c 1] 53,41 d Il
CEN74 80,83 de Il 44,92 c Il 55,61 d Il
CEN73 80,52 de 11 44,50 c Il 54,31 d Il
CEN144 77,94 e Il 38,60 c 11 46,28 d Il
CEN115 77,72 e Il 29,84 d 1l 37,55 e I
CEN140 74,98 ef Il 44,42 c 1] 52,64 d I
CEN141 69,05 fg 1 43,33 ¢ Il 49,29 d Il
CEN119 63,89 g il 30,00 d 1 36,82 e 1
PFl = Porcentagem de folhas infectadas.

PFM = Porcentagem de folhas mortas.
PAFI = Porcentagem de érea foliar infectada.
*

Grupos de viruléncia segundo anélise de “Cluster” relacionadas a cada parametro avaliado: I) altamente virulentos, )

medianamente virulentos e lll) fracamente virulentos.

13
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Tabela 2. Viruléncia de isolados de Cercospora caricis em plantas de Cyperus
esculentus.

lsolado  PFI PFM PAFI
CEN143 87.8643.7653.32
CEN141 91.1648.9256.72

PFI = Porcentagem de folhas infectadas.
PFM = Porcentagem de folhas mortas.

PAFI = Porcentagem de éarea foliar infectada.

Tabela 3. Coeficientes de correlacdo entre as médias para as varidveis PFM, PFl e
PAFI| usadas como critérios de avaliacdo de danos causados por Cercospora
caricis em plantas de tiririca (Cyperus rotundus).

1,00 0,560 0,917
1,00 0,761
1,00

PFl = Porcentagem de folhas infectadas.
PFM = Porcentagem de folhas mortas.

PAFI = Porcentagem de &rea foliar infectada.

Tabela 4. Caracteristicas morfoldgicas de conidios e conidi6foros de isolados de
Cercospora caricis.

Conidios Conidios' Conidioforos  Conidiéforos Conidioforos

isolado Conidios
(um) (um)?  (um) ¢ (um) (pm) (pm) *
CV=0,360 CV=0,178 CV=0,266 CV=0,172
CEN143 60,6-181,5 106,0ab 4,16 cd 21,0-66,25 37,85 de 4,70 def
x 3,25-5,0 x 3,5-6,0
CEN143 ?  45,0-170,0 101,1 abc 4,55 b 25,0-63,0 44,38 be 5,13 be
x 3,0-6,5 x 3,5-7,0

Continua...
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Continuacdo da Tabela 4.

CEN141 40,0-187,5 99,90 abcd
x 3,0-5,25
CEN142 ' 36,5-218,5 96,51 abcd
x 3,0-5,5
CEN66 50,0-197,5 93,21 abcd
i X 2,5-5,0
CEN144 50,0-140,75 92,29 abcd
x 3,5-7,0
CEN73 51,0-187,5 91,71 bed
x 3,0-4,5
CEN140 56,5 171,5 91,13 bed
X 2,5-6,0
CEN139 49,0-162,5 90,58 cd
x 3,25-4,5
CEN141?2 33,5-181,5 85,22 de
x 3,0-5,25
CEN114 35,0-149,5 73,73 ef
- x 1,5-4,5
CEN74 26,0-132,5 61,56 fg
x 1,75-4,75
CEN115 27,0-93,5 60,03 g
x 2,0-4,25
CEN119 31,5-167,5 59,27 g

x: 2,75:6,6

3,93 de

4,40 bc

3,99 de

5,20 a

3,92 de

3,75 e

3,81¢

4,22 cd

3,29 f

3,33 f

3,45 f

3.79 ¢

16,6-61,5

x 3,25-5,5
11,0-51,0

x 3,0-7,0
18,0-65,0

x 3,0-6,5

27,0-66,25
x 3,0-8,0

19,0-50,5
x 3,5-6,0
14,0-49,0
x 3,25-6,0
22,5-69,0
x 4,0-6,0
22,5-75,5
x 3,5-6,25
18,5-88,5
x: 2,6-:5,5
19,0-66,25
x 2,5-6,0
20,0-76,5
x 3,0-6,5
14,25-57,75
x 8,25:7,5

32,35 fg

34,67 ef

35,37 ef

44,94 b

35,21 ef

30,00 g

46,26 b

53,83 a

46,01 b

38,42 de

40,33 cd

31,17 fg

4,45 fg

5,04 bed

4,41fg

5,29 b

4,57 efg

4,44 fg

4,87 cde

4,73 def

4,30 g

4,22 g

4,44 fg

4,47 g

1 Isolados monoconidiais.

2 Inoculados em plantas de tiririca amarela (Cyperus esculentus).

¥ Média dos comprimentos das 50 estruturas, tomadas ao acaso

4 Média das larguras das 50 estruturas, tomadas ao acaso

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de

probabilidade
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CENI4S CENl144  C caribaea C.
Fig. 1. Coloracdo, producdo de substancia pigmentada e

crescimento de colénias de isolados de Cercospora garicis (CENG6,
CEN73, CEN74, CEN114, CEN115, CEN119, CEN139, CENT140,
CEN141, CEN142, CEN143 e CEN144), um isolado de

C. caribaea e um de C. henningsii, apo¢s treze dias de cultivo em

meio BDA (batata, dextrose e agar).
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