INFLUENCIA DO FOTOPERIODO E DA TEMPERATURA NA INTENSIDADE DE
DOENCA CAUSADA POR Fusarium graminearum EM Egeria densa E
E. najas'

Influence of the Photoperiod and Temperature on the Intensity of Disease Caused by
Fusarium graminearum in Egeria densa and E. najas
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RESUMO - Um isolado de Fusarium graminearum vem sendo estudado na UNESP, campus de
Jaboticabal, como agente de controle biolégico de Egeria densa e de E. najas, plantas aquaticas
submersas que causam problemas em reservatorios de hidrelétricas. O presente trabalho
teve por objetivo estudar os efeitos do fotoperiodo e da temperatura no controle dessas
plantas em condicdes de laboratorio. A cada dois dias foram avaliados os sintomas nas
plantas inoculadas com F. graminearum, atribuindo-se notas de severidade da doenca, por
um periodo de oito dias apds a inoculacdo. Também foi avaliado o crescimento das plantas
por meio do ganho de massa fresca, expresso em porcentagem. A maior severidade da
doenca foi observada quando ambas as espécies foram mantidas no escuro, e a menor, em
fotoperiodo de 12 horas. A temperatura de 30 °C proporcionou maior severidade de doenca
em ambas as espécies. A espécie E. densa apresentou maior producédo de massa fresca no
regime de 12 horas de luz e de temperaturas abaixo de 25 °C e menor producédo no regime
de escuro total e nas temperaturas de 30 e 35 °C. Por sua vez, E. najas apresentou menor
producédo de massa fresca no regime de escuro e nas temperaturas de 25 a 35 °C.

Palavras-chave: biocontrole, plantas aquaticas, fatores abidticos.

ABSTRACT - A promising Fusarium graminearum isolate has been evaluated as a potential
biocontrol agent of two important aquatic weeds, Egeria densa and E. najas. This work aimed
to study the effects of photoperiod and temperature on the control of these plants under laboratory
conditions. The symptons in the plants inoculated with F. graminearum were evaluated every
two days, with disease severity being evaluated through a grade scale and plant growth by fresh
weight gain, expressed in percentage. The highest severity grades were observed whin both
species were kept in the dark and the lowest under 12 hours photoperiod. The temperature of
30 °C provided the higest disease severity for both species. The species E. densa presented the
highest fresh mass production under 12 hours of light and at temperatures belou 25 °C, and the
lowest production in the dark and at temperature of 30 and 35 °C, while E. najas presented
lower fresh mass production in the dark and at temperatures fron 25 to 35 °C.
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INTRODUCAO

A eutrofizacao promovida pelo enrique-
cimento das aguas com esgotos urbanos,
industriais e pelas atividades agricolas provoca
alteracoes fisico-quimicas que proporcionam
condicoes para a instalacado e o crescimento
da vegetacao aquatica. Nesse processo, algu-
mas populacoes de plantas aquaticas sao
favorecidas em detrimento de outras (Correl
& Correl, 1975). Em algumas situacoes, a
coluna de agua é oligotroéfica ou distrofica e o
sedimento é eutroéfico, proporcionando condi-
coes de transparéncia da agua e de equilibrio
de formas dos nutrientes, que sao adequados
para assegurar crescimento profuso de plantas
submersas como Egeria densa e E. najas,
membros da familia Hydrocharitaceae. Esta
condicao ocorre em alguns reservatérios de
agua brasileiros, proporcionando problemas
para os usos multiplos da agua e do corpo
hidrico e, especialmente, para a geracao de
energia elétrica. Sdo exemplos: os reserva-
torios de Jupia e Trés Irmaos, da Companhia
Energética de Sao Paulo (CESP); o reservatorio
de Paulo Afonso, da Companhia Hidrelétrica
do Sao Francisco (CHESF); e o reservatoério de
Santana (Pirai, RJ), da Companhia Light
Servicos de Eletricidade. O impacto econoémico
do controle dessas plantas é alto, resultando em
custos estimados da ordem de US$ 1,0 milhao
por més na estacao chuvosa, apenas no
reservatorio de Jupia (Tanaka, 1998).

As populacoes de plantas aquaticas sub-
mersas sao dificeis de manejar ou controlar.
O habito perene de crescimento, a profundi-
dade de colonizacéo, a facilidade de propagacao
por segmentos de plantas e o proprio ambiente
aquatico, levando a diluicdo de agentes de
controle, sdo problemas a serem enfrentados.
No entanto, o habito perene e a formacao de
grandes colonizacdes as tornam alvos ideais
para a adocao de medidas de controle biolégico
(Shearer, 1996). Este mesmo autor destaca o
controle biolégico como a medida mais viavel
para esse tipo de vegetacao.

Pouco se conhece sobre a patologia em
plantas aquaticas e nao ha conhecimento
expressivo de microflora associada as espécies
em questdo. O biocontrole de E. densa esta
sendo investigado em algumas partes do mun-
do, utilizando-se peixes, moluscos e fungos
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(Anderson, 1998), e é considerado efetivo,
com adequacodes ao tipo de habitat, além do
baixo custo e do reduzido impacto ambiental.
No Brasil, levantamentos sistematicos de ini-
migos naturais de ambas as espécies foram
efetuados em 1995, em regides do Pantanal
Mato-grossense e nos rios Parana e Tieté, pela
equipe de controle biologico de plantas dani-
nhas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP (Nachtigal, 2000). Com
base em observacoes do referido autor, efe-
tuadas no curso desses levantamentos, a
estratégia inundativa de controle biologico foi
considerada a mais adequada, uma vez que
existiam poucas evidéncias de ocorréncias de
epidemias em condicdes naturais.

Dentre os organismos selecionados, desta-
cou-se um isolado de F. graminearum consi-
derado altamente promissor, por proporcionar
elevados danos as duas espécies, com seleti-
vidade suficiente (Nachtigal, 2000). Esse fungo
€ oriundo da Micoteca da Universidade Federal
Rural de Pernambuco - UFRPE e vem sendo
intensivamente estudado como agente de
controle biolégico pela estratégia inundativa
(Nachtigal, 2000; Mendes, 2002).

O presente trabalho faz parte de pesquisa
global e visa estudar as influéncias das condi-
coes abioticas, como fotoperiodo e tempera-
tura, na intensidade de doenca causada pelo
fungo sobre as duas espécies. Esses conheci-
mentos sao de fundamental importancia para
se estabelecerem as condicdes otimas de
infeccao e do potencial real do agente de bio-
controle.

MATERIAL E METODOS

O isolado de Fusarium graminearum foi
cedido pelo Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE. Quando de sua entrada no Banco de
Germoplasma de Fungos Fitopatogénicos do
Laboratorio de Controle Biolégico de Plantas
Daninhas “Prof. Dr. Giorgio de Marines”, da
FCAV — UNESP, recebeu o codigo FCAV#940.
As coldnias foram mantidas em tubos de
ensaio contendo o meio BDA, sob refrigeracao
(4 °C). O meio BDA foi preparado com 18 g de
dextrose, 20 g de agar e 200 g de batata descas-
cada e fatiada. Apds o cozimento das batatas
em 500 mL de agua destilada, procedeu-se a
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filtragem. A solucao resultante foi misturada
ao agar previamente fundido em agua desti-
lada, completando-se o volume para 1.000 mL.
Apods esses procedimentos, o meio foi auto-
clavado por 20 minutos a 120 °C e pressao de
latm. Foram efetuadas transferéncias de
colonias para placa de Petri contendo o mesmo
meio. A patogenicidade do isolado foi
assegurada por inoculacoes periddicas nas
plantas hospedeiras e recuperacao de colonias
em meio de cultura.

Para obtencao do inoculo, o fungo foi culti-
vado em arroz, conforme descrito por Nachtigal
(2000). Apos 14 dias de incubacao em estufa
para BOD, a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas
diarias de luz, procedeu-se a transferéncia do
conteudo dos frascos para bandejas (32 cm de
comprimento x 23 cm de largura x 4 cm de
altura) revestidas com papel-aluminio, as
quais permaneceram por sete dias dentro de
camara apropriada (fotoperiodo de 12 horas
diarias de luz, 25+2 °C, com umidade do ar va-
riando de 50 a 65%), com circulacao forcada
de ar para secagem.

Apoés a secagem, os substratos colonizados
foram moidos em moinho de facas (Marconi,
MA 340), e as particulas resultantes, consti-
tuidas de micélio e substrato, foram separadas
quanto a granulometria, utilizando-se apenas
as menores que 0,5 mm. Essas particulas
foram armazenadas a 4 °C, em refrigerador.

Foram coletados propagulos das duas espé-
cies (Egeria densa e E. najas) no reservatorio
da Usina Hidrelétrica de Trés Irmaos, loca-
lizada no rio Tieté (20°39’S; 51°18'W), e de
Souza Dias, localizada no rio Parana, em
Jupia-SP (24°48°S; 51°18’W), para utilizacao
nos experimentos. Foram realizadas coletas
periddicas, de acordo com a necessidade de
plantas. Utilizaram-se ponteiros de 8 cm de
comprimento das plantas coletadas.

Os ponteiros de cada espécie tiveram a
massa fresca determinada, individualmente,
apos remocado do excesso de agua da superficie
das folhas por contato em papel absorvente.
Os ponteiros foram transferidos para tubos de
ensaio com 2,5 cm de diametro e 20 cm de
comprimento. As plantas foram cultivadas
em solucado nutritiva de Clark modificada, com
1/5 da forca idnica (Clark, 1975). Para inocu-
lacado, 0,7 g de in6culo de F. graminearum foi

suspenso em um litro de solucao de Clark.
Aliquotas de 50 mL dessa suspensao foram
colocadas em tubos de ensaio, onde as plantas
tiveram contato com o agente de controle bio-
logico. Nas testemunhas, os procedimentos
adotados foram os mesmos, porém foram uti-
lizados apenas graos de arroz moidos, sem
colonizacao pelo fungo. Apos a inoculacéo, as
plantas foram acondicionadas em incubadoras
para BOD.

No estudo onde foram avaliados os efeitos
do fotoperiodo, as plantas, depois da inoculacéo,
foram mantidas numa temperatura de
25+ 1 °Ce pH 7,0, com variacao nos periodos
de luz de 0, 4, 8 e 12 horas diarias.

No experimento onde foram avaliados os
efeitos da temperatura de incubacao, o foto-
periodo foi mantido em 12 horas diarias e com
pH 7,0. As plantas inoculadas foram subme-
tidas as temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35 °C.

As avaliacoes dos sintomas foram feitas a
cada dois dias, até o oitavo dia apods a inocu-
lacao, com o auxilio de escala de notas proposta
por Nachtigal (2000), a saber: nota 1: clorose
aparente e nao superior a 5% do tamanho da
brotacdo; nota 3: amarelecimento foliar visivel
e conspicuo na porcao basal ou, eventualmen-
te, na porcao superior, nao afetando mais de
20% do tamanho da brotacao; nota 5: amare-
lecimento moderado, afetando os tecidos até
a porcao mediana ou terco superior das bro-
tacoes; nota 7: severo amarelecimento do
caule e de mais de 80% da area foliar, com
flacidez dos tecidos vegetais e, eventualmente,
abscisao dos segmentos terminais; e nota 9:
amarelecimento generalizado, com completa
desintegracdo dos tecidos vegetais. Notas
intermediarias correspondem a meédia das
notas anteriormente especificadas. A porcen-
tagem de incremento na massa fresca das
plantas foi calculada pela diferenca de peso
fresco antes da montagem dos experimentos
e apos o término destes.

Em todos os estudos, o delineamento expe-
rimental adotado foi o de blocos ao acaso com
trés repeticoes. Todos os experimentos foram
repetidos trés vezes no tempo, constituindo os
blocos do delineamento. A cada montagem dos
estudos, cada tratamento teve cinco tubos de
ensaio e foi utilizada a média das notas e da
porcentagem de massa fresca obtidas nas

Planta Daninha, Vigosa-MG, v. 23, n. 3, p. 449-456, 2005



452

avaliacoes para constituir o dado de cada par-
cela experimental. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste
de Tukey, para comparacao de médias. Para
as analises estatisticas, os dados de porcen-
tagem de ganho de massa fresca foram trans-
formados em arc-seno vx/100.

Os dados de severidade da doenca, nos en-
saios de efeitos de fotoperiodos e temperaturas,
foram submetidos a analise nao-linear, empre-
gando-se a equacao de Boltzmann: y = A2 +
(A1-A2)/{1 + exp[(x-x0)/dx)]}. As curvas de ten-
déncia foram obtidas utilizando-se o programa
Origin® 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Severidade da doenca

Fotoperiodo: Os maiores valores de notas
atingidos para os sintomas provocados pela
acao de F. graminearum em E. densa e E. najas
foram obtidos quando ambas as espécies foram
mantidas no escuro, sendo o menor para o
fotoperiodo de 12 horas (Figuras 1 e 2). As
curvas de progresso da doenca causada por
F. graminearum em plantas de E. densa (Figura
1) e E. ngjas (Figura 2) mostram que no foto-
periodo de 12 horas de luz, para ambas as espé-
cies, a severidade de doenca foi praticamente
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constante e menor que nos demais tratamen-
tos. A severidade da doenca apresentou um
crescimento maior, do segundo ao oitavo dia
de avaliacao, em plantas de E. densa (Figura
1), nos fotoperiodos de O e 4 horas. Ja na espé-
cie E. ngjas (Figura 2) a tendéncia de severi-
dade crescente é observada mais nitidamente
no fotoperiodo de O hora. Os resultados mos-
tram a importancia do periodo luminoso para
o crescimento das plantas, o que ja era espe-
rado. A maior intensidade de sintomas em
menores periodos de luz pode estar relacionada
as situacdes transitorias de oxigenacao, con-
centracdo de CO, e pH da agua ou a debilidade
da planta. Pesquisas posteriores deverao ser
desenvolvidas para esclarecer esse compor-
tamento.

Temperatura: Pelos resultados obtidos,
ambas as espécies, quando inoculadas com
F. graminearum, apresentaram aumento de
intensidade de sintomas com o aumento pro-
gressivo da temperatura (Figuras 3 e 4).
E. densa parece ser mais sensivel que E. najas
em relacdo ao fator temperatura, pois foi
observado que o simples fato de incuba-la a
temperatura de 35 °C, sem a presenca do fun-
g0, ocasionou a degradacédo dos tecidos — esse
comportamento também havia sido observado
por Nachtigal (2000). Nas condicoes de tem-
peraturas de 15 e 20 °C, para ambas as
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Figura I - Curvas de progresso da doenca causada por Fusarium graminearum em plantas de Egeria densa sob diversas condigdes

de fotoperiodo.
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espécies nao foi possivel o enquadramento dos
dados em modelos lineares e/ou nao-lineares
para obtencao das curvas de progresso de doenca
—nestes tratamentos foram observadas as me-
nores severidades de doenca. As curvas de pro-
gresso da doenca causada por F. graminearum
em plantas de E. densa (Figura 3) e E. najas
(Figura 4) a temperatura de 25 °C sdo seme-
lhantes: a severidade de doenca nao alcanca a
nota 4, correspondente a aproximadamente 35%
da brotacao com sintomas da doenca. No
tratamento com temperatura de 30 °C, a curva
de tendéncia para a espécie E. densa (Figura 3)
mostra maior incremento de severidade da
doenca a partir do quarto dia de avaliacao. A
sensibilidade de E. densa a temperaturas mais
altas (30 e 35 °C) teve influéncia direta na curva
de progresso de doenca (Figura 3), quando
comparada a curva para a espécie E. najas
(Figura 4), mostrando que o fator temperatura
pode potencializar a acao do bio-herbicida.

Matéria fresca

Fotoperiodo: As plantas de E. densa apre-
sentaram maior producao de massa fresca no
regime de 12 horas de luz e menor producao
nos regimes de escuro total e 4 horas de luz
(Figura 5-A). As plantas de E. najas nao apre-
sentaram producao de massa fresca nos tra-
tamentos de O e de 4 horas de luz, diferindo
estatisticamente das demais condicdes de
fotoperiodo (Figura 5-A). Com relacdo as tes-
temunhas das duas espécies estudadas, veri-
ficou-se, em todos os tratamentos, que estas
apresentaram ganho de massa fresca superior
ao das plantas inoculadas, sendo os maiores
ganhos (aproximadamente 45%) obtidos no
fotoperiodo de 12 horas (Figura 5-A). Os resul-
tados mostram a importancia do periodo lumi-
noso para o crescimento das plantas. A maior
intensidade de sintomas em menores periodos
de luz pode estar relacionada as situacodes
transitorias de oxigenacao, concentracao de
CO, e pH da agua, atividade fotossintética ou
a debilidade da planta devido a alteracoes
metabdlicas. De modo geral, a severidade de
doenca é inversamente proporcional a capaci-
dade da planta de crescer vegetativamente. Os
fotoperiodos de 8 e 12 horas de luz propor-
cionaram melhores condicoes de producao de
matéria fresca (Figura 5-A), apesar da pre-
senca do patogeno.
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Temperatura: As plantas de E. densa, na
presenca do fungo, apresentaram menor produ-
cao de massa fresca quando submetidas as
temperaturas de 15 e 20 °C (Figura 5-B); nas
temperaturas de 25, 30 e 35 °C nao foi consta-
tado o crescimento vegetativo. Analisando as
testemunhas dessa mesma espécie, observa-
se que a Unica temperatura em que nao ocor-
reu ganho de massa fresca foi a de 35 °C. Com
relacao a E. ngjas, ndo houve ganho de massa
fresca nas temperaturas mais elevadas (30 e
35 °C), nos tratamentos inoculados com o patoé-
geno. Os resultados observados mostram que
os menores ganhos de massa fresca ocorreram
devido a presenca do patogeno, apesar de eles
terem sido constatados também na auséncia
do fungo, em condicdes de temperatura ele-
vada (35 °C para E. densa). O crescimento de
E. densa foi paralisado a partir de 25 °C e o de
E. najas a partir de 30 °C, na presenca de
F. graminearum (Figura 5-B).

O fotoperiodo e a temperatura ideais para
o maximo desenvolvimento da doenca podem
variar de acordo com o patossistema, segundo
Allen et al. (1983). Conforme Baensch & Riel
(1993), E. densa e E. najas nao estao classifi-
cadas como plantas de aquario que necessitam
de intensa luminosidade para seu desenvol-
vimento. Camargo & Pezzato (2000) citam a
temperatura, luminosidade, velocidade da
corrente d’agua, turbuléncia e profundidade
como principais fatores fisicos limitantes
do crescimento de macroéfitas. No presente
estudo, as variacoes no fotoperiodo influen-
ciaram, significativamente, o desenvol-
vimento das plantas tanto nos tratamentos
inoculados como nas testemunhas nao-inocu-
ladas. Nos tratamentos com fotoperiodos iguais
ou superiores a oito horas diarias de luz, foram
observadas menores severidades da doenca.
Esse comportamento pode ser atribuido a
maior atividade fotossintética das plantas e
consequente menor atividade do fungo na
presenca de luz.

Nachtigal (2000) constatou que a atividade
herbicida de F. graminearum se processou devi-
do a producéo continua de micélio a partir de
particulas inoculativas (micélio e conidios),
bem como a liberacdo de metabdlitos toxicos
produzidos pelo fungo e estabilizados pelos
componentes do substrato (arroz). Os resul-
tados obtidos com variacdes de temperatura
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Figura 5 - Efeito do fotoperiodo (A) e da temperatura (B) sobre o crescimento de plantas de Egeria densa e E. najas, avaliadas pelo
incremento de massa fresca e inoculadas com Fusarium graminearum, isolado FCAV#940.

corroboram os apresentados por Nachtigal
(2000), que observou aumento consideravel na
severidade da doenca com temperaturas de 15
e 20 °C. No presente experimento, contudo, os
aumentos de severidade foram mais expres-
sivos nos tratamentos de 20, 25 e 30 °C. Obser-
vou-se maior sensibilidade de E. densa as
temperaturas mais altas, resultando em au-
mento da senescéncia induzida, expressa por
clorose generalizada dos tecidos. Apesar de o
género Egeria ser nativo da Ameérica do Sul
(Kissman, 1991), as espécies E. densa e
E. najas podem ser encontradas crescendo em
locais diversos, com distribuicdo geografica
diferenciada provavelmente em decorréncia
das condicoes da temperatura ambiente. As
plantas de E. densa desenvolvem-se melhor
em temperaturas de 20 a 24 °C, enquanto

plantas de E. ngjas necessitam de temperatu-
ras mais altas (23 a 27 °C) para seu bom desen-
volvimento (Baensch & Riel, 1993). Esse fato
pode explicar, em parte, a maior sensibilidade
de E. densa ao fungo, em temperaturas altas.

As informacoées aqui obtidas poderao auxi-
liar na interpretacao de dados relacionados ao
modo de acado do fungo e na identificacao das
variaveis que, uma vez alteradas, poderao con-
tribuir para maior eficiéncia desse organismo
como agente de biocontrole.
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