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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 E. najas, macroéfitas aqudticas
submersas, muito problematicas em reservatorios de hidrelétricas.
O presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos do
fotoperiodo (0; 4; 8 e 12 h didrias de luz) e da temperatura (15 °C,
20°C, 25°C,30°C e 35 °C) no controle destas plantas em condigdes
de laboratdrio. A cada dois dias foram avaliados os sintomas nas
plantas inoculadas com F. graminearum, atribuindo-se notas de
severidade de doenga, por um periodo de oito dias apds a inoculagio.
Também foi avaliado o crescimento das plantas por meio do ganho

de massa fresca, expresso em porcentagem. A maior severidade de
doenga foi observada quando ambas as espécies foram mantidas no
escuro e a menor em fotoperiodo de 12 h. A temperatura de 30 °C
proporcionou maior severidade de doenga em ambas espécies.
Egeria densa apresentou maior producdo de massa fresca no regime
de 12 h de luz e de temperaturas abaixo de 25 °C e menor produgio
no regime de escuro total e nas temperaturas de 30 °C e 35 °C.
Egeria najas apresentou menor producio de massa fresca no regime
de escuro total e nas temperaturas de 25 °C a 35 °C.

Palavras-chave adicionais: biocontrole, plantas aqudticas,
fatores abidticos.

ABSTRACT

Effects of photoperiod and temperature in the development of
disease caused Fusarium graminearum on Egeria densa and E.
najas

A very promising Fusarium graminearum isolate was
evaluated as a potential biocontrol agent for two important submerged
aquatic weeds, Egeria densa and E. najas. In previous studies, the
fungus showed high control of the species and satisfactory specificity.
However, under some conditions, the results were unstable, probably
due to abiotic factors affecting the pathogenesis. In order to evaluate
the influences of the photoperiod (0; 4; 8 and 12 daily hours of light)
and temperature (15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C and 35 °C), studies were

carried-out under laboratory conditions in completely randomized
plots. The photoperiod effects were evaluated under 25 °C and pH
7,0. The temperature conditions were evaluated after less than 12 h
of photoperiod and pH 7,0. The disease severity was evaluated
through a note scale and fresh weight variation. The major severity
notes were observed as the photoperiod decreased, especially when
less than 8 h, and as the temperature increased, especially above 25
°C. There were differences in the plants response to the abiotic factors
and the disease development. Egeria densa was more damaged by
the fungus in high temperatures as compared to E. najas. Egeria
densa was more sensitive to the photoperiod.

INTRODUCAO

A eutrofiza¢do promovida pelo enriquecimento das
dguas com esgotos urbanos, industriais e pelas atividades
agricolas provoca alteragdes fisico-quimicas que
proporcionam condic¢des para a instalacdo e crescimento da
vegetagdo aqudtica. Estas alteracdes freqlientemente
proporcionam a deterioracdo da qualidade da dgua. Neste
processo, algumas populagdes de macrdfitas sdo favorecidas
em detrimento de outras (Correl & Correl, 1975). O aumento

'Parte da tese de doutorado do primeiro autor. Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterindrias, Jaboticabal, SP. (2003). Parcialmente financiada
pela CAPES.

252

de problemas com algumas plantas daninhas aqudticas em
reservatérios e lagos (Boyd, 1970; Steward, 1970; Rogers &
Davis, 1972), como o aguapé, Eichhornia crassipes (Mart)
Solms, a Pistia stratiotes L. e plantas do género Salvinia é
atribuido a eutrofiza¢do. Em algumas situagdes, a coluna
d’agua € oligotréfica ou distrdfica e o sedimento € eutrdfico,
proporcionando condi¢des de transparéncia da dgua e de
equilibrio de formas dos nutrientes, que sdo adequados para
assegurar profuso crescimento de macroéfitas submersas como
Egeria densa Planch. e E. najas Planch., membros da familia
Hydrocharitaceae (Lorenzi, 2000). Esta condi¢ido ocorre em
alguns reservatérios brasileiros proporcionando alguns
problemas para os usos multiplos da dgua e do corpo hidrico
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e, especialmente, para a geracdo de energia elétrica. Sdo
exemplos: os reservatérios de Jupid e Trés Irmdos da
Companhia Energética de Sdo Paulo (CESP), o reservatério
de Paulo Afonso da Companhia Hidrelétrica do Sdo Francisco
(CHESF) e o Reservatério de Santana (Pirai, RJ) da
Companhia Light Servigos de Eletricidade. O impacto
econdmico do controle destas plantas € bastante alto,
resultando em custos estimados da ordem de US$ 1,0 milhdo
por més na estacio chuvosa, apenas no reservatdrio de Jupia
(Tanaka, 1998).

As populagdes de plantas aqudticas submersas sdo
dificeis de manejar ou controlar. O hdbito perene de
crescimento, a profundidade de colonizagdo, a facilidade de
propagagdo por segmentos de plantas e o proprio ambiente
aqudtico, levando a dilui¢@o de agentes de controle sdo grandes
problemas a serem enfrentados. No entanto, o hdbito perene e
a formacdo de grandes colonizacdes, as tornam alvos ideais
para a ado¢do de medidas de controle biolégico (Shearer,
1996). Este mesmo autor destaca o controle biolégico como a
medida mais vidvel para este tipo de vegetacdo. Segundo
Blackburn et al. (1971), o controle biolégico ndo € uma prética
nova e constitui um meio de controlar plantas daninhas
aqudticas em dreas onde o uso de praticas quimicas e/ou
mecéanicas € arriscado ou de custo proibitivo.

Pouco se conhece sobre o efeito de agentes
fitopatogénicos em plantas aqudticas e ndo ha expressivo
conhecimento de microflora associada as espécies em questao.
O biocontrole de E. densa estd sendo investigado em algumas
partes do mundo, utilizando-se peixes, moluscos e fungos
(Anderson, 1998), sendo considerado efetivo, com adequacdes
ao tipo de habitat, além do baixo custo e do reduzido impacto
ambiental. No Brasil, levantamentos sistemdticos de inimigos
naturais de ambas as espécies foram efetuados em 1995 em
regides do Pantanal Mato-grossense e nos Rios Parand e Tieté,
pela equipe de controle bioldgico de plantas daninhas da
Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias da UNESP
(Nachtigal, 2000). Com base em observagdes do referido autor,
efetuadas no curso desses levantamentos, a estratégia
inundativa de controle biolégico foi considerada a mais
adequada, uma vez que existiam poucas evidéncias para
ocorréncias de epidemias em condigdes naturais.

Dentre os organismos selecionados, destacou-se um
isolado de Fusarium graminearum Schwabe considerado
altamente promissor, por proporcionar elevados danos as duas
macrofitas, com suficiente seletividade (Nachtigal, 2000). Este
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 desta pesquisa global e
visa estudar as influéncias das condicdes abidticas, como
fotoperiodo e temperatura na intensidade de doenca causada
pelo fungo sobre as duas espécies de macrofitas. Estes
conhecimentos sdo de fundamental importancia para se
estabelecer as condi¢des 6timas de infeccio e do real potencial
do agente de biocontrole.
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MATERIAL E METODOS

O isolado de F. graminearum utilizado foi cedido pelo
Laboratério de Fitopatologia da UFRPE. Quando de sua
entrada no Banco de Germoplasma de Fungos Fitopatogénicos
do Laboratério de Controle Bioldgico de Plantas Daninhas
“Prof. Dr. Giorgio de Marines”, da FCAV - UNESP, recebeu
o codigo FCAV#940. As colonias foram mantidas em tubos
de ensaio contendo o meio BDA, sob refrigeragdo (4 °C).
Foram efetuadas transferéncias de colonias para placa de Petri
contendo o mesmo meio. A patogenicidade do isolado foi
assegurada por meio de inoculagdes periddicas nas plantas
hospedeiras e recuperacdo de coldonias em meio de cultura.

Para obtencdo do inéculo, o fungo foi cultivado em
grios de arroz (Oryza sativa L.), conforme descrito por
Nachtigal (2000), a saber: 200 g de arroz-parboilizado, com
graos longos (Uncle Ben’s®), misturados com 120 ml de dgua
destilada em frascos Erlemmeyers com capacidade de 1.000
ml. Este conjunto foi autoclavado por 20 min a 120 °C e
pressdo de 1 atm. Apés a autoclavagem e resfriamento, trés
discos de micélio-dgar, retirados das margens de colonias
cultivadas por 14 dias, a 25 °C e fotoperiodo de 12 h didrias
de luz, foram transferidos para cada frasco.

Apés 14 dias de incubacdo em estufa para BOD, a 25
°C e fotoperiodo de 12 h didrias 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 bandejas permaneceram por sete dias
dentro de camara apropriada (fotoperiodo de 12 h didrias de
luz, 25+2 °C, com umidade do ar variando de 50 a 65 %) com
circulacdo forgcada de ar para secagem.

Apds a secagem, os substratos colonizados foram
moidos em moinho de facas (Marconi, MA 340) e as particulas
resultantes, constituidas de micélio e substrato, foram sepa-
radas quanto a granulometria, utilizando-se apenas as menores
que 0,5 mm. Tais particulas, com densidade de 10 g/cm?, foram
armazenadas a 4 °C, em refrigerador.

Foram coletadas plantas das duas espécies (Egeria
densa e E. najas) no Reservatério da Usina Hidrelétrica de
Trés Irmaos, localizada no rio Tieté (20°39’S; 51°18'W), e
Souza Dias, localizada no rio Parand, em Jupid - SP (24°48°S;
51°18’W), para utilizagdo nos experimentos. Foram realizadas
coletas periddicas de propdgulos de acordo com a necessidade
de plantas. Utilizaram-se ponteiros medindo 8 cm de
comprimento das plantas coletadas.

Os ponteiros de cada espécie tiveram a massa fresca
determinada, individualmente, apds remocao do excesso de
dgua da superficie das folhas por contato em papel absorvente.
Os ponteiros foram transferidos para tubos de ensaio com 2,5
cm de didmetro e 20 cm de comprimento. As plantas foram
cultivadas em solucdo nutritiva de Clark modificada, com 1/5
da forca ionica (Clark, 1975). Para a inoculagdo, 0,7 g de
inéculo de F. graminearum foi suspensa em um litro de solu¢@o
de Clark. Aliquotas de 50 ml desta suspensao foram colocadas
em tubos de ensaio onde as plantas foram submersas e tiveram
contato com o agente de controle biolégico em suspensio.
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Nas testemunhas, os procedimentos adotados foram
0os mesmos, mas foram utilizados apenas grdos de arroz
moidos, sem coloniza¢do pelo fungo. Apés a inoculacdo as
plantas foram acondicionadas em incubadoras para BOD.

No ensaio onde foram estudados os efeitos do
fotoperiodo, as plantas, apds a inoculacdo, foram mantidas
numa temperatura de 25 + 1 °C e pH 7,0, com variagdo nos
periodos de luz de 0; 4; 8 e 12 h didrias.

No ensaio onde se avaliaram os efeitos da temperatura
de incubagdo, o fotoperiodo foi mantido em 12 h didrias e
com pH 7,0. As plantas inoculadas foram submetidas as
temperaturas de 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C.

As avaliagdes dos sintomas foram realizadas a cada
dois dias, até o oitavo dia apds a inoculagdo, com o auxilio de
escala de notas (Tabela 1) modificada de Nachtigal (2000). A
partir das notas foram calculados os Indices de Infeccio, que
transformam os dados adimensionais em porcentagem de drea
foliar com sintomas, utilizando a férmula proposta por
Mckinney (1923):

¥ (grau de escala x freqiiéncia) x 100

Indice de infeccdo =
(Numero total de unidades x grau maximo da escala)

A variagdo da massa fresca da planta, antes e depois
da inoculagdo, também foi avaliada.

Para todos os ensaios, o delineamento experimental
adotado foi o de blocos ao acaso com trés repeti¢cdes. Todos
os ensaios foram repetidos trés vezes no tempo, constituindo
os blocos do delineamento.Cada tratamento era constituido
de cinco tubos de ensaio e foi utilizada a média das notas e da
porcentagem de massa fresca obtidas nas avaliacdes para
constituir o dado de cada parcela experimental. Para as andlises
estatisticas, os dados de porcentagem de ganho de massa fresca
foram transformados em arc-seno / x/100.

Os dados de severidade de doenca, nos ensaios de
efeitos de fotoperiodos e temperaturas, foram submetidos a
andlise ndo linear utilizando-se a equacio de Boltzmann:

A -A,
Y=——+4
1+ e(x-xg)/dx 2

Onde A = ponto de minimo da curva, A, = ponto de
mdximo da curva, X, = centro, dx = constante de tempo. As
curvas de tendéncia foram obtidas utilizando-se o programa
Origin® 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Severidade de doenca
Fotoperiodo: A severidade de doenca apresentou um
crescimento maior, do segundo ao oitavo dia apds a inoculagao,
em plantas de E. densa, nos fotoperiodos de O e 4 h (Figura 1
- I e II). J4 na espécie E. najas a tendéncia de severidade
crescente € observada mais nitidamente no fotoperiodo de O h
(Figura 1 - 1).

Os maiores danos, expressos em porcentagem de drea
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TABELA 1 - Escala de notas adotadas nas avaliagdes de sintomas
provocados por Fusarium graminearum, isolado FCAV#940, em
plantas de Egeria densa e E. najas, modificada de Nachtigal (2000)

Nota Descricao

0 Sem sintomas
1 Clorose aparente ndo superior a 5% do tamanho da brotagdo
2 Amarelecimento foliar visivel na porgdo basal ou,eventual-

mente, na por¢do superior, ndo afetando mais de 20% do
tamanho da brotagdo

3 Amarelecimento afetando os tecidos a té a por¢do mediana
ou ter¢o superior das brotagdes

4 Amarelecimento do caule e de mais de 80% da area foliar;
flacidez dos tecidos vegetais e, eventualmente, abscisdo dos
segmentos terminais

5 Amarelecimento generalizado com completa desintegracao
dos tecidos vegetais

foliar com sintomas, provocados pela a¢do de F. graminearum
em E. densa e E. najas foram obtidos quando ambas as
espécies foram mantidas no escuro (Figura 1 - I), sendo o
menor para o fotoperiodo de 12 h (Figura 1 - IV). As diferencas
entre os tratamentos foram significativas para a espécie E.
najas, para E. densa, apenas os tratamentos com fotoperiodo
0 (Figura 1 -T)e 12 h (Figura 1 - IV) diferiram estatisticamente.
Nos tratamentos com fotoperiodo O e 4 h (Figuras 1 -Te II) as
curvas de progresso de doenca foram semelhantes para ambas
as espécies e a porcentagem de drea foliar com sintoma ficou
em torno de 80% no oitavo dia apds a inoculacdo.

As curvas de progresso da doenca causada por F.
graminearum em plantas de E. densa e E. najas (Figura 1)
mostram que no fotoperiodo de 12 h de luz (Figura 1 - IV),
para ambas as espécies, a severidade de doenca foi,
praticamente, constante e menor que nos demais tratamentos,
em termos absolutos. No fotoperiodo de 8 h (Figura 1 - III),
as curvas de progresso da doenca sdo semelhantes as dos
fotoperiodo de 12 h, contudo, com um incremento de
aproximadamente 10% de drea foliar com sintomas. Nestes
dois tratamentos podemos observar, também, uma diferenca
de, aproximadamente, 15% de 4rea foliar com sintomas entre
as espécies E. densa e E. najas (Figuras 1 - Il e IV).

Os resultados mostram a importancia do periodo
luminoso para o crescimento das plantas. Os resultados obtidos
sdo de grande importancia para escolha da melhor época do
ano para intensificar o controle destas espécies invasoras
levando em considerag@o o comprimento dos dias e noites. A
maior intensidade de sintomas em menores periodos de luz
pode estar relacionado as situacgdes transitérias de oxigenagao,
concentragdo de CO, e pH da dgua ou a debilidade da planta.
Pesquisas posteriores deverdo ser desenvolvidas para
esclarecer este comportamento.

Temperatura: Ambas as espécies, quando inoculadas com

E. graminearum, apresentaram aumento de intensidade de
sintomas com o aumento progressivo da temperatura (Figura

Fitopatol. bras. 29(3), maio -jun 2004
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FIG. 1 - Curvas de progresso da doenca causada por Fusarium
graminearum em plantas de Egeria densa e de Egeria najas em
fotoperiodo de 0 h (I), 4 h (I), 8 h (IIT) e 12 h (IV) didrias de luz.
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2). Egeria densa parece ser mais sensivel do que E. najas, em
relacdo ao fator temperatura, pois foi observado que o simples
fato de incubd-la a temperatura de 35 °C, sem a presenca do
fungo, ocasionou a degradagdo dos tecidos, este
comportamento, também, havia sido observado por Nachtigal
(2000).

Nas condig¢des de temperaturas de 15 °C (Figura 2 - I)
e 20 °C (Figura 2 - II), para ambas as espécies, foram
observadas as menores severidades de doenga, sendo que na
temperatura de 20 °C (Figura 2 - II) houve um aumento
expressivo na drea foliar com sintomas, do segundo ao quarto
dia apds a inoculagdo para a espécie E. densa, enquanto que
para a espécie E. najas a porcentagem de drea foliar com
sintomas permaneceu, praticamente, constante durante o
periodo de avaliag@o (Figura 2 - II).

As curvas de progresso da doenca causada por F.
graminearum em plantas de E. densa e E. najas a temperatura
de 25 °C (Figura 2 - III), sdo semelhantes, sendo que a
severidade de doenca ndo alcanca 60% da drea foliar com
sintomas da doenga.

No tratamento com temperatura de 30 °C, a curva de
tendéncia para a espécie E. densa (Figura 2 - IV), mostra um
maior incremento de severidade de doenca a partir do quarto
dia de avaliagdo, atingindo 80% da drea foliar para ambas as
espécies. A sensibilidade de E. densa a temperaturas mais altas
(30 °C e 35 °C) teve influéncia direta na curva de progresso
de doenca quando comparadas as curvas para a espécie E.
najas (Figura 2 — IV e V), mostrando que o fator temperatura
pode potencializar a acio do bioherbicida nas condi¢des que
o experimento foi conduzido.

O fator temperatura aliado ao fotoperiodo podem em
condi¢des de reservatérios melhorar a performance do
bioherbicida promovendo um controle satisfatério das espécies
E. densa e E. najas

Ganho de matéria fresca

Fotoperiodo: As plantas de E. densa apresentaram maior
producdo de massa fresca no regime de 12 h de luz e menor
producdo nos regimes de escuro total e 4 h de luz (Figura 3 -
I). As plantas de E. najas ndo apresentaram produc¢ao de massa
fresca nos tratamentos de O e de 4 h de luz, diferindo
estatisticamente das demais condig¢des de fotoperiodo (Figura
3 -1I). Com relacio as testemunhas das duas espécies estudadas
verificou-se em todos os tratamentos que estas apresentaram
ganho de massa fresca superior as plantas inoculadas, sendo
que os maiores ganhos (aproximadamente 45%) foram obtidos
no fotoperiodo de 12 h (Figura 3 - I e II). Os resultados mos-
tram a importancia do periodo luminoso para o crescimento
das plantas. A maior intensidade de sintomas em menores
periodos de luz pode estar relacionado as situagdes transitorias
de oxigenagdo, concentragio de CO, e pH da dgua, atividade
fotossintética ou a debilidade da planta devido a alteragdes
metabdlicas. De modo geral, a severidade de doenca é
inversamente proporcional a capacidade da planta crescer
vegetativamente. Os fotoperiodos de 8 e 12 h de luz
proporcionaram melhores condi¢des de produgdo de matéria
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FIG. 2 - Curvas de progresso da doenc¢a causada por Fusarium graminearum em plantas de Egeria densa e de Egeria najas nas temperaturas

de 15°C (I), 20°C (1), 25°C (III), 30°C (IV) e 35°C (V).

fresca (Figura 3 - I e II) apesar da presenga do patégeno.

Temperatura: As plantas de E. densa, na presenga do fungo,
apresentaram menor producdo de massa fresca quando
submetidas as temperaturas de 15 °C e 20 °C (Figura 4 - 1),
nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C, ndo foi constatado o
crescimento vegetativo (Figura 4 - I). Analisando as
testemunhas dessa mesma espécie, observa-se que a Unica
temperatura na qual ndo ocorreu ganho de massa fresca foi a
de 35 °C. Com relagdo a E. najas, ndo houve ganho de massa
fresca nas temperaturas mais elevadas (30 °C, 35 °C), nos
tratamentos inoculados com o patégeno (Figura 4 - II).

Os resultados observados mostram que os menores
ganhos de massa fresca ocorreram devido a presenga do
patégeno, apesar de terem sido constatados também na ausén-
cia do fungo, em condicdes de temperatura elevada (35 °C
para E. densa). O crescimento de E. densa foi paralisado a
partir de 25 °C (Figura 4 - I) e de E. najas a partir de 30 °C
(Figura 4 - II), na presenga de F. graminearum.
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O fotoperiodo e a temperatura ideais para 0 maximo
desenvolvimento de doenga podem variar dependendo do
patossistema, segundo Allen et al. (1983). Conforme citado
por Baensch & Riel (1993), E. densa e E. najas ndo estdo
classificadas como plantas de aqudrio que necessitam de
intensa luminosidade para seu desenvolvimento. Leung (2003)
cita a temperatura, luminosidade, velocidade da corrente
d’agua, turbuléncia e profundidade como principais fatores
fisicos limitantes ao crescimento de macrofitas.

No presente ensaio as variagdes no fotoperiodo
influenciaram, significativamente, no desenvolvimento das
plantas tanto nos tratamentos inoculados como nas teste-
munhas ndo inoculadas. Nos tratamentos com fotoperiodos
iguais ou superiores a 8 h didrias de luz, foram observadas
menores severidades de doenca. Este comportamento pode
ser atribuido a maior atividade fotossintética das plantas e
conseqiiente menor atividade do fungo na presenga de luz.

Nachtigal (2000) verificou que a atividade herbicida
de F. graminearum se processou devido a produgdo continua
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de micélio a partir de particulas inoculativas (micélio e
conidios), bem como a liberagdo de metabdlitos téxicos
produzidos pelo fungo e estabilizados pelos componentes do
substrato (arroz).

Os resultados obtidos com variacdes de temperatura
corroboram os apresentados por Nachtigal (2000), que
observou aumento considerdvel na severidade de doenga com
temperaturas de 15 °C e 20 °C. No presente experimento,
contudo, os aumentos de severidade foram mais expressivos
nos tratamentos de 20, 25 e 30 °C. Observou-se maior
sensibilidade de E. densa as temperaturas mais altas,
resultando em aumento da senescéncia induzida, expressa por
clorose generalizada dos tecidos.

Apesar do género Egeria ser nativo da América do Sul
(St. John, 1961; Kissman, 1991), as espécies E. densa e E.
najas podem ser encontradas crescendo em locais diversos,
com distribui¢do geogréfica diferenciada provavelmente
devido as condicdes da temperatura ambiente. As plantas de
E. densa desenvolvem-se melhor em temperaturas de 20 a 24 °C,
enquanto que plantas de E. najas necessitam de temperaturas
mais altas (23 a 27 °C) para seu bom desenvolvimento
(Baensch & Riel, 1993). Este fato pode explicar, em parte, a
maior sensibilidade de E. densa ao fungo, em temperaturas
altas.

As informacdes aqui obtidas poderdo auxiliar na
interpretagdo de dados relacionados ao modo de acdo do fungo
e na identificacdo das varidveis que, uma vez alteradas,
poderdo contribuir para maior eficiéncia deste organismo como
agente de biocontrole.
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