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RESUMO

Clonostachys rosea foi avaliado como promotor de crescimento e no controle da podridao de raiz (Pythium aphanidermatum)
em sistemas de fluxo laminar de nutrientes (NFT) e “floating”. Na promogéo de crescimento, Clonostachys (0, 103, 104, 10°, 10° e 107
conidios/mL) foi introduzido na solucdo nutritiva (SN) e avaliada a massa das plantas. O biocontrole, em sistema NFT, foi avaliado
introduzindo Clonostachys na SN (10° conidios/mL) i. um dia apds o transplantio na auséncia do patdgeno; ii. trés dias antes ¢ no
momento da infestagdo com Pythium e, iii. trés dias antes, no momento e trés dias apos infestagdo com Pythium. Em sistema “floating”,
Clonostachys foi introduzido na SN (10° conidios/mL) i. quatro dias antes e no momento da infestagdo com Pythium, e ii. quatro dias antes,
no momento e quatro dias ap0s a infestagdo com Pythium. Nesses experimentos foram determinadas as massas das plantas, e a recuperacao
do patdgeno e antagonista. O antagonista ndo promoveu o crescimento das plantas, entretanto protegeu-as do subdesenvolvimento causado
pelo patdgeno no sistema NFT. Nao foi observada protecdo em sistema “floating”. Clonostachys reduziu a incidéncia do patégeno nas
raizes no sistema NFT em 28,6% e 42,8%, quando aplicado duas e trés vezes, respectivamente.
Palavras-chave: Lactuca sativa, biocontrole, antagonismo, hidroponia.

ABSTRACT
Biological control of Pythium aphanidermatum root rot and growth promotion of hydroponic lettuce by Clonostachys rosea
Clonostachys rosea was evaluated for growth promotion and control of root rot (Pythium aphanidermatum) in hydroponic lettuce
in NFT and floating systems. For growth promotion, Clonostachys (0, 103,104, 10°, 10° and 107 conidia/mL) was added in nutrient solution
(NS) and the mass of the plants was measured. To evaluate the control of the disease in NFT, Clonostachys was applied to the NS (10°
conidia/mL) i. one day after transplanting in the absence of Pythium; ii. three days before and simultaneously with Pythium infestation;
and, iii. three days before, simultaneously and three days after Pythium infestation. To evaluate the control of root rot in floating system,
Clonostachys was added in NS (10° conidia/mL) i. four days before, and at the moment of pathogen infestation, and, ii. four days before,
simultaneously, and four days after pathogen infestation. Plant mass and the recovery of pathogen and antagonist from the roots were
evaluated. Clonostachys did not improve plant growth in the absence of Pythium. In the NFT system Clonostachys protected the plants
from yield losses caused by Pythium, but not in the floating system. Pythium recovery from the roots was reduced by 28,6% and 42,8%
when Clonostachys was applied two or three times, respectively.
Key words: Lactuca sativa, biocontrol, antagonist, hydroponic systems.

A alface ¢ a hortalica folhosa mais consumida no dispersdo de patdogenos e o desenvolvimento de epidemias

Brasil e destaca-se como a mais cultivada em sistemas
hidroponicos. A principal técnica de cultivo hidroponico
utilizado no Brasil é a de fluxo laminar de nutrientes,
denominada NFT (“Nutrient Film Technique”). Apesar de
oferecer vantagens como a antecipagdo do ciclo da cultura,
o cultivo hidropdnico exige cuidados especiais quanto a
sanidade das plantas. A elevada densidade e uniformidade
genética de plantas, a baixa diversidade bioldgica e a
circulagdo da solucdo nutritiva no sistema favorecem a
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(Sutton et al., 2000).

Dentre os mais importantes ¢ destrutivos patogenos
das culturas em sistemas hidroponicos destacam-se
espécies do género Pythium (Utkhede et al., 2000). Pythium
ultimum Trow e Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.
sdo espécies comumente associadas a podriddo de raiz
na cultura da alface hidropdnica. A principal medida de
controle da doencga ¢ a preventiva, por meio da utilizagdo
de mudas sadias, agua de boa qualidade e uso de materiais
e ferramentas ndo contaminadas (Sutton et al., 2006).
Ap6s a entrada de Pythium no sistema hidroponico podem
ser adotadas medidas culturais para a sua desinfestag@o,
como a limpeza por meio de solugdes de cloro, radiagdo
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ultravioleta, filtragdo e elevagdo da temperatura da solugao
(Sutton et al., 2006). No entanto, medidas de desinfestagdo
da solug@o nutritiva tém se mostrado pouco efetivas, pois
ndo afetam a populagdo do patogeno presente na zona
de infec¢do das raizes (Khan et al., 2003; Sutton et al.,
2006). O controle quimico ndo é recomendado, pois ndo
ha fungicidas registrados para o patégeno nessa cultura
no Brasil, além de, potencialmente, causarem fitotoxidez
em alface cultivada em hidroponia (Utkhede et al., 2000).
Em face dessas limitagdes, torna-se necessaria a busca
por alternativas para o controle da doenga, sendo que a
efetividade do biocontrole foi demonstrada em varios
sistemas (Utkhede et al., 2000; Liu & Sutton, 2002; Khan et
al., 2003). O isolado PG-710 de Clonostachys rosea (Link)
Schroers, Samuels, Seifert ¢ W. Gams protegeu as plantas
de pepino contra a infecg¢do por Pythium spp. e promoveu
o crescimento, quando na presenca do patogeno (Liu &
Sutton, 2002). A introdu¢do do isolado 88-710 de C. rosea
na solugdo nutritiva promoveu o desenvolvimento da area
foliar e do sistema radicular de plantas de pepino (Sutton et
al.,2008). O objetivo deste trabalho foi estudar a capacidade
do isolado Cr61 de C. rosea, obtido de restos culturais de
roseira e pertencente a cole¢do da Embrapa Meio Ambiente,
em promover o crescimento e controlar a podriddo de raiz
causada por P. aphanidermatum em alface hidroponica.
Nos estudos com promogdo de crescimento,
sementes de alface cv. Vera (Sakata Seed Sudamérica)
foram semeadas em espuma fendlica, e, apés 17 dias,
foram transferidas para bergario no sistema NFT,
com condutividade elétrica (CE) da solugdo nutritiva
(Qualifértil) mantida a 0,7 mS/cm. Mudas com 30 dias de
idade foram transferidas para um sistema definitivo (NFT)
formado por duas mesas (1,22 m de altura, 1,5 m de largura
e 15% de declividade) sendo cada mesa composta por seis
canaletas (5,9 m de comprimento com 23 furos de 5 cm
de didmetro), alimentadas individualmente por solugdo
nutritiva (CE=1,5 mS/cm) por meio de bomba submersa
com capacidade para 540 L/h (Sarlo Better, modelo B500)
em tanques reservatorios de 50 L. O pH e a CE da solucdo
nutritiva foram monitorados a cada quatro dias. O isolado
de C. rosea (Cr61) foi multiplicado no substrato arroz em
casca. Suspensdes de conidios foram aplicadas nos tanques
de solugdo nutritiva, 24 h apds a transferéncia das plantas
para o sistema definitivo, para atingir as concentragdes
finais de 107, 10°, 105, 10* e 10° e 0 conidios/mL. Apoés 21
dias de desenvolvimento foram realizadas avaliacdes da
massa fresca e seca das plantas. A populagdo de C. rosea
na solugao nutritiva foi determinada no 4° e 19° dia apos a
sua introdugdo. Portanto, amostras retiradas dos tanques ¢
diluidas em série foram transferidas para o meio BGTEA
(200 g de batata, 15 g de D-glucose, 12 g de Agar, 1000 mL
de agua destilada e 2 mL de Triton XR 100 + 100 mg de
sulfato de estreptomicina adicionados apos autoclavagem)
contido em placas de Petri e incubadas por 72 h a 25 +2°C,
sob luz constante, quando foi determinado o niimero de
colonias. O experimento foi montado em duas bancadas
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com seis linhas de cultivo cada (blocos), sendo cada linha
composta por 20 plantas (unidades amostrais).

O controle biologico da podriddao de raiz com C.
rosea (Cr61) foi avaliado duas vezes, sendo uma no sistema
NFT e outra no sistema “floating”. Para a producdo do
inoculo de P. aphanidermatum (isolado SP 1973, do Instituto
de Botanica de Sdo Paulo), discos contendo a cultura do
patodgeno foram transferidos para placas de Petri contendo
20 mL do meio de cultura V8 (100 mL de suco V8, 2 g
de CaCO, e 16 g de Agar em 900 mL de 4gua destilada),
com incubagdo por cinco dias a 25 + 2°C, sob regime de
luz continua. A infesta¢ao do sistema NFT com o patégeno
foi realizada por meio da introdugdo, nos tanques com 80
L de solu¢do nutritiva, de um sache de tela de nailon com
cinco placas de meio de cultura V8 com o patdogeno em
pleno desenvolvimento, sendo retirado apds trés dias. Os
seguintes tratamentos foram estudados: i. C. rosea aplicado
24 h ap6s transferéncia das mudas e sem a infestagdo com o
patogeno; ii. C. rosea aplicado trés dias antes € no momento
da infestagdo com o patdgeno; iii. C. rosea trés dias antes,
no momento ¢ trés dias apds a infestagdo com o patogeno;
iv. testemunha sem inoculagdo e v. testemunha inoculada.
Em todos os tratamentos com C. rosea foi utilizada a
concentragdo de 10° conidios/mL de solu¢do nutritiva
obtida conforme descrito anteriormente. Mudas de alface
com 24 dias, produzidas conforme descrito anteriormente,
foram transferidas para o sistema definitivo. Apos 21 dias,
foi avaliada a massa das plantas, bem como a recuperagio
de P. aphanidermatum ¢ C. rosea das raizes. A recuperagio
do patogeno foi realizada transferindo 10 fragmentos de,
aproximadamente, 1 cm de comprimento das raizes para
meio de cultura Agar-Agua acrescido de ampicilina (250
mg/L) e rifampicina (10 mg/L). A incidéncia do patogeno
na raiz foi determinada apds quatro dias de incubagdo a 25
+ 2°C, sob regime de luz constante. A mesma metodologia
para a recuperacdo de C. rosea das raizes, descrita
anteriormente, foi utilizada, porém em meio PCA (200 mg
de cloranfenicol; 0,1 mL de paraquat e 16 g de Agar, em
1000 mL de agua). A temperatura da solugdo nutritiva foi
monitorada diariamente no periodo da manha e da tarde,
por meio de um termémetro Chektemp®. O pH e a CE da
solugdo nutritiva foram determinados a cada quatro dias.
O experimento foi montado em duas bancadas com cinco
linhas de cultivo cada (blocos), sendo cada linha composta
por 12 plantas (unidades amostrais).

A mesma cultivar de alface e os mesmos isolados
de P. aphanidermatum e de C. rosea foram utilizados no
ensaio da avaliagdo do controle da doenca em sistema
“floating”. Mudas de alface com 22 dias, produzidas em
espuma fenolica, foram transferidas para bandejas de isopor
contidas em caixas com 30 L de solugdo nutritiva (CE=1,5
mS/cm), sendo essas oxigenadas por meio de mangueiras
ligadas a um compressor. A infestagdo com o patogeno foi
realizada apos oito dias da transferéncia das plantas para
as caixas contendo solug@o nutritiva, conforme descrito no
ensaio em NFT. C. rosea foi aplicado a solugdo nutritiva (10°
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conidios/mL) quatro dias antes e no momento da infestagao
com o patdgeno; e quatro dias antes, no momento ¢ quatro
dias apos a infestacdo com o patdogeno. Os tratamentos
foram comparados com a testemunha com e sem infestagdo
com P aphanidermatum. As plantas permaneceram por
26 dias no sistema “floating”, quando foram realizadas
as avaliagdes descritas anteriormente. A recuperagdo do
patdégeno e o monitoramento da temperatura, da CE e
do pH da solugdo nutritiva foram realizados conforme
descritos anteriormente. O experimento foi montado em
duas bancadas (blocos), contendo as caixas preenchidas
com solu¢@o nutritiva ¢ com as bandejas de isopor, sendo
que, as bandejas foram compostas por 10 plantas (unidades
amostrais). Para a analise dos resultados foi utilizado o
pacote estatistico SAS® (SAS Institute Inc., Cary, NC). Os
dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
sendo cada planta avaliada como uma sub-amostra dentro
das parcelas em delineamento em blocos casualizados; ¢ os
tratamentos comparados pelo teste de Tukey.

Clonostachys rosea, nas concentragdes de 10° a
107 conidios/mL, ndo promoveu o crescimento de alface
cultivada em hidroponia quando aplicado 24 h apos as
plantas serem transferidas para o sistema definitivo. Apesar
de ndo promover o crescimento da alface, C. rosea nao
causou efeito negativo no desenvolvimento das plantas,
como o observado por Corréa & Bettiol (2006), com a
adicdo de Trichoderma harzianum (107 conidios/mL) na
solugdo nutritiva. Varios fatores afetam a capacidade de
promocgao de crescimento de plantas por microrganismos,
como o tipo do inoculo, a temperatura, o pH, a umidade, a
composicao da microbiota e a disponibilidade de nutrientes
(Jjemba & Alexander, 1999). Assim, ha necessidade de
se estudar as melhores condi¢des para a introdugdo de C.
rosea com essa finalidade.

A populagdo de C. rosea, apos quatro dias de sua
introdug@o nos tanques de solucdo nutritiva, foi de 0; 11;
10; 51 e 265 ufc/mL para os tratamentos nas concentragdes
de 103 10% 10% 10° e 107 conidios/mL, respectivamente,
sendo que nao houve recuperagao 19 dias apods a sua
introdugdo na solugdo nutritiva. A redugdo da populagao de
C. rosea na solugdo pode ser explicada pela ndo adaptacao
do fungo a essas condigdes, acrescida pela falta de
compostos organicos disponiveis neste ambiente para o seu
crescimento. C. rosea ¢ um fungo cosmopolita, podendo
ser encontrado em diferentes ecossistemas em regides
tropicais, temperadas, subarticas e desérticas, sendo isolado
em solos cultivados, pastos, matas, florestas, em agua
doce e em solos costeiros. (Sutton et al., 1997). A baixa
sobrevivéncia do isolado Cr61 de C. rosea no ambiente
hidroponico pode ser explicada pela maior capacidade de
sobrevivéncia do isolado em ambientes terrestres do que
em ambientes aquaticos, visto que o fungo foi isolado de
restos culturais de roseira cultivada no solo. De acordo com
Sutton et al. (2006), existe uma baixa disponibilidade de
compostos organicos no inicio do desenvolvimento das
plantas no sistema hidroponico. Entretanto, exsudados
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sdo liberados pelas raizes para a solugdo possibilitando
o desenvolvimento de microrganismos (Postma et al.,
2008), com o desenvolvimento das plantas. Dessa forma,
sugere-se que ocorra a re-introdugo de C. rosea no sistema
apos a solucdo atingir essas condi¢des; e que se trabalhe
com isolados melhor adaptados as condigdes do sistema
hidropénico.

Espécies de Pythium podem infectar raizes de alface
cultivadas em hidroponia sem causar sintomas tipicos
da doenga, como a podridio de raiz ¢ a murcha, mas
provocar o subdesenvolvimento das plantas (Utkhede et
al., 2000). A aplicagdo de C. rosea foi efetiva na protegdo
das plantas cultivadas em sistema NFT contra a infecgdo
do patodgeno, incrementando significativamente as massas
em relag@o a testemunha inoculada, independentemente do
periodo de aplicagdo (Tabela 1). Muitas vezes essa reducao
no desenvolvimento ndo ¢ percebida pelos produtores
durante o cultivo, que perdem parte do investimento
quando da comercializagdo. Pythium foi recuperado em
77% das raizes das plantas da testemunha inoculada com
o patogeno. A incidéncia do patdogeno nas raizes diminuiu
proporcionalmente com a adigdo do antagonista na solugao
nutritiva, sendo de 55% quando C. rosea foi aplicado duas
vezes e de 44% quando aplicado trés vezes. Resultados
semelhantes foram obtidos por Khan et al. (2003) na
diminuigdo da incidéncia de P. aphanidermatum nas raizes
de pepino hidropénico com a aplicagdo de Pseudomonas
chlororaphis, e na prevengdo da diminui¢ao de biomassa,
altura e produtividade. Nesse experimento a temperatura
da solugdo nutritiva variou de 20 a 35°C, sendo favoravel
ao desenvolvimento da doenc¢a (Gold & Stanghellini, 1985;
Sutton et al., 20006).

A recuperagdo de C. rosea ao final do experimento
no sistema NFT foi de 100, 89 e 100% para as raizes dos
tratamentos C. rosea, C. rosea (-3d e 0d) e C. rosea (-3d,
0d e +3d), respectivamente. A capacidade de colonizagdo
radicular ¢ uma caracteristica imprescindivel de um agente
de biocontrole de podriddes radiculares (Howel, 2003). Os
mecanismos de agdo conhecidos de C. rosea sdo parasitismo,
competi¢do por nutrientes e por tecidos senescentes e
indugdo de resisténcia (Sutton et al., 1997; Morandi et al.,
2003). Considerando a efetiva presenga de C. rosea nas
raizes das plantas ao final do ensaio, a competicdo por
espago e nutrientes com o patégeno pode ter sido um dos
mecanismos de sua agdo no controle da podridao de raiz,
sendo que a colonizagao das raizes senescentes por C. rosea
pode ter desfavorecido a produgao de indculo secundario do
patdgeno.

No sistema “floating”, ap6s 18 dias da inoculagdo do
patégeno, observou-se redugdo em 41% na massa da parte
aérea das plantas (Tabela 2). Nenhum tratamento controlou
o subdesenvolvimento causado pelo patogeno, sendo esse
re-isolado em todos os tratamentos em que foi aplicado. A
temperatura da solugdo nutritiva durante o ensaio variou de
24,8 a 41,1°C, sendo essa condi¢do um fator chave para o
desenvolvimento da podridao de raiz causada por Pythium
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TABELA 1 - Efeito de Clonostachys rosea sobre a massa fresca da parte aérea, do sistema radicular e total e massa seca do sistema radicular
de plantas de alface cultivadas em sistema hidropdnico de fluxo laminar de nutrientes (NFT) infestado com Pythium aphanidermatum

Massa fresca (g) Massa seca (g)

Tratamento Parte aérea  Sistema radicular Total Sistema radicular
Testemunhando inoculada 31,520 189.8 a 219,1a 13ab
Testemunhainoculada 253b 135,8b 161,3b 1,1b

C. rosed” 34,5a 180,6 a 2156 a 14a

C. rosea-2 aplicagdes’ 348a 177.6 a 212.8a 13a

C. rosea-3 aplicages” 36,3 a 1722 a 208,3a 1,4a

(DMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey 5%). @ C. rosea aplicado 1 dia apds o transplantio na auséncia do
patogeno. @ C. rosea aplicado trés dias antes e no momento da infestagdo com o patogeno. ¥ C. rosea aplicado trés dias antes, no momento e trés

dias apo6s a infestagdo com o patogeno.

TABELA 2 - Efeito de Clonostachys rosea sobre a massa seca da parte aérea, do sistema radicular e total de plantas de alface cultivadas
em sistema hidroponico “floating” infestado com Pythium aphanidermatum

Tratamento Massa da parte aérea (g) Massa do sistema Massa total (g)
radical (g)

Testemunha nio inoculada 0,48 a» 0,199 0,67 a

Testemunha inoculada 0,28 b 0,18 0,46b

C. rosea-2 aplicagdes® 0,31b 0,19 0,51b

C. rosea-3 aplicagdes® 0,9 b 0,19 0,48b

(DMédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey 5%).® Médias sem letra ndo foram significativas no teste F. @ C. rosea
aplicado quatro dias antes e no momento da infestagdo com o patogeno. @ C. rosea aplicado quatro dias antes, no momento e quatro dias apos a

infestagdo com o patdgeno.

(Sutton et al., 2006). Severas epidemias causadas por P.
aphanidermatum em hidroponia sdo relatadas quando
predominam elevadas temperaturas na zona radicular (Gold
& Stanghellini, 1985; Sutton et al., 2006). Além das elevadas
temperaturas na solugdo nutritiva, sistemas utilizando
laminas de agua estaticas como o “floating” favorecem o
desenvolvimento da podridao de raiz quando comparados
com sistemas NFT (Gold & Stanghellini, 1985). Isto pode
ser explicado pela maior concentragdo dos zoosporos na
zona de infec¢do, pois esses ndo sdo transportados pela
solucd@o nutritiva. A maior predisposigao das plantas devido
a elevadas temperaturas da solugdo nutritiva e o cultivo em
sistema “floating” pode explicar a auséncia do controle por
C. rosea. A capacidade de C. rosea em prevenir os danos
causados pela colonizagdo de P. aphanidermatum nas raizes
de plantas de alface cultivadas em sistema hidroponico NFT,
suprimindo o subdesenvolvimento das plantas ocasionado
pelo patdgeno, independente de ndo ter promovido o seu
crescimento, indica a possibilidade de uso do antagonista
nesse sistema de produgio.
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