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RESUMO

Cipriano, M.A.P.; Patricio, F.R.A.; Freitas, S.S. Potencial de rizobactérias na promogéo de crescimento e controle da podriddo radicular em alface

hidroponica. Summa Phytopathologica, v.39, n.1, p.51-57, 2013.

Os objetivos do trabalho foram avaliar se isolados de rizobactérias
do grupo fluorescente do género Pseudomonas: 1) produzem
metabolitos envolvidos na promocdo do crescimento (AIA e HCN);
2) tém potencial para controle bioldogico de Pythium
aphanidermatum; 3) podem promover o crescimento de plantas de
alface cultivadas em sistema hidropdnico; 4) e verificar se ha
correspondéncia nas interagdes in vitro e in vivo desses microrganismos.
Com esses objetivos, placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua,
com ou sem Pythium aphanidermatum, receberam sementes pré-
germinadas de alface tratadas com os isolados de rizobactérias. Os
comprimentos do hipocétilo e da radicula foram medidos cinco ou sete

dias apds a incubagdo a 28 °C. Dois experimentos foram conduzidos em

casa de vegetagdo com plantas de alface hidropdnica e 17 isolados
bacterianos. As unidades experimentais receberam a suspensdo dos
isolados de Pseudomonas spp. e, uma semana depois, a suspensdo de
zoosporos de P. aphanidermatum. Avaliaram-se o escurecimento das
raizes e a massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das plantas. Os
isolados produzem metabolitos que beneficiam o crescimento de alface
mesmo na presen¢a do patdogeno. Os isolados LP15, LP25, LP28, LP44
e LP47 reduziram os danos causados por P. aphanidermatum nos
experimentos realizados in vitro e in vivo. Este ¢ o primeiro estudo
que demonstrou que rizobactérias obtidas de solos brasileiros tém
potencial para promover o controle biologico de P. aphanidermatum
e o crescimento de plantas de alface em sistemas hidropodnicos.

Palavras-chave adicionais: Pseudomonas, Pythium aphanidermatum, cultivo protegido.

ABSTRACT

Cipriano, M.A.P.; Patricio, F.R.A.; Freitas, S.S. Potential of rhizobacteria to promote root rot growth and control in hydroponically cultivated

lettuce. Summa Phytopathologica, v.39, n.1, p.51-57, 2013.

The aims of this study were to evaluate whether rhizobacteria
isolates of the fluorescent group of the genus Pseudomonas: 1)
produce metabolites involved in growth promotion (AIA and HCN);
2) have the potential for the biological control of Pythium
aphanidermatum; 3) promote the growth of lettuce cultivated in
hydroponic system; 4) show correspondence in the in vitro and in vivo
interactions. Thus, Petri dishes containing agar-water culture medium,
with or without Pythium aphanidermatum, received pre-germinated
seeds of lettuce treated with the rhizobacteria isolates. The lengths of
the hypocotyl and radicle were measured at five or seven days after
incubation at 28 °C. Two experiments were carried out in a greenhouse

with hydroponic lettuce plants and 17 bacterial isolates. The experimental
units received Pseudomonas spp. isolate suspension and, one week later,
P aphanidermatum zoospore suspension. The plants were evaluated for
root darkening and shoot and root dry matter mass. The isolates produce
metabolites which benefit the growth of lettuce even in the presence of
the pathogen. The isolates LP15, LP25, LP28, LP44 and LP47 reduced
the damage caused by P. aphanidermatum in experiments in vitro and in
vivo. This is the first study which demonstrated that rhizobacteria
obtained from Brazilian soils have the potential to promote the
biological control of P. aphanidermatum and the growth of lettuce
plants in hydroponic systems.

Additional keywords: Pseudomonas, Pythium aphanidermatum, protected cultivation.

Alface ¢ a hortalica folhosa mais produzida em sistemas
hidroponicos no Brasil devido a boa qualidade desses sistemas e do
produto obtido. Além disso, ha diminui¢do dos danos causados por
patogenos veiculados pelo solo (23, 24). No entanto, o cultivo
hidroponico favorece o desenvolvimento de Pythium spp. pela baixa
diversidade de microrganismos, liberagdo de exsudatos radiculares ricos
em carbono, temperaturas adequadas, fornecimento de oxigénio,
mecanismos rapidos, eficientes e uniformes de disseminagdo de
zoosporos no ambiente (22, 26). Mesmo sem sintomas visiveis,
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como escurecimento e podriddo radicular, Pythium spp. podem causar
perdas em plantas entdo denominadas assintomaticas (25). Além
de ser dificil o controle de doencas causadas pelo patdégeno no
cultivo hidropdnico, a falta de produtos registrados limita o cultivo
de alface nesse sistema (22). Uma alternativa interessante para
combater espécies de Pythium ¢ o controle bioldgico, que pode
ocorrer por diversos mecanismos de atuagdo, entre os quais indugio
de resisténcia, antibiose, competicdo, hiperparasitismo, predagio e
hipoviruléncia (6).
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As rizobactérias estdo entre os microrganismos mais promissores
que podem ser usados para o controle bioldégico em sistemas
hidroponicos, por colonizar as raizes das plantas e sobreviver nelas
antes de serem infectadas pelo patdgeno (4,13). Além disso,
rizobactérias, como as do grupo fluorescente do género
Pseudomonas, podem promover o crescimento de plantas em
diferentes culturas, como, por exemplo, plantas citricas (4, 8).
Esses beneficios sdo decorrentes, por exemplo, da produgdo de
fitormonios, como o acido-indol-acético (AIA), que podem ser
sintetizados por esses microrganismos, além do acido cianidrico
(HCN), composto volatil que inibe o desenvolvimento de
fitopatégenos no ambiente (29).

Portanto, os objetivos deste estudo foram avaliar se isolados
de bactérias do grupo fluorescente de Pseudomonas spp.: 1)
produzem metabolitos envolvidos na promogdo do crescimento
(AIA e HCN) de mudas de alface; 2) tém potencial para controle
bioloégico de Pythium aphanidermatum; 3) podem promover o
crescimento de plantas de alface cultivadas em sistema hidropdnico;
¢ 4) verificar se ha correspondéncia nas interagdes in vitro € in vivo
desses microrganismos.

MATERIAL E METODOS

A identificagdo, a classificacdo ¢ a origem dos isolados de
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente estdo apresentadas na tabela
1. Essas informagdes estdo detalhadas em Coelho et al. (6).

Tanto in vitro como in vivo, a concentragdo das suspensdes
bacterianas utilizadas foi determinada por absorbancia a 600 nm.
O valor obtido foi de 1,27, que corresponde a 1,1 x 10° UFCs mL-
1

Para detectar a produgdo de acido-indol-acético (AIA) realizou-
se um experimento in vitro, semelhante ao descrito por Bric et al.

(5), onde os isolados foram cultivados em meio de cultura com L-
triptofano, um precursor do AIA. Depois, uma membrana de
nitrocelulose foi colocada sobre o meio de cultura com os isolados
¢ esse material foi incubado a 28 °C por 24 horas. Em seguida, essa
membrana foi mergulhada em solucéo de Salkowski e a formagdo de
um halo vermelho-arroxeado ao redor das col6nias, na membrana,
indicou a produgdo de AIA.

A produgdo de acido cianidrico (HCN) foi determinada com
base na metodologia descrita por Bakker & Schippers (3), pela
qual os isolados foram cultivados em placas de Petri com meio B
de King suplementado com glicina. Na parte superior da placa
colocou-se uma folha de papel filtro umedecido com solugdo de
4cido picrico a 5% e Na,CO, a 2%. Depois de 24 horas de incubagio
a 28 °C, a mudanca da coloragdo do papel de amarelo para vermelho-
alaranjado indicou a produg¢do de HCN pelos isolados. Nas
avaliagdes da producdo de AIA ¢ de HCN as observagdes foram
feitas em cinco diferentes placas de Petri para cada isolado.

Além da produg@o de metabolitos, a promogdo de crescimento
e o controle biologico também foram testados in vitro. Placas de
Petri contendo meio de cultura agar-agua, segundo metodologia
adaptada de Teixeira (26), receberam 10 sementes de alface cultivar
Verdnica tratadas por 10 minutos, separadamente, com suspensdes
dos isolados de Pseudomonas spp. para verificagdo de promogdo
de crescimento. Para os testes de controle bioldgico, a mesma
metodologia foi utilizada. No entanto, adicionou-se, ao centro das
placas, um disco de meio de cultura V8 com micélio de Pythium
aphanidermatum. As placas foram mantidas a 28 °C + 2 °C com
fotoperiodo de 12 horas, por um periodo entre cinco e sete dias.
Decorrido o tempo de incubagio avaliaram-se os comprimentos do
hipocoétilo e da radicula. O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, sendo a parcela
representada por uma placa de Petri. Os experimentos foram
analisados em delineamento fatorial 2 (com e sem P. aphanidermatum)

Tabela 1. Identificacao, classificacdo e origem dos isolados do grupo fluorescente de Pseudomonas sp. utilizados e sua capacidade de produzir (+) ou ndo

(-) acido indol-acético (AIA) e acido cianidrico (HCN).

Isolados Classificacio Origem ATA** HCN**
LP 10 P. fluorescens/P. putida Alface -

LP 12 P. putida Alface -

LP 13 P. putida Alface + -
LP 15 P. fluorescens/P. putida Rucula -

LP 16 P. fluorescens/P. putida Rucula

LP 17 P. fluorescens/P. putida Alface -
LP 22 P. fluorescens Chicoria - -
LP 25 P. fluorescens/P. putida Alface - +
LP 28 P. putida Alface - +
LP 44 P. fluorescens/P. putida Alface + +
LP 47 P. putida Rucula + +
MP 1 ND* Rucula hidropdnica + +
Ps 21A ND Algodoeiro + +
Ps 143C ND Rucula - -
Ps 864C ND Alface + -
Ps 866B ND Alface -

Ps 871B ND Alface +

*ND: classificagdo ndo determinada.

**As observagoes foram feitas em cinco diferentes placas de Petri e os resultados foram os mesmos em todas as placas.
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x 4 (isolados de Pseudomonas spp. MP1, Ps21A e Ps143C e controle)
para o experimento 1; 2 x 5 (isolados LP10, LP12, LP13 ¢ LP16 ¢
controle), para o experimento 2, 2 x 6 para os experimentos 3 (isolados
LP15, LP17, LP22, LP25 ¢ LP 28 e controle) ¢ 4 (isolados LP44,
LP47, Ps864C, Ps866B ¢ Ps871B e controle). Os dados obtidos
foram submetidos ao teste de varidncia e as médias, comparadas pelo
teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Realizaram-se dois experimentos in vivo, em casa-de-vegetacdo.
As plantas de alface foram cultivadas em sistema hidroponico composto
por pequenos recipientes plasticos (Container Culture — CC) com
dimensdes de 13,5 x 15 c¢cm, com capacidade para dois litros de
solu¢do nutritiva, sendo o arejamento da solugdo feito por um
compressor. A utilizag@o de recipientes separados para cada parcela
permitiu que ndo houvesse contaminagio das plantas com isolados
de rizobactérias e com P. aphanidermatum.

Sementes peletizadas de alface crespa cv. Veronica foram
semeadas em espumas fendlicas com dimensdes de 2 x 2 x 2 cm
(Green-up - Atlanta®). Quando atingiram o ponto de
desenvolvimento ideal, aproximadamente 15 dias apds a emergéncia
(DAE), foram transplantadas para os recipientes com solugio
nutritiva. A agua utilizada em todos os experimentos foi destilada
¢ esterilizada e a solug@o nutritiva, formulada de acordo com a
recomendagdo de Furlani et al. (9). Durante a condugdo dos
experimentos, a condutividade elétrica da solugdo nutritiva foi
mantida em 1,5 mS. Aplicaram-se 10 mL das suspensdes dos
isolados aproximadamente aos 22 DAE, separadamente, em cada
planta de alface individualizada nos recipientes. Uma semana apos a
adicdo da suspensdo bacteriana, 10 mL da suspensdo de zodsporos
(10* mL") do patdgeno foram também colocados nos recipientes com
as plantas. A metodologia utilizada para obtengdo dos zodsporos foi
a descrita por Rahimian & Banihashemi (21), pela qual o patogeno ¢é
cultivado em meio de cultura V8 e agua destilada e esterilizada ¢é
adicionada e mantida em temperatura entre 20 e 35 °C.

No primeiro experimento, testaram-se 11 isolados de
Pseudomonas spp. (LP10, LP12, LP13, LP15, LP16, MP1, Ps21A,
Ps143C, Ps864C, Ps866B ¢ Ps871B). No segundo, 6 isolados
(LP17, LP22, LP25, LP28, LP44 ¢ LP47) foram testados.

Para confirmag¢do da presenga do patdégeno no sistema
hidropoénico, realizou-se, no momento da colheita, coleta das raizes
das plantas-controle e das plantas de alface tratadas com a suspenséo
de zoodsporos de P. aphanidermatum. O material coletado foi levado
ao laboratdrio, onde as raizes foram lavadas com agua destilada e
esterilizada e posteriormente colocadas em placas de Petri com
meios de cultura BDA e V8. Outra forma utilizada para verificagdo
do patdgeno no sistema foi o plaqueamento da solugdo nutritiva.
Para tanto, aliquotas de 0,1 mL foram plaqueadas nos mesmos
meios de cultura utilizados para isolamento do patégeno a partir
das raizes.

A avaliagdo do efeito dos tratamentos sobre as plantas foi feita
cerca de vinte e cinco dias depois da aplicagdo da suspensdo do
patéogeno. No momento da colheita atribuiram-se notas ao
escurecimento das raizes, baseada na escala usada por Khan et al.
(14), com algumas adaptagdes, sendo as notas 1 = 0-20 %, 2 = 21-40
%, 3 =41-60 %, 4 =61-80 %, 5=_81-100 % de severidade da podridao
de raizes. A parte aérea das plantas foi separada das raizes na altura do
caule e ambas permaneceram em estufa a 60 °C até obtencdo de massa
constante de matéria seca. Os dados referentes as notas foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, a 5% de
probabilidade, e os de matéria seca, a analise de varidncia, com
comparagdo de médias pelo teste de Scott-Knott, também a 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos experimentos in vitro, observou-se que 53 % dos isolados
(correspondente a nove isolados) foram capazes de produzir AIA e 70
% (doze isolados) produziram HCN, sendo que os isolados LP16,
LP44, LP 47, MP1 e Ps871B produziram os dois metabolitos (Tabela
1). Os resultados apresentados referem-se as avaliagdes feitas em
cinco placas de Petri, sendo iguais em todas as placas, para cada
tratamento apresentado.

Nos experimentos de promogao de crescimento e controle biologico
in vitro, os isolados MP1, Ps143C, Ps21A (experimento 1), LP 10,
LP 12, LP 16 (experimento 2), LP 15, LP17, LP 22, LP 25, LP 28
(experimento 3), LP 44 e LP 47 (experimento 4) resultaram em maior
comprimento de radicula que o controle, entre as plantas que receberam
o inodculo de P aphanidermatum (Tabela 2). As plantulas sem o
patogeno apresentaram maiores comprimentos de radiculas do que as
com o patogeno. Alguns isolados dos isolados que promoveram o
crescimento da radicula — LP15, LP25 e LP28 (experimento 3) —
também resultaram em maiores comprimentos do hipocétilo nos
tratamentos com P. aphanidermatum, quando comparados ao controle
(Tabela 2). Esses trés isolados foram reconhecidos como produtores
de HCN, que atua como um antifungico no controle de doengas causadas
por diversos patégenos (Marques et al., 17).

Em alguns tratamentos sem patogeno os isolados de rizobactérias
LP44, Ps864C e Ps871B (experimento 4) propiciaram maior
crescimento radicular, o que evidenciou a promogdo de crescimento
ndo ligada a controle do patégeno. O isolado LP44 ainda exerceu o
mesmo efeito benéfico na presenga do patdogeno, assim como o isolado
LP47, no mesmo experimento (Tabela 2). E possivel que esses isolados
produtores de HCN e AIA tenham usado esses mecanismos de
promogdo de crescimento de raizes e controle bioldgico nas plantulas
de alface (11; 15). Os experimentos in vitro sugerem que os isolados
de Pseudomonas podem prevenir a infec¢do pelo patéogeno nas
sementes, resultado que concorda com estudos feitos por Gravel et al.
(10), que observaram o controle do tombamento de plantulas de tomate
causado por Pythium aphanidermatum por varias espécies de
Pseudomonas: P. corrugata, P. fluorescens, P. marginalis, P. putida, P
syringae e Pviridiflava.

O efeito benéfico sobre o crescimento radicular de plantas de
alface in vitro observado neste estudo também ja foi detectado por
Patekoski et al. (19), que confrontaram Pythium aphanidermatum e
um produto comercial a base de Trichoderma, fungo muito estudado
em trabalhos de controle bioldgico. No caso particular de alface, os
testes in vitro realizados ocorrem quando as plantulas estdo em estadio
de crescimento semelhante aquele em que sdo produzidas as mudas.

No primeiro experimento in vivo, realizado em casa-de-vegetagéo,
as plantas tratadas com os isolados LP15, MP1, Ps21A e Ps864C
tiveram maior massa de matéria seca de parte aérea que o controle sem
o patogeno e o com o patdogeno (Figura 1A), e os tratamentos com os
isolados MP1, Ps864C, Ps866B e Ps871B resultaram em maior
quantidade de matéria seca de raizes (Figura 1B). Os isolados MP1 e
Ps864C tiveram efeito positivo tanto sobre a parte aérea quanto sobre
as raizes.

Nao houve diferenca entre as plantas do tratamento controle e as
tratadas apenas com o patogeno. Nessa condi¢do, sem detecgdo do
efeito do patdgeno, ndo haveria como observar controle da doenga.
No entanto, houve aumento da matéria seca, que pode ter sido
desencadeado por substancias contidas nos exsudatos liberados pelas
rizobactérias, como o acido indol-acético, que podem aumentar o
crescimento de raizes (11). Dentre os seis isolados benéficos citados,
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Tabela 2. Comprimento (cm) do hipocétilo e da radicula de plantulas de alface tratadas com diferentes isolados do grupo fluorescente de
Pseudomonas spp., cultivadas in vitro na presenga e na auséncia de Pythium aphanidermatum. Experimentos 1, 2 ,3 e 4.

Experimento 1 Hipocoétilo (cm)

Radicula (cm)

Tratamentos Sem Pythium Com Pythium SemPythium Com Pythium
Controle 1,02 a A* 0,83 a A 4,70 a A 1,04 b B
MP1 1,60 a A 1,02 a A 4,85 aA 2,97 a B
Ps21A 1,33 a A 1,32 a A 4,96 a A 2,75 a B
Ps143C 1,20 a A 1,05 a A 4,68 a A 3,06 a B
CV (%) 44,54 29,06

Experimento 2 Hipocoétilo (cm)

Radicula (cm)

Tratamentos Sem Pythium Com Pythium SemPythium Com Pythium
Controle 1,53 a A* 0,66 a B 2,73 a A 0,46 b B
LP10 1,57 a A 0,77 a B 2,28 a A 0,99 a B
LP12 1,54 a A 0,78 a B 2,60 a A 0,93 a B
LP13 1,57 a A 025bB 2,52 aA 0,24 b B
LP16 1,74 a A 0,91 a B 2,08 a A 1,13aB
CV(%) 23,15 25,98

Experimento 3 Hipocétilo (cm)

Radicula (cm)

Tratamentos Sem Pythium Com Pythium SemPythium Com Pythium
Controle 0,51 a A* 0,19b B 3,73 a A 0,51 cB
LP15 0,48 a A 0,38 a A 3,75 a A 1,44 a B
LP17 0,49 a A 031 bB 3,72 a A 1,45aB
LP22 0,55 aA 031 bB 385aA 1,05 b B
LP25 0,46 a A 0,42 a A 341 aA 1,18 bB
LP28 0,55 a A 0,41 a A 395aA 1,97 a B
CV(%) 28,41 16,64

Experimento 4 Hipocoétilo (cm)

Radicula (cm)

Tratamentos Sem Pythium Com Pythium SemPythium Com Pythium
Controle 0,88 a A 0,56 a B 492b A 097 b B
LP44 0,76 a A 0,56 a B 5,26 a A 1,54 a B
LP47 0,99 a A 0,53 a B 4,47 b A 1,71 a B
Ps864C 0,80 a A 0,44 a B 523 aA 1,02 b B
Ps866B 0,88 a A 0,59 a B 4,99 b A 132bB
Ps871B 0,78 a A 0,55 a B 547 a A 1,18 bB
CV(%) 20,66 13,02

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia, pelo teste Scott-Knott. Letras minusculas

comparam médias na vertical e maiusculas, na horizontal.

quatro foram identificados como produtores de substancias indolicas:
MPI, Ps21A, Ps864C ¢ Ps871B (Tabela 1).

No segundo experimento realizado, todos os tratamentos com o
patégeno e os antagonistas tiveram massa de matéria seca da parte
aérea menor do que o tratamento sem indculo, mas, mesmo assim, os
tratamentos com as bactérias resultaram em valores maiores que o
tratamento apenas com P. aphanidermatum (Figura 2A). Ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos para a variavel matéria
seca de raizes (Figura 2B).

Quanto as notas conferidas as plantas dos experimentos in vivo,
cujos resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (5% de
probabilidade), ndo se observaram diferencas significativas entre os
tratamentos (dados ndo apresentados).

Em resumo, houve aumento da matéria seca da parte aérea dos
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tratamentos com os isolados LP15, MP1, Ps21A e Ps864C em relagdo
ao controle sem inoculag@o com o patégeno (Figura 1). Desses quatro
isolados, os trés ultimos produzem AIA in vitro (Tabela 1), o que
pode ser uma explicagdo, pelo menos parcial, da promogéo do
crescimento. A inoculagdo com os isolados LP17, LP 22, LP25, LP28,
LP44 e LP47 resultou em maior massa da parte aérea das plantas em
relagdo as apenas com o patégeno (Figura 2). Isso indica promogao do
crescimento, no primeiro caso, ¢ diminui¢ao do efeito do patdogeno, no
segundo caso. Alids, dos seis isolados que tiveram efeito sobre o
patogeno, quatro (LP25, LP28, LP44 ¢ LP47) produziram HCN nos
testes in vitro. Com relago as raizes, houve promogéo do crescimento
por quatro isolados (MP1, Ps864C, Ps866B ¢ Ps871B) (Figura 1B).

Desses isolados todos, MP1 e Ps864C tiveram efeito tanto sobre
a matéria seca da parte aérea quanto a das raizes, sugerindo promogéo
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Figura 1. Massa de matéria seca (g) da parte aérea (A) e do sistema radicular (B) de plantas de alface tratadas com diferentes isolados do grupo fluorescente
de Pseudomonas spp. e cultivadas em sistema hidroponico infestado com Pythium aphanidermatum. Experimento 1. * Médias de 4 repetigdes,

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

do crescimento, mas néo controle do patdogeno. Isso ¢ coerente com o
fato de que ambos produziram substancias inddlicas. Quanto ao efeito
sobre a manifestagdo da doenga, a maioria dos isolados que resultaram
em menor podriddo das raizes foram produtores de HCN.

A forma pela qual ocorre o controle do patdégeno nem sempre ¢é
elucidada, podendo haver mais de um mecanismo envolvido. Os estudos
mostram que isolados de Pseudomonas e zodsporos de Pythium
competem por carbono e nitrogénio na raiz de plantas de pepino,
cultivado em sistema hidrop6nico, ¢ que a germinagdo de zodsporos
diminui quando as plantas s@o tratadas com rizobactérias (30). Os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a produgdo de
AIA e HCN pelas rizobactérias pode ter beneficiado o desenvolvimento
das plantas na presenga do patogeno, tanto nos experimentos in vitro
quanto nos in vivo.

Em que pese a presenga do patogeno ter sido confirmada no sistema
hidroponico, no primeiro experimento as raizes nao ficaram escuras
como esperado em consequéncia da infecg¢@o por P. aphanidermatum.
Assim, o patégeno deve ter causado apenas sintomas subclinicos nas
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plantas, comuns quando sintomas como escurecimento e podriddo
radicular ndo sdo observados e a planta tem aspecto visual
aparentemente sadio (24, 26, 27). No segundo experimento, as plantas
tratadas somente com o patdgeno tiveram menor massa de matéria
seca tanto em relagdo ao controle quanto em relagdo aos tratamentos
que incluiram a inoculaggo do patdgeno e das bactérias, conjuntamente.

Neste estudo, 17 isolados foram testados in vitro e em
experimentos em casa-de-vegetagdo e 6 deles (LP17, LP22, LP25,
LP28, LP44 e LP47) promoveram controle de P. aphanidermatum nas
duas condigdes. Correspondéncia entre os resultados obtidos tanto
em testes in vitro como in vivo também foi observada em estudos
conduzidos por Gravel et al. (10), que selecionaram isolados de
Pseudomonas spp. com potencial para controle de espécies de Pythium
em plantulas de tomate.

No primeiro experimento in vivo, o patégeno ndo interferiu na
producdo de matéria seca das raizes e na parte aérea das plantas, mas
as tratadas com os isolados LP15, MP1, Ps864C e Ps21A tiveram
maior massa de matéria seca da parte aérea e dois deles, MP1 e Ps864C,

55



LP47
LP44
LP28
LP25

LP22

Tratamentos

LP17

P. aphanidermatum

Controle

Parte aérea (g)

LP47

LP44

LP28
LP25

Tratamentos

Lp22

LP17

P. aphanidermatum

Controle

0 0,5 1 1,5

Sistema radicular (g)

Figura 2. Massa de matéria seca (g) da parte aérea (A) e do sistema radicular (B) de plantas de alface tratadas com diferentes isolados do grupo fluorescente
de Pseudomonas spp. e cultivadas em sistema hidroponico infestado com Pythium aphanidermatum. Experimento 2. * Médias de 4 repetigdes,

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
** Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos.

também tiveram efeito benéfico significativo sobre a matéria seca de
raizes em relagdo ao tratamento controle. Nos experimentos in vitro
esses isolados, exceto Ps864C, foram responsaveis pelo menor dano
causado pelo patégeno, mas ndo promoveram o crescimento das plantas
de alface nos tratamentos sem o patogeno.

No total, seis isolados de Pseudomonas sp. foram eficientes na
redugdo dos danos causados por P. aphanidermatum, em condi¢des in
vitro ¢ in vivo em sistemas hidropdnicos. Portanto, o método de
selecdo in vitro pode ser utilizado como uma primeira etapa no processo
de selegdo de rizobactérias para o controle de P. aphanidermatum em
sistemas hidroponicos ou outros estudos relativos entre a interagio
de rizobactérias e P. aphanidermatum. Os testes realizados in vitro
sdo mais faceis e rapidos e permitem que um grande niimero de isolados
seja testado em um curto espago de tempo, mas ndo excluem a
necessidade de realizagdo de experimentos complementares em
sistemas hidroponicos.

Este estudo ¢ provavelmente o primeiro no Brasil que mostrou
que isolados de rizobactérias obtidos em condig¢des brasileiras tém
potencial para serem aplicados em sistemas hidropénicos e fornecerem
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uma ferramenta a mais aos produtores para o manejo de podriddes
radiculares de alface causadas por P. aphanidermatum nesses sistemas.
No presente trabalho, os experimentos desenvolvidos em sistemas
hidroponicos constituiram-se, na verdade, em formas de cultivo muito
semelhantes & do produtor.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que isolados de
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente produzem metabolitos que
beneficiam o crescimento de plantas de alface. Os testes in vitro — nos
quais as plantulas sdo expostas diretamente ao patdgeno — podem ser
usados como uma forma mais expedita para avaliar a interacdo P.
aphanidermatum e rizobactérias. Os isolados testados tém potencial
para controle biologico de Pythium aphanidermatum e promogao de
crescimento de plantas de alface cultivadas em sistema hidropdnico.
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