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RESUMO

Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. destaca-se como um dos patégenos mais
comuns e destrutivos em cultivos hidropdnicos, afetando uma ampla gama de hospedeiros ao
redor do mundo. O controle desta espécie torna-se um desafio, especialmente nas épocas
quentes do ano, devido a diminuigdo da resisténcia natural das plantas e a maior adaptacdo do
patdgeno nestas condigcdes. A introducdo de microrganismos antagonistas no controle de
fitopatdgenos é uma alternativa viavel para a reducdo do uso de agroquimicos e protecdo das
culturas, sendo que Trichoderma spp. estdo entre os agentes de biocontrole mais estudados e
utilizados, havendo inclusive produtos formulados com tais antagonistas a disposi¢cdo no
mercado brasileiro, dentre eles o Biotrich®, o Trichodermil® e o Trichodel®. O presente
estudo teve por objetivos avaliar o potencial patogénico de um isolado de Pythium
aphanidermatum nas variedades de alface Vera e Elisa in vitro e em condic¢des hidroponicas
semelhantes as empregadas pelos hidroponicultores brasileiros na producéo de alface; e testar
o efeito dos produtos Biotrich®, Trichodermil® e Trichodel® no controle deste patdgeno e na
promogéo de crescimento das variedades nas condigOes estudadas. Nos testes in vitro, placas
de Petri com agar-agua receberam uma aliquota de 1mL de suspensdo dos produtos com as
concentracdes de 0,2mL/L (Biotrich®); 0,05, 0,1 e 0,2mL/L (Trichodermil®); e 0,25, 0,5 e
ImL/L (Trichodel®); plantulas recém germinadas (sete plantulas/placa) e, apos 24h, discos
com micélio do isolado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de Petri. Placas contendo
apenas as sementes de alface, com e sem os produtos serviram como controle. Ao final de 10
dias de incubagdo em 20 e 31°C, avaliou-se estatisticamente o comprimento das radiculas e
hipocétilos e a porcentagem de plantulas sobreviventes. Os testes in vivo foram conduzidos
durante a primavera e verdo, em sistema NFT (Nutrient Film Technique), com os produtos
Biotrich® (0,2mL/L) e Trichodel® (0,25mL/L) e com a inoculagdo do patdgeno feita por
meio da imersdo das raizes das plantas em suspensdo de zo6sporos na concentragdo de 5x10°
zoosporos/mL. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x3 (inoculagdo x produto), totalizando 12 tratamentos com seis repeticdes, sendo cada
repeticdo representada por uma planta. Apos 28 dias de permanéncia das plantas no sistema
hidropdnico, avaliou-se estatisticamente as massas fresca e seca da parte aérea e raizes das
mesmas. Pythium aphanidermatum apresentou patogenicidade nos testes in vitro, reduzindo o
comprimento das radiculas e a porcentagem de plantulas sobreviventes das variedades, com
maior agressividade verificada em 31°C. Nos experimentos in vivo, ndo foi verificada

influéncia do patdgeno sobre o desenvolvimento das plantas com a concentracdo de zoGsporos
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estudada. De maneira geral, os produtos nas concentragdes testadas ndo promoveram o
crescimento das plantas, e diminuiram o seu desenvolvimento em alguns tratamentos controle
dos experimentos conduzidos in vitro. Entretanto, maior crescimento das plantas foi
verificado com a aplicacdo dos produtos na presenca do patégeno nos experimentos in vitro, 0
que demonstra que o0s biocontroles estudados possuem potencial para o controle de Pythium
aphanidermatum, podendo ser utilizados em outros estudos visando o controle deste

patdgeno.

Palavras-chave: Hidroponia, alface, Pythium, podriddo de raiz, controle bioldgico,

Trichoderma
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ABSTRACT

Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. is one of the most common pathogens and
destructive in hydroponic crops, affecting a wide range of hosts around the world. The control
of this species becomes a challenge, especially in warm periods of the year, due to low
natural resistance of plants and greater adaptation of the pathogen to these conditions. The
introduction of antagonistic microorganisms to control plant pathogens is a viable alternative
to reduce the use of agrochemicals in crop protection, and Trichoderma spp. are among the
biocontrol agents most studied and used. There are even products made of such antagonists
available at Brazilian market, for exemple Biotrich®, Trichodermil® and Trichodel®. This
study aimed to evaluate the pathogenic potential of an isolate of Pythium aphanidermatum in
varieties of lettuce (Vera and Elisa), in vitro and in hydroponic conditions, similar to those
employed by Brazilian producers in hydroponic lettuce, and to test the effect of Biotrich®,
Trichodermil® and Trichodel® as control this pathogen and in the promotion of growth of
varieties under the conditions studied. In vitro, Petri dishes with water-agar received 1 mL of
suspension products with concentrations of 0.2 mL/L (Biotrich ®), 0.05, 0.1 and 0.2 mL/L
(Trichodermil®), and 0.25, 0.5 and 1mL/L (Trichodel®), germinated seedlings (seven
seedlings/plate) and after 24 hours, plugs with mycelium of the isolate. The experimental
design was completely randomized with five replicates, where each replication was
represented by a Petri dish. Plates containing only the seeds of lettuce, with and without the
products served as controls. After 10 days of incubation at 20 and 31°C, the length of primary
root, hypocotyls and the percentage of survivors seedlings were statistically analyzed. In vivo
experiments were conducted during the spring and summer in NFT system (Nutrient Film
Technique), with products Biotrich® (0.2 mL/L) and Trichodel® (0.25 mL/L) and the
inoculation was made through immersion of plant roots suspended of zoospores concentration
of 5x10° zoospores/mL. The experimental design was completely randomized following a
factorial design 2x3 (inoculation x product), completing 12 treatments with six replicates,
being each replicate represented by one plant. After 28 days of the plants in hydroponic
system, the fresh and dry weight of shoots and roots were statistically analyzed. Pythium
aphanidermatum showed pathogenicity in vitro experiments, reducing the primary root length
and the percentage of survivors seedlings of varieties with increased aggressiveness observed
in 31°C. In vivo experiments, there was no influence of the pathogen on plant growth with the
concentration of zoospores studied. In general, the products at different concentrations did not
promote plant growth, and decreased its development in some treatments of control
experiments conducted in vitro. However, higher plant growth was observed with application
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of the products in the presence of the pathogen in vitro experiments, showing that the

biocontrol studies have the potential to control Pythium aphanidermatum, and can be used in

other studies to control this pathogen.

Key words: Hydroponic system, lettuce, Pythium, root rot, biological control, Trichoderma



1. INTRODUCAO

1.1. Hidroponia: Historia e expansao

A hidroponia, termo derivado das palavras de origem grega hidro (dgua) e ponos
(trabalho) é uma técnica alternativa de cultivo protegido, na qual o solo é substituido por uma
solucdo aquosa que contém todos o0s elementos essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento normal das plantas (Resh 2001, Furlani et al. 2009a).

A técnica de cultivo hidropdnico tal qual conhecemos atualmente possui uma historia
recente, entretanto, o seu uso € relatado desde as antigas civilizagfes. Os Jardins flutuantes
chineses da dinastia Chou (1027-770 a.C), os Jardins Suspensos da Babil6nia construidos pelo
rei Nabucodonosor Il por volta de 600 a.C. e as chinampas astecas que flutuavam em aguas
pantanosas no México (1325-1521) foram construidos baseados no conceito do atual cultivo
hidroponico (Resh 2001, Portal Hidroponia 2010).

O desenvolvimento cientifico da hidroponia iniciou-se no século XVII, com estudos de
John Woodward (1699), com o intuito de determinar as substancias responsaveis pelo
desenvolvimento das plantas e a constituicdo das mesmas. Woodward cultivou plantas em
agua contendo varios tipos de solo e concluiu que as plantas desenvolvem-se devido as
substancias presentes na agua, derivadas do solo. O progresso na identificacdo destas
substancias foi lento, devido a auséncia de técnicas sofisticadas de pesquisa. No século XIX,
com 0s avangos no campo da quimica foi possivel identificar os elementos requeridos para o
desenvolvimento das plantas e cultiva-las na auséncia de solo. Boussingult (1851), um
quimico francés, desenvolveu plantas em substratos inertes tais como areia, quartzo e carvao
vegetal, com a adicdo de solucdo de conhecida composicédo, e Sachs (1860) e Knop (1861),
em experimentos posteriores, eliminaram os meios e cultivaram as plantas em solucéo
contendo apenas agua e 0s minerais. Em anos seguintes, pesquisadores desenvolveram
diversas formulas basicas para o estudo da nutri¢do de plantas (Douglas 1987, Resh 2001).

Em 1925, surgiu o interesse comercial das industrias de casa de vegetacao pela utilizacéo
dos cultivos em solucdo nutritiva, uma vez que os solos das estufas tinham que ser
substituidos frequentemente para superar 0s problemas de estrutura, fertilidade e pragas. Foi
entdo que na década de 30, o Dr. William F. Gerick, da Universidade da Califérnia,
desenvolveu uma grande diversidade de frutas, flores, cereais e tubérculos, em sistema
hidropdnico quase comercial, pela primeira vez utilizando o termo hidroponia (Resh 2001,
Jones Jr 2005). A nova técnica de cultivo sem solo recebeu impulso adicional com o
surgimento da 22 Guerra Mundial, onde toneladas de verduras e legumes foram produzidas

pelo exército norte-americano e a Real Forca Aérea em unidades hidropénicas instaladas em



2

suas bases militares, as quais foram consumidas pelos soldados aliados durante os anos da
Guerra (Douglas 1987).

Nas decadas de 50 e 60, houve grande expansdo da utilizacdo de casas de vegetacdo na
Asia e Europa e o cultivo hidroponico ja havia se espalhado em varios paises como
Alemanha, Franca, Italia, Suécia, antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas (URSS),
Israel, Japdo, Inglaterra e Espanha. Em meados de 1960, o Glasshouse Crops Research
Institute (CGRI) desenvolveu a técnica do fluxo laminar de nutrientes (NFT), a partir da qual
foram desenvolvidos outros sistemas hidropdnicos. No Brasil, o cultivo hidropdnico
comercial teve inicio na década de 80, quando a técnica foi trazida do Japdo por Shigeru Ueda
e Takanori Sekine (Portal Hidroponia 2010). Desde a grande expansao ocorrida na década de
90, o cultivo hidrop6nico tem se difundido em todo o pais, sendo encontrado nos cinturdes
verdes de algumas capitais e cidades do interior, especialmente nas regides sul e sudeste
(Lopes et al. 2003, Silva & Lima Neto 2007, Labhidro 2010). De acordo com o Coblasa
(Comité Brasileiro de Plasticultura), a estimativa de utilizacdo da técnica de cultivo
hidropdnico por profissionais e hobistas € de 4.000 produtores somente no Estado de Séo
Paulo, e outros 4.000 nos demais estados (Mathias 2008); além de sua utilizagdo como
atividade pedagodgica em escolas, com o intuito de ampliar a concepgdo dos alunos sobre o
conceito de ambiente e auxiliar na formacéo do cidadao profissional, oferecendo alternativas
de trabalho e renda (Abrantes 2004, Santos 2006).

Atualmente, ha em todo o mundo grandes areas cultivadas através da hidroponia.
Destacam-se por sua atuacdo no campo de pesquisa e utilizacdo da técnica, o Japdo, cuja
escassez de grandes areas cultivaveis e condi¢des climaticas como invernos rigorosos exigem
formas alternativas de cultivo; Israel, que produz hortalicas e flores ornamentais em grande
escala; e os Estados Unidos, com grandes areas de cultivo hidropdnico e importantes projetos
de pesquisa em andamento, principalmente pela NASA e empresas por ela contratadas. O
grande interesse da agéncia espacial americana por esta técnica agricola da-se pelo fato de ser
a hidroponia a principal forma de obtencéo de alimentos no espaco (Revista da Terra 2009).

Dentre os fatores que contribuiram para a expansdo da hidroponia estdo a producao de
hortalicas de 6tima qualidade, melhor aproveitamento do espaco fisico pelo uso de bancadas;
perenidade na producgdo, principalmente em paises onde é feito o controle das variaveis
climaticas; menor incidéncia de pragas e doencas que seriam veiculadas pelo solo; melhor
controle do meio nutritivo para o crescimento das plantas; além da menor contaminacdo do
lencol fredtico por elementos quimicos, uma vez que a solucdo nutritiva geralmente recircula
no sistema (Furlani 1996, Rodrigues 2002, Beninni et al. 2005). Entretanto, algumas

dificuldades podem ser encontradas na utilizacdo desta técnica, tais como o custo inicial alto,
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devido a necessidade das instalagbes bésicas; necessidade de conhecimento técnico efetivo do
sistema; acompanhamento permanente do funcionamento dos sistemas hidraulico e elétrico,
onde a falta de energia sem que haja uma fonte alternativa pode levar a perda de toda a
producdo e facilidade de disseminacdo de determinados patdgenos no sistema pela prépria
solugdo nutritiva circulante (Silva & Schwonka 2001, Labhidro 2010, Portal Hidroponia
2010).

1.2. Sistemas hidroponicos e culturas produzidas no Brasil

Os sistemas hidropdnicos sdo compostos basicamente pelas bancadas com canais ou
mesas de cultivo e pelo conjunto hidraulico (um ou mais reservatérios de solucdo nutritiva,
conjunto moto-bomba, encanamentos e registros) responsavel pelo armazenamento, recalque
e drenagem da solucdo nutritiva (Furlani et al. 2009a); e as estruturas utilizadas variam de
acordo com a regido e os custos de implantacdo (Silva & Schwonka 2001). Podem ser
classificados de acordo com a movimentagdo da solucdo nutritiva em estaticos ou passivos,
quando a solugcdo permanece estatica junto ou proxima as raizes e € conduzida as plantas por
meio de capilaridade; e em dindmicos ou ativos, quando hé a circulacdo forcada de agua ou de
ar efetuada geralmente por uma bomba (Hydor 2010). Prevalece atualmente a utilizacdo de
sistemas dinamicos por propiciarem condi¢fes adequadas a respiracdo aerdbia das raizes, com
boa absorcdo de agua e nutrientes (Silva et al. 2005). Os sistemas hidropbnicos sao
classificados também em abertos, quando a solucéo aplicada passa pelo sistema radicular e
ndo retorna ao reservatério; e em sistemas fechados, quando a solucdo nutritiva percorre o
sistema e 0 excesso € devolvido ao reservatério, possibilitando sua reutilizagdo (Jones Jr
2005).

A escolha do sistema hidrop6nico a ser empregado depende, dentre outros fatores, do
porte da espécie a ser cultivada, do consumo de energia, da disponibilidade e custo dos
materiais e das exigéncias laborais para o manejo das culturas (Andriolo et al. 2004). Os
sistemas mais utilizados sdo o NFT (Nutrient Film Technique) ou técnica do fluxo laminar de
nutrientes; o DFT (Deep Film Technique) também denominado de cultivo na agua ou floating
e o0 sistema com substratos (Furlani et al. 2009a). No sistema NFT, predominante no Brasil, a
producdo é feita em bancadas com canais de cultivo. A solucdo nutritiva € bombeada aos
canais e escoa por gravidade formando uma fina 1d&mina de solucdo que irriga as raizes das
plantas, e é conduzida de volta ao reservatério por um sistema de retorno de solugdo

(Teixeira-Yafiez 2000, Furlani et al. 2009a). No sistema DFT, ao invés de canais de cultivo,
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sdo utilizadas mesas planas ou caixas rasas niveladas e as raizes das plantas ficam submersas
numa lamina profunda de solucédo (5 a 20 cm), que circula através de um sistema de entrada e
drenagem caracteristicos. Este sistema é amplamente utilizado para a producdo de mudas em
bandejas de isopor contendo substrato, tais como algodao e vermiculita (Furlani et al. 2009a,
Hydor 2010). O sistema com substratos tem sido utilizado para a producdo de hortalicas
frutiferas, flores e culturas que possuem sistema radicular e parte aérea bem desenvolvidos,
sendo o substrato responsavel pela sustentacdo das plantas, retencdo de umidade, além de
propiciar espaco poroso para aeracdo. S40 usados como substrato a areia, pedras diversas
como a brita e o cascalho, a perlita, a vermiculita, a fibra de coco, a 1a de rocha, a espuma
fendlica e a casca de arroz carbonizada; os quais podem ser dispostos em sacos, vasos
plasticos ou bancadas de canais, por onde a solucdo nutritiva é percolada e drenada,
retornando ao reservatorio (Stanghellini & Rasmussen 1994, Furlani et al. 2009a, Portal
Hidroponia 2010). Além dos sistemas hidropdnicos mencionados, ha os sistemas de pavio, de
sub-irrigacdo, de gotejamento, a aeroponia (Labhidro 2010), o CC (Container Culture)
(Rodrigues 2002), e 0s e 0s sistemas em “piramide” e vertical, adaptados a partir do sistema
NFT, com o propdsito de reduzir custos, aproveitar melhor a area das estufas e aumentar a
produtividade (Bliska Junior 2008, Furlani & Fernandes 2008).

No Brasil, a producdo hidropbnica € desenvolvida em casas de vegetacdo, geralmente
cobertas com filme plastico transparente, com protecdo minima contra as adversidades do
ambiente (vento, chuva e intensa radiacdo solar) e sem sofisticado controle das variaveis
climaticas (Sutton et al. 2006). Dentre as culturas produzidas no pais, a alface (Lactuca sativa
L.) é a planta cultivada em maior escala pela Técnica do NFT, que junto com o agrido
(Lepidium sativum L.) e a horteld (Mentha spp.), sdo responsaveis por 80% da producédo
hidroponica brasileira (Ohse 2001, Ornelas 2007). A preferéncia dos hidroponicultores pelo
cultivo da alface se deve ao seu pioneirismo como cultura hidropbnica no pais; a sua facil
adaptacéo ao sistema, no qual tem revelado alto rendimento; melhor aspecto visual e reducao
do ciclo em relagdo ao cultivo no solo, viabilizando desta forma, o rapido retorno do capital
investido nas instalacGes do sistema hidrop6nico (Ohse 2001, Lopes et al. 2003, Teixeira et
al. 2006). Destacam-se também o tomate (Lycopersicun esculentum P. Miller), a cebolinha
(Allium fistulosum L.), o morango (Fragaria spp.), a rucula (Eruca sativa L.), a salsa
(Petroselinum spp.) e o pepino (Cucumis sativus L.) (Furlani 1999, Hidrogood 2010).



1.3. Solucéo nutritiva: composi¢ao e manejo

Em hidroponia, a solucdo nutritiva destaca-se como fator de grande importancia e
preocupacdo aqueles que utilizam a técnica, uma vez que esta é responsavel pelo
fornecimento dos elementos essenciais ao desenvolvimento e producdo das plantas e falhas no
manejo e na formulacdo podem relacionar-se diretamente com produgdes escassas e
subdesenvolvimento das culturas (Vital et al. 2002, Jones Jr. 2005, Hidrogood 2010).

Ao preparar a solucdo, primeiramente o hidroponicultor deve atentar para a qualidade da
agua, sendo indispensavel fazer analises quimica e microbioldgica, para verificar a presenga
de possiveis patdgenos e coliformes fecais e a quantidade de nutrientes ja existente, a ser
descontada da formula da solucdo, dependendo de sua concentracdo na agua (Jones Jr. 2005,
Labhidro 2010).

Os elementos essenciais que compdem a solugdo nutritiva sdo 0s macronutrientes
nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnesio e o enxofre e 0s micronutrientes boro, cloro,
cobre, ferro, manganés, molibdénio e o zinco, podendo as fontes de nutrientes ter diferentes
composicao e solubilizagéo (Furlani et al. 1999, Lopes et al. 2005). Os elementos essenciais
ndo minerais (carbono, hidrogénio e oxigénio) sdo incorporados ao metabolismo vegetal
através da agua e do ar atmosférico. Outros elementos quimicos tém sido estudados e
considerados benéficos ao crescimento das plantas, como o sodio, o silicio, o cobalto, o niquel
e 0 vanadio, sem contudo atender aos critérios de essencialidade (Jones Jr. 2005, Furlani et al.
2009b). Diversas férmulas de solucdo nutritiva foram desenvolvidas por pesquisadores, mas
ndo h& uma solucdo que seja padrdo e melhor que as demais, visto que cada espécie ou
variedade possui sua prépria exigéncia nutricional, esta variando também de acordo com o
estadio fenologico da planta, com o tipo de sistema hidropdnico, com a época do ano (duracdo
do periodo da luz) e com o clima onde esta é cultivada (Vital et al. 2002, Lopes et al. 2005,
Furlani et al. 2009b).

A solucdo nutritiva deve receber manejo adequado para manter suas caracteristicas fisico-
quimicas, sendo importante a andlise periddica do pH, da condutividade elétrica, da
temperatura e da oxigenacdo da solucdo. O pH sugerido para a maioria das solugdes
hidrop6nicas esta entre 5,8 e 6,5, com tolerancia para variacoes entre 4,5 e 7,5, sem ocasionar
problemas ao crescimento das plantas. A oscilacdo do pH depende de fatores como a
temperatura, absorcao diferenciada de cations e anions, quantidade de CO, absorvido do ar, e
tipo de ions presentes na solucéo (Jones Jr. 2005, Furlani et al. 2009b), devendo 0 mesmo ser
mantido preferencialmente com solucdo nutritiva equilibrada em cations e anions, o que

confere mais tamponamento a mesma (Furlani et al. 2009b); ou através da adi¢cdo de NaOH
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(hidroxido de so6dio) 2N em caso de acidez; e de H,SO, (&cido sulfurico) 1N ou HCI (4cido
cloridrico), em condig&o de pH alcalino (Ohse et al. 2001, Vital et al. 2002, Jones Jr. 2005).

Em sistemas hidropénicos fechados, é importante manter o volume original da solucéo,
acrescentando-se diariamente a agua utilizada pelas plantas. A reposicdo de nutrientes durante
o0 desenvolvimento das culturas € o maior desafio dos produtores hidropdnicos (Furlani et al.
2009b), sendo o controle da concentracao salina geralmente feito mediante monitoramento da
condutividade elétrica com condutivimetro portatil (Jones Jr. 2005, Lacerda 2009).
Entretanto, uma vez que o condutivimetro ndo discrimina os nutrientes, para repor a solugdo
nutritiva a quantidade de nutrientes absorvidos, sdo necessarios outros testes, como a anélise
quimica (Resh 1998, Furlani et al. 2009b). Recentemente, esforcos tém sido direcionados no
Brasil, para o desenvolvimento de sensores que estimam a concentracdo de nutrientes
individualmente, todavia, ndo ha nada definitivo e confiavel a disposicdo no mercado do pais
(Furlani et al. 2009Db).

A temperatura da solucdo nutritiva ndo deve apresentar valores discrepantes abaixo ou
acima da temperatura ambiente (Jones Jr. 2005), sendo que em paises de clima tropical como
0 Brasil, sua diminuicdo € feita em épocas quentes geralmente pela instalagdo de
nebulisadores de ar ou telas de sombreamento e cobertura.

Atencdo deve ser dada também a taxa de oxigénio da solucgéo, especialmente em sistemas
como o NFT, onde pouco oxigénio pode chegar ao final dos canais de cultivo, pois a
oxigenacdo da solucdo influencia diretamente na absorcdo de &gua e nutrientes. O
borbulhamento de ar pode ser empregado na solucdo, visando aumentar a quantidade de

oxigénio dissolvido na mesma (Jones Jr. 2005, Furlani et al. 2009a).

1.4. Patdgenos em cultivos hidrop6nicos: Género Pythium Pringsheim

A principio, acreditava-se que, eliminando-se o0 solo no sistema de producéo hidropdnica,
e por consequéncia os patogenos nele contidos, seria preservada a integridade dos 6rgaos
subterraneos da planta, principalmente as raizes. Entretanto, passada a euforia dos primeiros
cultivos, percebe-se que a frequéncia com que as doencas aparecem € proporcional ao tempo
de uso e das praticas de manejo do sistema (Lopes et al. 2005). Em cultivos hidropdnicos, tem
sido detectados bactérias como Pseudomonas solanacearum e espécies de Erwinia; o virus
Mirafiori da alface (MiLV), virus do mosaico da alface (LMV); e fungos como Bremia
lactucae, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e espécies do género Pythium (Jenkins &
Averre 1983, Vida et al. 2004, Silva & Lima Neto 2007). Isolados de Pythium s&o



7

frequentemente destrutivos na maioria das culturas produzidas em sistemas hidropdnicos,
principalmente nas épocas em que ocorre a elevacdo da temperatura da solucdo nutritiva e do
ambiente das casas de vegetacdo (Sutton et al. 2006).

O género Pythium criado por Pringsheim em 1858 é classificado atualmente como
pertencente a familia Pythiaceae, ordem Pythiales, classe Oomycetes, filo Oomycota, dentro
do Reino Chromista (Straminipila pro parte). O género possui cerca de 150 espécies
conhecidas, sendo a maioria delas cosmopolita, as quais podem ser saprobias em diferentes
tipos de substratos na dgua e no solo e/ou parasitas em algas, crustaceos, outros fungos,
plantas vasculares, mamiferos, e inclusive no homem (Kirk et al. 2008). E considerado como
um dos géneros de organismos zoosporicos de maior importancia, principalmente devido ao
alto potencial parasitico de muitas de suas espécies em plantas de interesse econdmico,
causando apodrecimento de raizes, caules e frutos; a podridao de sementes na pré-emergéncia;
e 0 tombamento de plantulas na pds-emergéncia, conhecido como damping off. Muitas
espéecies podem parasitar uma ampla variedade de hospedeiros, enquanto que outras sao
restritas a apenas uma espécie de hospedeiro (Plaats-Niterink 1981). Representantes de
Pythium podem também ocasionar reducdes significativas na produgdo de diversas culturas,
mesmo na auséncia de sintomas radiculares e foliares visiveis, 0 que tem sido classificado
como infeccdo subclinica (Stanghellini & Kronland 1986, Owen-Going et al. 2003).

Diversos isolados de Pythium séo citados em cultivos hidropénicos, tais como Pythium
catenulatum Matthews, P. dissotocum Drechsler, P. intermedium de Bary, P. irregulare
Buisman, P. mamillatum Meurs, P. violae Chester & Hickman, P. paroecandrum Drechsler,
P. sylvaticum Campbell & Hendrix, P. aphanidermatum (Edson) Fitzp., P. uncinulatum Van
der Plaats-Niterink & Blok, P. ultimum Trow,P. helicoides Drechsler, P. rostratum Butler, P.
myritylum Drechsler, P. middletonii Sparrow e isolados de Pythium do “grupo F”’ e do “grupo
T” (Stanghellini & Kronland 1986, Stanghellini & Rasmussen 1994, Herrero et al. 2003,
Teixeira et al. 2006). Destes, Pythium aphanidermatum destaca-se como uma das espécies
mais comuns e destrutivas, afetando uma ampla gama de hospedeiros ao redor do mundo
(Bates & Stanghellini 1984, Stanghellini & Rasmussen 1994, Cipriano et al. 2005, Menzies et
al. 1996, Owen-Going et al. 2003, Punja & Yip 2003, Calvo-Bado et al. 2006, Sutton et al.
2006). A agressividade desta espécie é altamente influenciada pela temperatura, sendo seu
controle um desafio, especialmente nas épocas mais quentes do ano, quando a temperatura
eleva-se acima de 23°C (Bates & Stanghellini 1984, Herrero et al. 2003, Cipriano et al. 2005).
Dentre as culturas hidropdnicas afetadas por P. aphanidermatum estdo a salsa (Gull et al.
2004), o pepino (Jenkins & Averre 1983, Goldberg & Stanghellini 1990, Herrero et al. 2003),
a alface (Utkhede et al. 2000, Pinto et al. 2005a), o tomate (Jenkins & Averre 1983), o



espinafre (Bates & Stanghellini 1984), o tabaco (Pires-Zottarelli, dados ndo publicados) e o
agrido (Pires-Zottarelli et al. 2009).

As fontes de inoculo de Pythium spp. que atuam no processo de infec¢do das culturas
compreendem o0s zoosporos (esporos biflagelados), o6sporos (gametas femininos
fecundados), zoosporangios (estruturas produtoras de zodsporos) e fragmentos de hifa
(Stanghellini & Rasmussen 1994, Martin & Loper 1999, Owen-Going et al. 2003, Sutton et
al. 2006). Os zoodsporos sdo apontados como a principal fonte de inoculos primario e
secundario, de grande importancia no inicio da infeccdo radicular e na disseminacdo do
patdgeno pelo sistema (Sutton et al. 2006); e os o6sporos sdo a principal estrutura de
sobrevivéncia, podendo resistir a dessecacdo e a desinfeccdo do sistema hidropénico com
determinados produtos quimicos, e permanecer em estado de dorméncia constitutiva, para
entdo germinar sob condi¢des favoraveis (Plaats-Niterink 1981, Martin & Loper 1999, Sutton
et al. 2006).

Os in6culos de Pythium spp. podem ser introduzidos dentro do sistema hidropdnico
através da agua utilizada no preparo da solucao nutritiva (Lopes 2003, Corréa 2006, Lozano
& Caldevilla 2007); solo contaminado aderido aos cal¢ados e aos implementos agricolas
utilizados para as operacdes de poda, desbaste e colheita; fragmentos de plantas contaminadas
(Vida et al. 2004, Lopes 2003, Lozano & Caldevilla 2007); substratos sem esterilizagéo
(Stanghellini & Rasmussen 1994, Lopes 2003); mudas contaminadas (Corréa 2006); sementes
infectadas, com os sintomas da doenca ja aparecendo nos primeiros estadios de
desenvolvimento da planta (Lopes 2003); e através dos vetores conhecidos como ‘““fungus
gnats” (Bradysia spp.) ¢ “shore flies” (Scatella stagnalis Fallen.). Durante o periodo larval, ao
alimentarem-se de raizes infectadas com Pythium spp., tais vetores ingerem estruturas do
patdgeno, como odsporos, que sdo acondicionadas no trato digestivo e transmitidas
posteriormente, via aérea, pelos individuos adultos (Goldberg & Stanghellini 1990,
Stanghellini & Rasmussen 1994).

Quando introduzido no sistema hidropdnico, o patégeno é rapidamente propagado,
através da dispersdo dos zoGsporos moveis, da movimentacdo resultante da circulagdo da
solucdo nutritiva e do contato entre as raizes das plantas (Vanachter 1995, Menzies et al.
1996, Stanghellini & Rasmussen 1994, Sutton et al. 2006).
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1.5 Fatores que interferem na ocorréncia e severidade da podriddo radicular, e

patogenicidade de Pythium spp.

Variaveis climaticas (temperatura e intensidade luminosa) e alterac@es fisico-quimicas na
solugdo nutritiva (diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido e alteragOes
significativas nos valores de pH e condutividade elétrica), podem influenciar diretamente a
ocorréncia e severidade da podridao radicular ocasionada por Pythium spp. em cultivos
hidropdnicos (Sutton et al. 2006, Lozano & Caldevilla 2007). Destes fatores, a temperatura é
apontada por diversos autores como um dos mais importantes (Bates & Stanghellini 1984,
Stanghellini & Kim 1998, Stanghellini & Rasmussen 1994, Owen-Going et al. 2003, Sutton
et al. 2006, Baptista 2007, Lozano & Caldevilla 2007), uma vez que, com o aumento da
temperatura da solugdo nutritiva, sob influéncia da temperatura do ar, geralmente ocorre uma
maior adaptagdo de grande parte dos isolados de Pythium, e uma diminuigdo da resisténcia
natural das plantas, predispondo-as ao ataque por este patdgeno (Stirling et al. 2004, Corréa
2006, Baptista 2007). Bates & Stanghellini (1984) verificaram a influéncia da temperatura na
ocorréncia de dois espécimes de Pythium em cultivo hidropdnico de espinafre, onde P.
aphanidermatum predominou como agente causal de podridao radicular durante os meses de
verdo, quando a temperatura da solucédo elevou-se acima de 23°C, enquanto que P. dissotocum
foi o agente primario durante a producdo de inverno, com temperaturas entre 17 e 22°C.
Fortnum et al. (2000) avaliaram o efeito da temperatura na severidade da podriddo radicular
ocasionada por Pythium myriotilum em plantulas de tabaco cultivadas em sistema hidropdnico
floating. Os experimentos foram conduzidos em 15, 20, 25 e 30°C e observou-se que a taxa de
necrose radicular aumentou com a temperatura, com a menor taxa obtida em 15°C e a maior
em 30°C.

Estudos conduzidos em condic¢des de laboratorio também tém demonstrado o efeito da
temperatura no potencial patogénico de Pythium spp. Chellemi et al. (2000), em estudo com
pimentas cultivadas em camaras de crescimento em 20, 28 e 34°C, observaram significante
interacdo entre a temperatura e o potencial patogénico de P. aphanidermatum e P.
myriotylum, sendo que a mortalidade das plantas foi verificada apenas na temperatura mais
elevada (34°C). Triki et al. (2001) avaliaram a capacidade de isolados de Pythium
aphanidermatum e Pythium ultimum em causar podriddo e descoloragdo em batatas. As
batatas inoculadas com os espécimes foram incubadas em 20, 25 e 30°C, sendo que maiores
danos foram encontrados nas temperaturas de 30°C, para Pythium aphanidermatum e 25°C,
para Pythium ultimum. Teixeira et al. (2006) ao estudar o efeito in vitro da temperatura no

potencial patogénico de Pythium spp. na variedade de alface Verbnica verificaram que
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isolados de Pythium helicoides, considerados os mais patogénicos, ocasionaram em 30°C a
mortalidade de 100% das sementes logo apds sua germinagdo, enquanto que em 21°C
induziram o subdesenvolvimento de plantulas, acompanhado ou ndo de necrose dos tecidos
radiculares. Baptista (2007) estudando a patogenicidade in vitro de Pythium middletonii e P.
dissotocum em variedades de alface, verificou grande influéncia da temperatura no potencial
patogénico de P. dissotocum, isolado mais agressivo. Em 20°C, o espécime ocasionou a
inibicdo da formacdo de raizes laterais e necrose acentuada da raiz principal, na auséncia de
morte das plantulas; enquanto que em 27°C, além da sintomatologia verificada na temperatura
de 20°C, houve uma baixa porcentagem de plantulas sobreviventes entre as variedades
inoculadas. Patekoski & Zottarelli (2009) analisaram o potencial patogénico de Pythium
aphanidematum e Pythium dissotocum em variedades de alface, em camaras de crescimento,
sob diferentes temperaturas. Para P. aphanidermatum, isolado mais agressivo, analisando-se
os valores de comprimento das radiculas e porcentagem de pléantulas sobreviventes, verificou-
se maior patogenicidade em 31°C do que em temperatura mais amena, de 20°C.

A suscetibilidade a podriddo radicular pode estar relacionada com o estadio de
desenvolvimento em que a planta hospedeira se encontra, onde raizes jovens e plantas no
inicio do desenvolvimento sao preferencialmente afetadas, e esta sensibilidade decresce com a
idade da planta (Martin & Loper 1999, Schwarz & Grosch 2003, Sutton et al. 2006). A
suscetibilidade pode também variar de acordo com a cultura e variedades produzidas. Em
estudo realizado por Utkhede et al. (2000) em condi¢bes de cultivo hidrop6nico, os autores
citam que a cultura da alface mostrou-se mais suscetivel a Pythium aphanidermatum do que a
de pepino. Segundo Pinto et al. (2005b), h& diferencas em suscetibilidade entre cultivares de
alface, tendo os mesmos relatado que cultivares crespas foram mais suscetiveis a Pythium
helicoides, quando comparadas com as do tipo mimosa e lisa, dados corroborados por
Baptista (2007), em estudo realizado com isolado de Pythium dissotocum.

A severidade da podriddo radicular pode ser ainda influenciada pela forte variagdo na
patogenicidade e viruléncia verificada entre espécies e especimes de Pythium que atacam o0s
cultivos hidrop6nicos e pela densidade de indculo presente no sistema (Plaats-Niterink 1981,
Menzies et al. 1996, Owen-Going et al. 2003, Baptista 2007).

1.6. Manejo e controle de Pythium em cultivos hidropdnicos

O manejo integrado de doencas em cultivo protegido deve combinar principios de

controle visando reduzir ou eliminar o inoculo inicial e reduzir a taxa de progresso da doenca,
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enfocando o patdgeno, o hospedeiro e o ambiente (Vida et al. 2004). Em cultivos
hidroponicos, a entrada de Pythium spp. no sistema pode ser evitada, principalmente, por
meio da utilizacdo de 4gua de boa qualidade e mudas sadias. E importante também a adocao
de medidas de sanitizacdo como a desinfestacdo das ferramentas de trabalho e das bancadas
entre cada ciclo de cultivo, 0 manejo adequado das culturas, além de se manter o reservatério
da solucéo nutritiva limpo e tampado (Stanghellini & Rasmussen 1994, Teixeira-Yariez 2000,
Lozano & Caldevilla, 2007, Lacerda 2009). Uma vez o patdgeno no sistema, o controle da
doenca torna-se dificil, existindo diversos métodos culturais para o seu controle, incluindo a
desinfestacdo da solucgdo nutritiva por meio da irradiacdo com luz ultravioleta, da filtracéo, da
ozonizagdo, da pasteurizacdo, bem como o uso de surfactantes (Stanghellini & Rasmussen
1994, Sutton et al. 2006). No entanto, a aplicacdo de tais métodos em sistemas de escala
comercial é dificultada pela grande quantidade de &gua utilizada no sistema, além de
apresentar um custo muito elevado (Stanghellini & Rasmussen 1994, Sutton et al. 2006).

A utilizacdo de variedades resistentes de algumas plantas seria uma alternativa viavel
para o controle da doenca, mas as tentativas para produzir plantas com esta finalidade ndo tem
sido amplamente bem-sucedidas (Martin & Loper 1999), ndo havendo cultivares com esta
caracteristica a disposi¢do no mercado (Corréa 2006).

O uso de produtos quimicos para o controle de Pythium tem sido restrito em varios paises
(Gaag & Wever 2005), pois estes podem causar fitotoxidade nas plantas, reducdo de peso da
parte aérea e radicular, além da contaminacdo do ambiente (Bates & Stanghellini 1984,
Paulitz & Bélanger 2001, Utkhede et al. 2000). Teixeira-Yafiez (2000) testou o efeito in vitro
de diversos produtos no controle de Pythium helicoides Drechsler e Pythium sp., isolados de
alface hidropbnica. Os isolados mostraram-se suscetiveis a aplicacdo dos fungicidas
mancozeb, metalaxyl + mancozeb, cymoxanil + maneb e cymoxanil + famoxadone e de
espalhantes adesivos, estes provocando em sua maioria, a lise dos zo6sporos. Hipocolorito de
sodio, hipoclorito de célcio e amodnia quaternaria, assim como o0s surfactantes, foram
ineficientes na inibi¢do do crescimento micelial dos isolados.

Métodos naturais menos agressivos sao necessarios para diminuir 0s prejuizos causados
por este patdgeno. O controle bioldgico vem ao encontro desta demanda, pois se baseia em
métodos ambientalmente corretos, e que pode fazer parte de um controle integrado de
doencgas, sendo considerado como uma medida promissora para a reducdo do uso dos
agrotoxicos e protecdo das culturas (Grigoletti Junior et al. 2000, Slininger et al. 2003,
Morandi & Bettiol 2009). Em sistemas hidroponicos, os agentes de biocontrole encontram
boas condicGes para sua atuacdo e sobrevivéncia, pois nestes ambientes persiste um nimero

restrito de populacdes microbianas que favorecem o estabelecimento dos antagonistas (Paulitz
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& Bélanger 2001). A utilizacdo de controle bioldgico nestes sistemas apresenta também a
vantagem da atuacdo de agentes de biocontrole diretamente na zona de infec¢do do
fitopatdégeno, com a competicdo de ambos 0s microrganismos pelos exsudados presentes na
zona radicular (Corréa 2006). Entretanto, verifica-se que em determinadas condi¢cdes pode
haver falhas no biocontrole, como no caso de podriddes radiculares ocasionadas por Pythium
spp. em épocas quentes do ano, onde 0s prejuizos causados tornam-se mais sérios (Gaag &
Wever 2005).

Os microrganismos estudados para o controle de Pythium em cultivos hidropénicos,
incluem espécies de bactérias dos géneros Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, e fungos dos géneros Clonostachys, Trichoderma, Fusarium, Penicillium,
Saccharomyces, e inclusive Pythium oligandrum Drechsler (Gravel et al. 2005, Corréa 2006,
Cipriano et al. 2005, Cipriano 2009). Alguns destes microrganismos sdo utilizados em
preparagGes comerciais, havendo atualmente mais de 80 produtos formulados com agentes de
biocontrole em todo o mundo (Paulitz & Bélanger 2001). Corréa (2006) testou o efeito de
alguns microrganismos e produtos biologicos comerciais na promocao de crescimento de
plantas de alface cultivadas em hidroponia, bem como, no controle da podridao radicular
ocasionada por Pythium aphanidermatum. A autora verificou que Clonostachys rosea,
Trichoderma sp, Paenibacillus lentimorbus, Saccharomyces cerevisiae, e 0os produtos P.S.B
solan® (formulado com Rodopseudomonas), Fishfértil® (fermentado de peixe) e
Polyversum® (Pythium oligandrum), ndo foram eficientes na promogdo de crescimento da
alface, enquanto que o meio de cultura fermentado por Bacillus subtilis na concentracdo de
1% promoveu o crescimento da cultura. Entretanto, o controle da podriddo radicular foi
alcancado com a utilizacdo de Clonostachys rosea. Baptista (2007) avaliou a eficiéncia do
produto Biotrich, formulado com Trichoderma sp. no controle de Pythium dissotocum em
variedades de alface cultivadas em kits hidropdnicos caseiros e em condi¢des de laboratério,
verificando-se que o produto apresentou eficiéncia no controle do patdgeno e atuou como
promotor de crescimento das variedades estudadas.

Entre os microrganismos citados, os isolados do fungo Trichoderma Pers. estdo entre os
mais estudados e utilizados mundialmente (Krugner & Bacchi 1995, Cipriano et al. 2005,
Lopes 2009), correspondendo a 90% das aplicagdes de antagonistas para o controle de
doencas de plantas (Benitez et al. 2004). O género possui 102 espécies, as quais Sdo
consideradas ubiquas e importantes saprofitas (Kirk et al. 2008, Pomella & Ribeiro 2009).
Espécies do género tém despertado interesse cientifico como produtores de enzimas para uso

industrial e como agentes de controle biolégico, sendo considerados eficazes no controle de
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fitopatogenos, principalmente daqueles com estruturas de resisténcia dificeis de serem
atacadas por microorganismos antagonistas (Melo 1996, Pomella & Ribeiro 2009).

No processo de biocontrole, os mecanismos de acao dos isolados de Trichoderma podem
ser representados pelos efeitos diretos e indiretos causados no fitopatégeno (Silva & Melo
2007). Os efeitos diretos incluem a antibiose, com a secrecdo de metabdlitos secundarios
volateis e ndo volateis que inibem o crescimento do patégeno (Wolffhechel & Jensen 1992,
Martins-Corder & Melo 1998, Reino et al. 2008); competicdo pelos nutrientes e espaco fisico,
apresentando crescimento agressivo e rapida colonizacdo do substrato (Martins-Corder &
Melo 1998, Corabi-Adell et al. 2002, Benitez et al. 2004); e 0 micoparasitismo, mecanismo
complexo que envolve o crescimento em dire¢do ao fungo alvo, seguido do enrolamento e
formacdo de estruturas semelhantes a ganchos ou apressorios, e degradacdo da hifa do
patdgeno pela secrecdo de enzimas liticas (Martins-Corder & Melo 1998, Jackisch-Matsuura
& Menezes 1999, Lu et al. 2004, Watanabe et al. 2007). Como efeito indireto, destaca-se
como acgdo dos isolados de Trichoderma, a inducdo de resposta imune nas plantas, conhecida
como resisténcia sistémica adquirida-SAR (Ahmed et al. 2000, Khan et al. 2004), podendo
ser 0 grau de protegéo provido por tal mecanismo téo efetivo quanto o provido por fungicidas
(Hoitink et al. 2006). Os mecanismos de acdo podem atuar de forma coordenada e sua
importancia nos processos de biocontrole depende da cepa de Trichoderma, do fungo a que
antagoniza, do tipo de cultivo e das condi¢Ges ambientais, tais como disponibilidade de
nutrientes, pH, temperatura e concentracdo de ferro (Benitez et al 2004). Considerando-se a
importancia das acbes antagonisticas de Trichoderma spp., diversos autores tém estudado o
potencial de cepas para o controle de Pythium sp, tanto em solo como em cultivos
hidropdnicos (Hadar et al. 1984, Sivan et al. 1984, Paulitz et al. 1990, Jackisch-Matsuura &
Menezes 1999, Patricio et al. 2001, Corabi-Adell et al. 2002, Cipriano et al. 2005, Gravel et
al. 2005, Magalhaes et al. 2005, Sousa et al. 2005, Pinto et al. 2005b, Corréa 2006, Baptista
2007).

Além dos mecanismos envolvidos no controle de patdgenos, certas linhagens de
Trichoderma podem ter um efeito direto no crescimento e no florescimento de plantas,
estimulando a germinacdo de sementes e aumentando a area foliar, 0 peso seco da parte aérea
e 0 comprimento e massa seca das raizes (Lynch et al. 1991, Kleifeld & Chet 1992, Yedidia et
al. 2001, Hoyos-Carvajal et al. 2009, Arriagada et al. 2009).

Os isolados de Trichoderma sao facilmente propagados e formulados em laboratorio,
apresentando boa capacidade de armazenamento, possibilitando assim sua comercializagdo
(Melo, 1996). Atualmente, ha mais de 50 produtos & base de Trichoderma comercializados no

mundo (Pomella & Ribeiro 2009). No Brasil, o primeiro produto comercial foi produzido em
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1987 pelo Centro Nacional de Pesquisa de Fruteiras de Clima Temperado (atual Embrapa) e
atualmente a producéo e comercializacdo tém sido feitas por 13 empresas, principalmente no
Centro-Sul do pais, as quais utilizam a técnica de fermentacdo sélida em grdos de arroz,
milheto ou outros cereais, normalmente visando a producdo de conidios como ingrediente
ativo do produto (Lopes 2009, Morandi & Bettiol 2009). Os produtos formulados com
Trichoderma spp. sdo encontrados no mercado nas formulagdes p6-molhéavel (PM), granulos
dispersiveis em agua (WG) e liquidas (conidios em suspensdes oleosas ou agquosas), com
acréscimo de adjuvantes que protegem o0s propagulos e aumentam a vida de prateleira
(Pomella & Ribeiro 2009). As espécies mais pesquisadas em relacdo a producdo séo
Trichoderma harzianum Rifai e Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg,
usadas no controle de fungos habitantes do solo causadores de prodriddes radiculares e
murchas, bem como Trichoderma stromaticum Samuels & Pardo-Schulth usado para o
controle de vassoura-de-brucha em cacau (Lopes 2009). Com o intuito de organizar a cadeia
produtiva de produtos de biocontrole, inclusive dos formulados com Trichoderma spp., foi
criada em 2007 a ABCBIo (Associacdo Brasileira de Empresas de Controle Biologico), que
tem atuado na defesa dos interesses do setor frente aos 6rgdos governamentais, na divulgagao
da técnica e ampliacdo do mercado, além de criar normas para os testes de controle de
qualidade dos produtos, fornecendo desta forma seguranca ao consumidor final dos mesmos
(Pomella & Ribeiro 2009, Morandi & Bettiol 2009).

Dentre os produtos formulados com Trichoderma spp. & disposicdo no mercado brasileiro
estdo o Binat T®, Biotrich®, Trichonat EF® e Trichonat PM®, Trichodermil®, Trichodel® e
Tricovab® (Silva & Melo 2007). Dos produtos citados, até o presente momento, ha apenas
um produto (Trichodermil®) registrado para o controle de Fusarium solani e Rhizoctonia
solani na cultura do feijdo; com solicitagdes de varias empresas sendo analisadas pelos 6rgaos
competentes para registro (Morandi & Bettiol 2009). Segundo Pomella & Ribeiro (2009), no
Brasil é grande a dificuldade encontrada pelas empresas de biocontrole para registrar seus
produtos, dado o alto custo para o registro e o fato de a legislacdo utilizada ser a mesma para
0s agrotoxicos, e esta dificuldade é um fator limitante para a evolucdo do mercado de
bioprodutos no pais. Ressalta-se que além da falta de registro dos produtos, sdo ainda escassos
os trabalhos conduzidos com os mesmos no Brasil, especialmente em sistemas hidropdnicos.
Até o presente momento, dos estudos relatados em literatura com produtos a base de
Trichoderma spp., apenas o estudo de Baptista (2007) foi conduzido em sistema hidroponico,
necessitando-se de novos estudos e projetos na area, para a somatdria de resultados aos ja
obtidos.
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Considerando ser a alface uma das hortalicas mais apreciadas e utilizadas na alimentacéo
dos brasileiros, o aumento do consumo de hortalicas hidropdnicas no Brasil, a presenca de
Pythium spp. como importantes patdgenos em hidroponia e a escassez ou falta de pesquisa
sobre o efeito de produtos formulados com Trichoderma spp. no controle de Pythium spp. em

cultivos hidropénicos, o presente projeto foi desenvolvido.

2. OBJETIVOS

e Avaliar o potencial patogénico de um isolado de Pythium aphanidermatum nas
variedades de alface Vera e Elisa in vitro e in vivo, em condi¢bes hidroponicas

semelhantes as empregadas pelos hidroponicultores brasileiros na producéo de alface;

e Testar o efeito dos produtos comerciais formulados com Trichoderma spp., Biotrich®,
Trichodel® e Trichodermil® na promogéo de crescimento das variedades de alface e
no controle de Pythium aphanidermatum in vitro, selecionando os biocontroladores
mais eficientes para teste in vivo, de modo a prover informacdes quanto a eficiéncia de

produtos biolégicos no controle deste patdgeno.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolado de Pythium, variedades de alface e produtos empregados nos experimentos

O presente trabalho foi conduzido em condicGes de laboratdrio (in vitro) e em sistema de
cultivo hidropbnico (in vivo), utilizando-se para isto um espécime de Pythium
aphanidermatum isolado de raizes sintomaticas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
hidropdnico do Rio de Janeiro (RJ), proveniente da Colecdo de algas, cianobacterias e fungos
do Instituto de Boténica, Sdo Paulo (CCIBt 2006, antiga SPC), sendo 0 mesmo preservado
pelo método de Castellani (Figueiredo 1967), em frascos Wheaton com &gua destilada
esterilizada (Milanez 1989) e em tubos de ensaio com meio de cultura CMA + p.v.e. (corn
meal &gar DIFCO acrescido de penicilina, vancomicina, e sulfato de estreptomicina)
(Carvalho & Milanez 1989 modificado), sendo os frascos Wheaton e os tubos acondicionados
em camara fria (£ 10 °C) (Milanez 1989, modificado).

Para os testes de controle biologico foram utilizadas sementes de alface nédo peletizadas

da Sakata®, das variedades Elisa (lisa) e Vera (crespa).
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Os produtos comerciais utilizados nos testes de controle bioldgico in vitro foram o
Biotrich® (Lote 04/Set/2009) em formulacdo liquida (suspensdo em gel), fabricado e doado
pela Biovale Produtos Agropecuarios Ltda.; o produto Trichodel® Hidroponia (Lote
18/Ago/2009) em formulacdo liquida (suspensdo aquosa), fabricado e doado pela Empresa
Caxiense de Controle Bioldgico, e o produto Trichodermil® (Lote Set/2008) em formulagdo
liquida (suspensdo oleosa), produzido e adquirido através da Itaforte BioProdutos. O produto
Biotrich® é indicado para a prevencdo de doencas ocasionadas por fungos dos géneros
Fusarium Link, Phomopsis (Sacc.) Sacc., Phytophthora de Bary, Plasmodiophora Woronin
Pythium Pringsheim, Rhizoctonia DC., Rosellinia De Not., Sclerotinia Fuckel e Verticillium
Nees (Biovale 2010). O Trichodel® Hidroponia é indicado para o tratamento de doencas
ocasionadas por Pythium spp. e Fusarium sp. (Empresa Caxiense de Controle Biologico
2010), e o produto Trichodermil® é indicado para o controle de Botrytis ricini N.F. Buchw.,
Fusarium solani (Mart.) Sacc., Phytophthora capsici Leonian, Phytophthora palmivora (E.J.
Butler) E.J. Butler, Rhizoctonia solani J.G. Kiihn e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
(Itaforte BioProdutos 2010).

Os testes de controle bioldgico in vivo foram conduzidos com os produtos que
apresentaram resultados significativos para o controle do isolado de Pythium aphanidermatum
e para o crescimento da plantas nos testes in vitro, utilizando-se os mesmos lotes dos produtos

para a realizacao de todos 0s experimentos.

3.2. Testes in vitro
3.2.1. Teste com os produtos biolégicos comerciais — Biotrich®, Trichodel® e
Trichodermil®

Os experimentos de controle bioldgico in vitro foram conduzidos em 20°C, temperatura
relatada em literatura como ideal para germinacdo de sementes de alface e producdo da
cultura (entre 15 e 20°C) (Nascimento & Cantliffe 2002, Bezerra Neto et al. 2005); e a 31°C,
que é a temperatura étima para o crescimento do isolado de Pythium aphanidermatum em
estudo (Patekoski & Zottarelli 2009).

Placas de Petri com meio de cultura AA (&gar-agua) receberam uma aliquota de 1mL de
suspensdo de cada um dos produtos, em concentracdes detalhadas no item 3.2.1.1. Em
seguida, plantulas de alface (sete plantulas/placa) recém germinadas por 24 horas em papel de
filtro umedecido foram transferidas para as placas com meio de cultura AA com as

respectivas suspensodes, seguindo metodologia descrita em Souza et al. (2005) e Teixeira et al.


http://www.biovale.com.br/
http://www.biovale.com.br/
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(2006). Para avaliar o efeito preventivo dos produtos, discos de 6mm diam. com micélio do
isolado de P. aphanidermatum crescido em CMA foram colocados ap6s 24 horas no centro
das placas (Patricio, dados nédo publicados). Os produtos foram testados com e sem a presenca
do patégeno. As testemunhas controle foram representadas por placas contendo apenas as
sementes de alface, com e sem os produtos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, sendo
cada repeticdo representada por uma placa de Petri. Apos 10 dias de incubagdo em camaras de
germinagdo com fotoperiodo de 12 horas foram avaliados o comprimento das radiculas, dos
hipocétilos e a porcentagem de plantulas sobreviventes segundo método descrito por Pinto et
al. (2005b) e Teixeira et al. (2006). Os resultados foram analisados estatisticamente pelo

programa SISVAR, utilizando-se anélise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.2.1.1 Concentracdo dos produtos Biotrich®, Trichodel® e Trichodermil® para os

testes de controle bioldgico

O produto Biotrich® contém em sua formulacdo conidios de Trichoderma sp., em
concentracdo minima necesséria para a acdo do produto como agente de biocontrole (10°
UFC/mL) (Lenhardt, dados ndo publicados), e a dose indicada para a aplicacdo em cultivos
hidropdnicos é de 0,17 a 0,25 mL/L (Biovale 2010). Baptista (2007) testou o efeito in vitro do
produto Biotrich®, nas concentracdes de 0,1, 0,2 e 0,3mL/L, no controle de Pythium
dissotocum Drechsler em variedades de alface (Mimosa e Vera), sendo estas concentracfes
igualmente eficientes no controle do patdgeno e na promocao de crescimento das variedades.
Segundo o autor, o valor médio da dose indicada (0,2mL/L) apresentou eficiéncia no controle
do patégeno e como promotor de crescimento das variedades analisadas, quando
posteriormente testado em Kits hidropdnicos caseiros, sendo esta a concentracdo utilizada no
presente estudo.

Para o produto Trichodermil®, formulado com conidios de Trichoderma harzianum Rifai
na concentracdo de 2.10° UFC/mL, n3o h4 indicacdo para a aplicacdo em sistemas
hidropdnicos, e estudos com o produto ndo foram realizados nestes sistemas. Considerando-se
que os produtos Biotrich® e Trichodermil® possuem em sua formulacdo conidios de
Trichoderma, para o0s experimentos com o produto Trichodermil® foram utilizadas as
concentragdes de 0,05mL/L, 0,1mL/L e 0,2mL/L, concentracdes similares a dose indicada

para o produto Biotrich®.
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Para o Trichodel®, produto formulado com conidios de Trichoderma spp., ndo ha estudos
em sistemas hidroponicos. Entretanto, diferentes dosagens do produto séo indicadas pela
empresa fabricante para a aplicacdo em sistemas hidropénicos, estas dependendo da estacao
do ano e da presenca de espécies de Pythium durante os cultivos, das quais foram testadas as
concentragdes de 1mL/L, concentracdo indicada em caso de infestacdo do sistema por
Pythium sp. e como método preventivo durante o verdo; 0,25mL/L, indicada para a prevencdo
durante as demais épocas do ano, e a concentracdo de 0,5mL/L, indicada para o0 uso apos o
controle de infestagcdes (Empresa Caxiense de Controle Bioldgico 2010).

Para verificar se os conidios dos isolados de Trichoderma spp. presentes nos produtos
estavam viaveis, realizou-se o plagueamento de uma aliquota de 1mL dos produtos nas
concentracdes de 0,2mL/L (Biotrich®), 0,1mL/L (Trichodermil®) e 0,2mL/L (Trichodel®),
nos meios de cultura EM (extrato de malte) e AA. As placas foram incubadas por dez dias em
camara de germinacao, sem regime de luz, nas temperaturas em que 0s experimentos in vitro
foram conduzidos (20 e 31°C) e na temperatura 6tima de crescimento para a maioria dos
fungos (25°C), com trés repeti¢bes para cada produto, sendo cada repeticdo representada por

uma placa.

3.3. Testes in vivo

3.3.1. Sistema hidropdnico

O experimento in vivo foi conduzido em estufa hidropdnica da Tropical Estufas® (figura
1a) no Instituto de Botanica de Sdo Paulo, utilizando o sistema NFT. A bancada de cultivo
hidropdnico utilizada foi o Kit hidropénico residencial da Hidrogood® (figura 1b), de 1,00m
x 0,70m x 0,80m, fabricado em polipropileno atdxico, contendo um reservatorio de solugéo
nutritiva de 17L, dois perfis para o bercario com 16 orificios de 50mm de largura no
espacamento de 10cm x 10cm e, trés perfis fase final com 12 orificios no espacamento 25cm
x 25cm. A solucdo nutritiva utilizada foi a Hidrogood Fert da Hidrogood®, utilizando-se agua
mineral para o preparo da mesma.

A condutividade elétrica (CE), o pH, a temperatura da solugdo nutritiva e a temperatura
do ambiente da estufa foram monitorados diariamente, as 6h30, 13h e 19h, sendo 0s
parametros da solucdo nutritiva medidos com o instrumento de mensuracdo modelo Combo
da Hanna Instruments®, e a temperatura da estufa verificada com auxilio de termdmetro
analégico de maxima e minima do tipo capela. A temperatura externa do ar registrada durante

os experimentos foi fornecida pela Estacdo meteorologica do Instituto de Astronomia,
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Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da Universidade de Sdo Paulo, localizada no Parque de
Ciéncia e Tecnologia da USP, Sdo Paulo, a aproximadamente 1km da area experimental.

A condutividade elétrica ideal para o cultivo da alface em sistemas hidropénicos (1,5-1,9
mS/cm) foi mantida, atentando-se também para o pH, que deve estar entre 5,5 e 6,5, segundo
Furlani (1994).

A solucdo nutritiva foi reposta diariamente, preenchendo-se o reservatorio de acordo com

a quantidade evaporada e utilizada pelas plantas.

Figura 1. Sistema de cultivo hidropbnico do experimento de patogenicidade e controle
bioldgico in vivo. a. Estufa hidropénica. b. Kit hidropdnico residencial da Hidrogood®.

3.3.2. Obtencao das mudas e cultivo das variedades de alface

A semeadura das variedades de alface foi realizada em bandejas de isopor de 200 células
contendo substrato composto de turfa de Sphagno, vermiculita expandida, calcério
dolomitico, gesso agricola e fertilizante NPK. As sementes foram irrigadas com agua mineral
até a abertura dos cotilédones, quando passaram a receber solugdo nutritiva com
condutividade elétrica de aproximadamente 1,2 mS/cm (Kuramoto, dados nao publicados).
Apo6s cerca de 25 dias, as plantulas foram transferidas para o sistema hidropénico,
correspondendo a fase de bercério e passaram a receber solucdo nutritiva com condutividade
entre 1,5 e 1,9mS/cm. Em 13 dias foi realizado o transplante dessas mudas para o local
definitivo de cultivo, correspondendo a fase final do desenvolvimento, onde permaneceram

por cerca de 17 dias até a colheita.
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3.3.3. Procedimento dos testes in vivo

Os experimentos in vivo foram conduzidos durante a primavera (outubro a novembro de
2009) e verdo (janeiro a fevereiro de 2010), considerando-se a alta incidéncia do
aparecimento de Pythium sp. em culturas hidropdnicas em meses do ano em que ha a elevacao
da temperatura (Stanghelini & Rasmussen 1994, Stanghellini & Kim 1998, Stirling et al.
2004, Corréa 2006).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, utilizando-se para
cada variedade de alface esquema fatorial 2x3 (inoculag&o x produto), com e sem inoculagéo
com Pythium aphanidermatum e, com e sem a aplicacdo dos produtos que apresentaram
resultados significativos para o controle do patdgeno nos testes realizados in vitro. Foram 12
tratamentos, cada qual realizado com seis repeticGes, sendo cada repeticdo representada por

uma planta:

1 - Sem Pythium, sem produtos, variedade Elisa (Controle)

2 - Sem Pythium, sem produtos, variedade Vera (Controle)

3 - Com Pythium, sem produtos, variedade Elisa

4 - Com Pythium, sem produtos, variedade Vera

5 - Sem Pythium, com produto 1, variedade Elisa

6 - Sem Pythium, com produto 1, variedade Vera

7 - Com Pythium, com produto 1, variedade Elisa
8 - Com Pythium, com produto 1, variedade Vera

9 - Sem Pythium, com produto 2, variedade Elisa

10 - Sem Pythium, com produto 2, variedade Vera

11 - Com Pythium, com produto 2, variedade Elisa

12 - Com Pythium, com produto 2, variedade Vera

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas seis (06) bancadas de cultivo, cada

uma contendo o seu proprio reservatorio de solucdo nutritiva. Em cada bancada de cultivo
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foram agrupados dois (02) tratamentos, referentes a variedade mais e menos suscetivel, nas

mesmas condicOes testadas.

3.3.4. Producdo e inoculagdo dos zodsporos e aplicagdo dos biocontroles

A inoculacdo de Pythium aphanidermatum nos tratamentos contendo o patogeno foi
realizada por meio da imersdo das raizes de todas as plantas em 40mL de suspensdo de
z06sporos ha concentracéo aproximada de 5x10° zodsporos/mL, durante 30 minutos, sendo
esta concentracdo indicada para o aparecimento de sintomas (escurecimento das pontas das
raizes, diminuicdo do comprimento do sistema radicular e quantidade de raizes laterais,
extensa descoloracdo marrom ou amarelada, e mudancas arquiteturais) nas plantas e
disseminacédo do patdgeno (Owen-Going et al. 2003, Baptista 2007).

A suspensdo de zoosporos de P. aphanidermatum foi produzida adaptando-se a técnica
descrita em Baptista (2007). Discos de 6mm diam. foram retirados de coldnias do isolado
apos quatro dias de desenvolvimento em meio de pepino (MP) (200g de pepino, 15g de Agar,
1L de 4gua destilada, com pH corrigido para 6,2 com CaCOy3), e transferidos para placas de
Petri contendo 0 mesmo meio. As placas foram mantidas durante 4 dias em cémara de
germinacdo na temperatura de 25°C, sem incidéncia de luz; e ao final deste periodo, faixas de
aproximadamente 1cm de largura foram cortadas e retiradas com o auxilio de uma espatula.
Nos espagos intercalados entre as faixas e sobre o meio de cultura, foi adicionada &gua
destilada esterilizada, com troca diaria de aproximadamente 4 vezes para estimular a producgéo
de zoosporangios (figura 2a). Ao final de 4 a 6 dias de troca de a4gua, tendo sido produzidos 0s
zoosporangios, a agua contida nas placas foi oxigenada sucessivamente durante cerca de 1min
com auxilio de um compressor de ar para aquario, sendo este procedimento necessario para
estimular a liberacdo dos zoosporos do isolado em estudo (figura 2b). Em seguida, os
zoosporos foram visualizados, paralisados com Tween 80 e quantificados com o auxilio de
l&mina Fucs Rosenthal.

Os produtos comerciais foram testados nas concentracbes que apresentaram melhores
resultados in vitro. A aplicacdo dos produtos, bem como a inoculagdo dos zoosporos de P.
aphanidermatum no tratamento contendo apenas as plantas e o patdgeno foram realizadas
dois dias apds o transplante das plantas de alface para o sistema hidrop6énico. Nos tratamentos
em que os produtos foram avaliados para o controle de P. aphanidermatum, a inoculacédo das

plantas com a suspensdo de zoosporos foi realizada apds sete dias da aplicagdo dos produtos,
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considerando-se ser este o tempo ideal (sete dias) para a acdo de biocontrole formulado com
Trichoderma spp. (Utkhede et al. 2000).

Figura 2. Producdo de zodsporos de Pythium aphanidermatum. a. Placa com &gua destilada
apos retirada de faixas de meio de pepino. b. Oxigenacdo da agua da placa para estimular a
liberagdo de zoGsporos.

3.3.5. Avaliacao dos sintomas e da acdo dos produtos biol6gicos comerciais

Os sintomas decorrentes da infeccdo por Pythium spp. foram avaliados nos dias
subsequentes a inoculacdo de Pythium aphanidermatum no sistema.

Ao término do cultivo (aproximadamente 55 dias), as plantas foram colhidas e avaliou-se
as massas fresca e seca (em gramas) da parte aérea e raizes das mesmas, utilizando balanca
digital da Toledo®, com o objetivo de analisar a influéncia do patdégeno e dos produtos no
desenvolvimento das plantas. Para obtencdo da massa seca, as plantas foram colocadas em
sacos de papel e acondicionadas em estufa com circulacdo de ar a 80°C até atingir peso
constante, conforme método citado em Nakagawa (1994). Os resultados foram analisados
estatisticamente pelo programa SISVAR, utilizando-se analise de variancia e teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para verificacdo da presenca de P. aphanidermatum e dos isolados de Trichoderma dos
produtos no sistema hidrop6nico, no momento da colheita, fragmentos de raiz dos tratamentos
contendo o patdgeno foram transferidos para placas de Petri com agua destilada e metades de
sementes de sorgo (Sorghum sp) previamente fervidas, e para placas com meio CMA + p.v.e.;

sendo as raizes dos tratamentos com os produtos transferidas para placas com meio EM. Além
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disso, fragmentos de raiz das plantas foram visualizados com auxilio de microscopio éptico
da Leica®.

4. RESULTADOS

4.1. Testes in vitro

Nos testes de controle bioldgico in vitro, verificou-se que o isolado de Pythium
aphanidermatum apresentou patogenicidade, sendo esta verificada por meio da analise do
comprimento da radicula das variedades estudadas, em 20 e 31°C, onde reducdo
significativa do comprimento foi obtida com a inocula¢do do patdgeno nos tratamentos sem
a aplicacdo dos produtos (tabelas 1-12). A patogenicidade também foi verificada por meio
da porcentagem de plantulas sobreviventes de ambas as variedades na auséncia dos
produtos em 31°C, com menor porcentagem obtida nos tratamentos com o patégeno,
podendo-se visualizar suas estruturas nas radiculas necrosadas (tabelas 3-4, 7-8, 11-12)
(figura 3).

Figura 3. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vitro em 31°C (Vera) referente ao
tratamento sem os produtos. a. Oogdnios de Pythium aphanidermatum na raiz. b. Plantulas
mortas em uma das repeticoes.

O crescimento dos isolados de Trichoderma utilizados nas formulaces dos produtos
foi visualizado nas placas com extrato de malte e 4gar-agua em 20, 25 e 31°C, indicando a
viabilidade dos conidios presentes nos lotes testados (Figura 4).



24

Figura 4. Trichoderma spp. dos produtos Biotrich®, Trichodermil® e Trichodel®. a.
Crescimento de Trichoderma spp. (Trichodel®) em extrato de malte (25°C). b. Crescimento
de Trichoderma harzianum (Trichodermil®) em extrato de malte (20°C). c¢. Clamid6sporo
de Trichoderma harzianum (Trichodermil®). d. Conidiéforos, células conidiogénicas e
conidios de Trichoderma harzianum (Trichodermil®). e. Conidios de Trichoderma
harzianum (Trichodermil®). f. Conidios de Trichoderma sp. (Biotrich®) obtidos a partir de
cultivo em agar-agua (20°C).
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4.1.1. Teste com o produto biol6gico Biotrich®

Nos experimentos com o produto Biotrich® (0,2mL/L), avaliando-se 0 comprimento
das radiculas em 20 e 31°C na presenca de Pythium aphanidermatum, verificou-se aumento
significativo do comprimento com a aplicacdo do produto para ambas as variedades, o que
indica a efetividade do produto no controle do patdgeno (tabelas 1-4). Entretanto, em 31°C,
a aplicacdo do produto nos tratamentos controle ocasionou reducdo significativa do
comprimento das radiculas das variedades (tabelas 3-4).

Quando avaliado o comprimento do hipocétilo, diferencas estatisticas ndo foram
encontradas em 20°C. Em 31°C, houve aumento significativo do comprimento com a
aplicacdo do produto nos tratamentos com e sem o patdgeno para a variedade Vera, e na
auséncia do patégeno para a variedade Elisa (tabelas 3-4), demonstrando atuacdo do
produto como promotor de crescimento desta estrutura.

Na porcentagem de plantulas sobreviventes, diferenga estatistica foi obtida com a
aplicacdo do produto somente em 31°C, com aumento da porcentagem na presenga do
patégeno em Vera (tabelas 1-4).

Tabela 1. Teste de controle biolégico in vitro em 20°C (Vera) com o produto Biotrich®
referente ao comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Concentracdo Biotrich (mL/L)  Controle  Pythium Controle  Pythium  Controle  Pythium

Sem Biotrich 7,36aB 2,99aA  0,46aA  0,453A 100aA 100aA
0,2 8,88aA  10,48bA 0,44aA  0,34aA 100aA 100aA

*Minuscula comparada na vertical e maidscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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Tabela 2. Teste de controle bioldgico in vitro em 20°C (Elisa) com o produto Biotrich®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Concentracdo Biotrich (mL/L)  Controle  Pythium Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Biotrich 8,64aB 1,25aA  0,48aA  0,54aA 100aA 100aA
0,2 7,44aA 7,70bA  0,56aA  0,48aA 100aA  97,14aA

*Minuscula comparada na vertical e mailscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 3. Teste de controle bioldgico in vitro em 31°C (Vera) com o produto Biotrich®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Concentracdo Biotrich (mL/L)  Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium

Sem Biotrich 3,85bB 0,55aA  0,53aB 0,25aA 100aB 62,053A
0,2 2,40aA 3,04bA  0,68bA  0,70bA 100aA 100bA

*Minuscula comparada na vertical e maidscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 4. Teste de controle bioldgico in vitro em 31°C (Elisa) com o produto Biotrich®
referente ao comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Concentracédo Biotrich (mL/L)  Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium

Sem Biotrich 4,54bB 0,74aA  0,67aA 0,58aA 100aB 88,57aA
0,2 2,98aA 2,76bA  0,94bB 0,66aA 100aA 97,14aA

*Minuscula comparada na vertical e maidscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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4.1.2. Teste com o produto biologico Trichodermil®

Nos testes com o produto Trichodermil® em 20°C, ao avaliar o comprimento das
radiculas nos tratamentos com o patdgeno, verificou-se aumento significativo do
comprimento com a aplicacdo do produto na concentragdo de 0,05mL/L para a variedade
Elisa (tabela 5). Entretanto, as concentracdes testadas do produto diminuiram o comprimento
das radiculas de ambas as variedades na auséncia do patdgeno (tabelas 5-6). Para o hipocatilo,
diferenca estatistica foi verificada somente em Elisa, com diminuicdo do comprimento com a
concentracdo de 0,05mL/L na presenca do patdgeno (tabelas 5-6). Na porcentagem de
plantulas sobreviventes, ndo foram encontradas diferencas estatisticas com a aplicacdo do

produto nesta temperatura (tabelas 5-6).

Tabela 5. Teste de controle bioldgico in vitro em 20°C (Elisa) com o produto Trichodermil®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodermil (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodermil 8,64bB 1,25aA  0,48aA 0,54bA 100aA 100aA
0,05 2,00aA 2,44bA  0,44aA 0,38aA 100aA 100aA
0,1 1,72aA 1,44aA  0,42aA  0,44abA 100aA 100aA
0,2 1,68aA 1,34aA  0,46aA  0,42abA 100aA 100aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 6. Teste de controle biolégico in vitro em 20°C (Vera) com o produto Trichodermil®
referente ao comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodermil (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodermil 7,36bB 2,99aA 0,46aA 0,45aA 100aA 100aA
0,05 3,04aA 2,18aA  0,40aA 0,40aA  97,14aA  100aA
0,1 2,42aA 2,16aA  0,40aA 0,40aA 100aA 100aA
0,2 3,42aA 2,50aA 0,38aA 0,38aA 100aA 100aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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Em 31°C, houve aumento do comprimento das radiculas e hipoc6tilos e porcentagem de
plantulas sobreviventes em Vera nos tratamentos com Pythium aphanidermatum, com as trés
concentracdes empregadas, indicando que o produto tem potencial para o controle do
patogeno (tabela 7). O aumento da porcentagem de plantulas sobreviventes foi de
aproximadamente 38% para as concentraces de 0,05 e 0,2mL/L, e de 35% para a
concentracdo de 0,1mL/L (tabela 7). Entretanto, na auséncia do patdgeno, as concentracées
testadas do produto diminuiram o comprimento das radiculas de ambas as variedades (tabelas
7-8) (figura 5), com diminuicdo verificada também para o hipocétilo de Elisa, com a
concentracdo de 0,2mL/L (tabela 8). Diferenca estatistica ndo foi obtida com a aplicacdo do
produto para a porcentagem de plantulas sobreviventes de Elisa (tabela 8).

Tabela 7. Teste de controle bioldgico in vitro em 31°C (Vera) com o produto Trichodermil®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodermil (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodermil 3,85cB 0,55aA 0,53aB 0,25aA 100aB  62,05aA
0,05 2,02bB 1,60bA 0,56aA 0,56bA 100aA 100bA
0,1 1,44aA 1,40bA 0,44aA 0,48bA 100aA  97,14bA
0,2 1,82abA  1,48bA 0,50aA 0,52bA 100aA 100bA

*Minlscula comparada na vertical e mailscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 8. Teste de controle bioldgico in vitro em 31°C (Elisa) com o produto Trichodermil®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodermil (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodermil 4,54bB 0,74aA 0,67bA 0,58aA 100aB  88,57aA
0,05 1,76aA 1,30aA  0,56abA  0,52aA  97,14aA 94,29aA
0,1 1,26aA 1,02aA  0,62abA  0,58aA  97,14aA  100aA
0,2 1,14aA 1,04aA 0,50aA 0,52aA  97,14aA 97,14aA

*Minlscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos

parametros

Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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Figura 5. Teste de controle bioldgico in vitro em 31°C (Vera) referente ao experimento com o
produto Trichodermil® na auséncia do patégeno. a. Sem a aplicagdo do produto. b. Com a
aplicacdo do produto na concentracdo de 0,1mL/L.

4.1.3. Teste com o produto biolégico Trichodel®

Nos testes com o produto Trichodel®, verificou-se que o produto ndo atuou como
promotor de crescimento das variedades de alface (tabelas 9-12). Avaliando-se 0
comprimento das radiculas em 20 e 31°C, verificou-se que nos tratamentos com Pythium
aphanidermatum, a aplicacdo do produto, nas trés concentragdes estudadas, promoveu
aumento significativo do comprimento para as duas variedades, indicando a efetividade do
produto no controle do patogeno (tabelas 9-12). Para a variedade Elisa, na presenca do
patdgeno em 20°C, houve diferenca significativa entre as concentra¢cdes empregadas, onde
maior e menor comprimento das radiculas foram obtidos com a aplicacdo do produto nas
concentracdes de 0,25 e 1mL/L respectivamente (tabela 10). Nos tratamentos controle,
verificou-se que a aplicacdo do produto nas concentracdes de 0,5 e ImL/L ocasionou reducdo
significativa do comprimento das radiculas de Elisa em 31°C (tabela 12).

Quando avaliado o comprimento do hipocétilo, diferencas significativas foram obtidas
somente em 31°C, onde o produto promoveu aumento do comprimento na presenca do
patdgeno com as trés concentracfes empregadas para Vera, € com a concentragdo de
0,25mL/L para Elisa (tabelas 9-12).

As trés concentracdes testadas do produto aumentaram significativamente a porcentagem
de plantulas sobreviventes das variedades na presenca de P. aphanidermatum em 31°C, sem

diferenca estatistica para este pardmetro em 20°C (tabelas 9-12).
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Tabela 9. Teste de controle bioldgico in vitro em 20°C (Vera) com o produto Trichodel®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodel (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodel 7,36aB 2,99aA 0,46aA 0,45aA 100aA 100aA
0,25 7,82aA 9,36bA 0,50aA 0,40aA 100aA 100aA
0,5 8,56aA 8,58bA 0,38aA 0,42aA 100aA 100aA
1 6,92aA 8,30bA 0,42aA 0,34aA  97,14aA  100aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 10. Teste de controle bioldgico in vitro em 20°C (Elisa) com o produto Trichodel®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodel (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodel 8,64aB 1,25aA 0,48aA 0,54aA 100aA 100aA
0,25 7,70aA 8,32cA 0,52aA 0,52aA 100aA 100aA
0,5 7,66aA  7,54bcA  0,54aA 0,42aA  97,14aA  100aA
1 6,62aA 5,62bA 0,54aA 0,46aA 100aA 100aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 11. Teste de controle biolégico in vitro em 31°C (Vera) com o produto Trichodel®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodel (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodel 3,85aB 0,55aA 0,53aB 0,25aA 100aB  62,05aA
0,25 2,82aA 3,30bA 0,60aA 0,64bA 100aA 100bA
0,5 2,78aA 3,68bB 0,58aA 0,60bA  97,14aA  100bA
1 2,82aA 3,88bB 0,60aA 0,58bA  97,14aA 97,14bA

*Minuscula comparada na vertical e mailscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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Tabela 12. Teste de controle bioldgico in vitro em 31°C (Elisa) com o produto Trichodel®
referente a0 comprimento das radiculas (CR), comprimento dos hipocétilos (CH) e
porcentagem de plantulas sobreviventes (PPS)*

CR (cm) CH (cm) PPS (%)
Trichodel (mL/L) Controle  Pythium  Controle  Pythium  Controle  Pythium
Sem Trichodel 4,54bB 0,74aA 0,67aA 0,58aA 100aB  88,57aA
0,25 3,45abA  3,12bA 0,70aA 0,80bA  97,14aA  100bA
0,5 2,48aA 3,86bB 0,82aA 0,74abA  97,14aA  100bA
1 2,52aA 3,00bA 0,82aA 0,76abA  100aA 100bA

*Minuscula comparada na vertical e mailscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Mediante os resultados obtidos nos testes de controle bioldgico in vitro, os produtos
Biotrich® e Trichodel® foram selecionados para a condugéo dos experimentos in vivo, dada a
atuacdo no controle do patogeno, além de serem menos prejudiciais ao desenvolvimento das
plantulas de alface nos tratamentos controle. Para o Trichodel®, optou-se por utilizar a
concentragdo de 0,25mL/L, com o intuito de verificar se esta concentracdo, indicada para a
prevencéo de infeccdo por Pythium spp. em hidroponia na primavera, outono e inverno, seria
eficiente também no verdo. Além disso, nos testes in vitro, maior comprimento da radicula foi
obtido com esta concentracdo na presenca do patégeno em Elisa (20°C) (tabela 10) e a mesma

n&o ocasionou redugdo no desenvolvimento das pléantulas (tabelas 9-12).

4.2. Testes in vivo

As temperaturas registradas durante os testes de patogenicidade e controle bioldgico in
vivo foram semelhantes para os dois experimentos realizados, com alguns picos de
temperatura elevada ao longo dos experimentos. Na primavera, a temperatura externa do ar
variou de 16,9 (minima) a 32°C (maxima) (média de 22,9°C), a do ambiente da estufa de 17 a
44°C (média de 24,6°C) e a da solucdo nutritiva de 19 a 36,6°C (média de 25,3°C) (figura 6).
No verdo, foram registradas para 0 ambiente externo temperaturas minima e maxima de 18 e
32°C (média de 23,6°C), respectivamente; com a temperatura do ambiente da estufa variando
de 18 a 43°C (média de 25,9°C) e da solucdo nutritiva de 21 a 38°C (média de 26,5°C) (figura
7).
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desenvolvimento do experimento in vivo (primavera) no ambiente externo (a) na estufa (b) e
na solucdo nutritiva (c).
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solugéo nutritiva (c).
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A presenca de Pythium aphanidermatum foi detectada nos tratamentos contendo o
patdgeno e os produtos nos dois experimentos realizados, por meio da visualizagdo de suas
estruturas no meio de cultura CMA (Corn Meal Agar) e nos fragmentos de raiz dispostos nas
placas com agua destilada e sementes de sorgo (figura 8). Entretanto, sua presenca ndo foi
detectada nos tratamentos sem a aplicacdo dos produtos. O crescimento de Trichoderma spp.
foi observado nas placas com extrato de malte e fragmentos de raiz, em todos os tratamentos
em que os produtos foram aplicados. Deve ser ressaltado que ao analisar os fragmentos de
raiz e as placas com meio de cultura, observou-se grande quantidade de nematoides, rotiferos

e protozoérios presentes nas amostras.

Figura 8. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (verdo) referente ao tratamento
com os produtos e Pythium aphanidermatum. a-b. Oogénios na raiz (Elisa) no tratamento com
0 Trichodel®. c-d. Oogbnios na raiz (Elisa) no tratamento com o Biotrich®.
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Verificou-se crescimento normal das plantas de alface nos tratamentos sem a aplicacéo
dos produtos e inoculagdo do patdgeno, em ambos os experimentos realizados (figura 9a).
Embora ndo tenha sido mensurada a incidéncia de luminosidade durante a condugdo dos
experimentos, observou-se baixa luminosidade, principalmente no experimento do verdo,
resultando em plantas um pouco estioladas.

Avaliando-se as massas fresca e seca da parte aérea e raizes das variedades nos
tratamentos controle, verificou-se que em ambos 0s experimentos, 0s produtos Biotrich® e
Trichodel® nas concentracfes estudadas ndo promoveram o crescimento das variedades, uma
vez que ndo foram obtidas diferencas estatisticas entre os tratamentos com e sem a aplicacédo
dos produtos para estes parametros (tabelas 13-20).

Nos experimentos da primavera e verdo, ndo foram observados nas plantas os sintomas
caracteristicos da infeccdo por Pythium spp., tais como o escurecimento das raizes resultante
de podridao (figuras 9b-d) e o murchamento da parte aérea. Comparando-se 0s tratamentos
contendo somente as plantas e os que foram inoculados com a suspensdo de zodsporos na
auséncia dos produtos, nos dois experimentos conduzidos, diferencas estatisticas ndo foram
obtidas para as massas fresca e seca da parte aérea e raizes das variedades, demontrando que o
isolado de Pythium aphanidermatum néo interferiu no desenvolvimento das plantas (tabelas
13-20).

No experimento conduzido na primavera, houve reducdo significativa da massa fresca
das raizes de Vera tratadas com o Biotrich® e a suspensdo de zoGsporos, comparando-se ao
tratamento com o patdgeno sem a aplicacdo do produto (tabela 14).

No verdo, avaliando-se os tratamentos com o produto Biotrich®, verificou-se que a
massa fresca da parte aérea e raizes de Vera no tratamento com o produto e o patégeno foram
significativamente menores do que as encontradas no tratamento contendo apenas o patdgeno
(tabelas 17-18) (figuras 9b-c, 9e). Diferenca significativa foi verificada também para a massa
fresca das raizes de Elisa, com menor massa encontrada no tratamento com o Biotrich® em
associacdo com P. aphanidermatum, quando comparado ao tratamento contendo apenas o
produto (tabela 20). Nos tratamentos com o Trichodel®, aumento significativo da massa
fresca das raizes de Vera foi obtido no tratamento com o produto e P. aphanidermatum,

comparando-se com o tratamento em que foi aplicado apenas o produto (tabela 18).
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Figura 9. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo. a. Tratamento controle
(primavera). b. Raiz de Vera (verdo) do tratamento com Pythium aphanidermatum. c. Raiz de
Vera (verdo) do tratamento com Pythium aphanidermatum e Biotrich®. d. Raiz de Vera
(verdo) do tratamento com Pythium aphanidermatum e Trichodel®. e. Plantas de Vera dos
tratamentos com Pythium aphanidermatum (esquerda) e Pythium aphanidermatum e
Biotrich® (direita).



37

Tabela 13. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (primavera) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca da parte aérea (MFPA) e a massa seca da
parte aérea (MSPA) de Vera*

MFPA (g) MSPA (g)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 158,84aA 146,84aA 14,22aA 14,12aA
Biotrich (0,2mL/L) 127,95aA 125,57aA 12,96aA 12,89aA
Trichodel (0,25mL/L) 138,54aA 140,56aA 13,57aA 13,59aA

*Minuscula comparada na vertical e maiuscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 14. Teste de patogenicidade e controle biolégico in vivo (primavera) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca das raizes (MFR) e a massa seca das raizes
(MSR) de Vera*

MFR (9) MSR (9)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 24,96aA 23,50bA 8,33aA 8,07aA
Biotrich (0,2mL/L) 21,27aA 17,66aA 8,07aA 8,11aA
Trichodel (0,25mL/L) 20,97aA 19,77abA 8,15aA 8,11aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 15. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (primavera) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca da parte aérea (MFPA) e a massa seca da
parte aérea (MSPA) de Elisa*

MFPA (9) MSPA (9)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 212,58aA 224,57aA 16,29aA 18,09aA
Biotrich (0,2mL/L) 224,06aA 195,43aA 18,15aA 17,33aA
Trichodel (0,25mL/L) 222,34aA 196,04aA 17,60aA 16,54aA

*Minlscula comparada na vertical e mailscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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Tabela 16. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (primavera) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca das raizes (MFR) e a massa seca das raizes
(MSR) de Elisa*

MFR (g) MSR (g)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 29,52aA 27,77aA 8,59aA 8,55aA
Biotrich (0,2mL/L) 27,06aA 22,87aA 8,66aA 8,63aA
Trichodel (0,25mL/L) 27,74aA 22,71aA 8,70aA 8,48aA

*Minuscula comparada na vertical e maiuscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 17. Teste de patogenicidade e controle biologico in vivo (verdo) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca da parte aérea (MFPA) e & massa seca da
parte aérea (MSPA) de Vera*

MFPA (9) MSPA (Q)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 182,78aA 168,33bA 13,33aA 15,00aA
Biotrich (0,2mL/L) 145,83aA 126,67aA 15,00aA 13,33aA
Trichodel (0,25mL/L) 160,83aA 159,17abA 15,83aA 15,00aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 18. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (verdo) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca das raizes (MFR) e a massa seca das raizes
(MSR) de Vera*

MFR (g) MSR (g)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 18,33aA 21,67bA 5,00aA 5,00aA
Biotrich (0,2mL/L) 15,83aA 15,00aA 5,00aA 5,00aA
Trichodel (0,25mL/L) 15,83aA 22,50bB 5,00aA 5,00aA

*Minuscula comparada na vertical e maiuscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey
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Tabela 19. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (verdo) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca da parte aérea (MFPA) e a massa seca da
parte aérea (MSPA) de Elisa*

MFPA (g) MSPA (g)
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 186,91aA 200,00aA 15,91aA 15,83aA
Biotrich (0,2mL/L) 200,83aA 184,17aA 18,33aA 15,83aA
Trichodel (0,25mL/L) 191,67aA 163,332A 16,67aA 15,00aA

*Minuscula comparada na vertical e maiuscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

Tabela 20. Teste de patogenicidade e controle bioldgico in vivo (verdo) com os produtos
Biotrich® e Trichodel® referente a massa fresca das raizes (MFR) e & massa seca das raizes
(MSR) de Elisa*

MFR () MSR ()
Produtos (mL/L) Controle Pythium Controle Pythium
Sem Produtos 24,17aA 25,83aA 5,00aA 5,00aA
Biotrich (0,2mL/L) 30,00aB 20,00aA 5,00aA 5,00aA
Trichodel (0,25mL/L) 22,50aA 24,17aA 5,00aA 5,00aA

*Minuscula comparada na vertical e maitscula comparada na horizontal para cada um dos
parametros
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste de Tukey

5. DISCUSSAO

O isolado de Pythium aphanidermatum utilizado no presente estudo foi patogénico nas
variedades de alface nos testes conduzidos in vitro, com maior patogenicidade verificada em
31°C, corroborando com os dados existentes em literatura sobre o alto potencial patogénico da
espécie em temperaturas mais elevadas (Bates & Stanghellini 1984, Herrero et al. 2003,
Cipriano et al. 2005). Entretanto, em ambos 0s experimentos conduzidos in vivo, P.
aphanidermatum ndo causou podriddo de raiz nas plantas, nem redugdo do seu
desenvolvimento, podendo esta auséncia de patogenicidade estar relacionada a densidade de
indculo empregada nos experimentos. A concentracdo de zodsporos utilizada no presente

estudo (5x10° zodsporos/mL em suspensdo de 40mL/planta) foi baseada nos trabalhos de
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Owen-Going et al. (2003) e Baptista (2007). Owen-Going et al. (2003) verificaram em

piment&o hidropdnico (Capsicum annuum L.) sintomas como o escurecimento das pontas das
raizes, diminuicdo do comprimento do sistema radicular e quantidade de raizes laterais, e
extensa descoloracdo marrom ou amarelada, com a inoculacdo de isolados de Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp. e Pythium dissotocum Drechsler. Baptista (2007), em estudo
com isolado de Pythium dissotocum Drechsler em alface hidropénica (variedades Mimosa e
Vera), verificou que a densidade de inéculo de 5x10° zo6sporos/mL foi mais baixa do que a
densidade exigida para causar a morte nas plantas, mas suficiente para o aparecimento dos
sintomas (podriddo de raiz, reducdo no nimero de raizes, murchamento, diminui¢do da area
foliar e reducdo das massas fresca e seca da parte aérea e raizes). Embora tenha sido utilizado
no presente estudo a mesma concentragdo de zodsporos usada pelos autores citados acima,
grande diferenca em patogenicidade foi obtida, podendo esta estar relacionada a forte variacao
no potencial patogénico e viruléncia encontrada entre espécies e espécimes de Pythium
(Plaats-Niterink 1981, Owen-Going et al. 2003, Baptista 2007, Patekoski & Zottarelli 2009) e
a diferenca em suscetibilidade observada entre culturas e variedades a estes patdgenos
(Utkhede et al. 2000, Pinto et al. 2005b), onde o emprego de diferentes isolados do género e
culturas vegetais pode levar a resultados divergentes. Provavelmente danos as plantas de
alface pudessem ser obtidos e visualizados com a inoculacdo de maior quantidade de
zoosporos do isolado estudado. Menzies et al. (1996), em estudo sobre o efeito de diferentes
densidades de inoculo de Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. sobre o crescimento de
pepino (Cucumis sativus L.) hidropbnico, verificaram que o escurecimento das raizes ocorreu
com a aplicacdo do patégeno em todas as densidades de inculo estudadas (0,22 a 2x10°
UFC/100L de solugdo), porém, em baixos niveis de inéculo (2.2x10% 22, 2.2 e 0,22
UFC/100L de solucéo) o isolado causou reducédo no crescimento e produtividade, sem morte
das plantas, enquanto que com a maior densidade de indculo (2x10° UFC/100L de solug&o),
todas as plantas morreram entre sete e 28 dias ap0s a inoculagéo.

Fatores ambientais como a temperatura e a luminosidade também podem ter interferido
no potencial patogénico de Pythium aphanidermatum. No presente estudo, as temperaturas
maximas registradas foram elevadas, porém, as temperaturas mantiveram-se altas apenas em
determinados periodos da realizagdo dos experimentos, podendo este fato ter limitado a
progressao da doenca nas plantas de alface. Cipriano (2009) estudou o efeito de Pseudomonas
spp. no controle de Pythium sp. (Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp., dado néo
publicado) em alface Veronica (crespa) hidrop6nica, com a inoculagdo do patégeno feita com
micélio e suspensdo de zoGsporos em concentragdo ndo informada. Em trés dos quatro

experimentos realizados, ndo foi observado podridédo de raiz, nem reducgéo do crescimento das
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plantas, comparando-se os tratamentos com e sem a inoculacdo do patégeno para 0S
parametros avaliados (massa seca da parte aérea e raizes). Segundo o autor, a auséncia de
patogenicidade provavelmente esteve relacionada as baixas temperaturas encontradas na casa
de vegetacdo durante o desenvolvimento dos experimentos (médias de 24, 23, 16 e 24°C) e a
inoculacdo tardia do patdgeno, feita aos 44 dias de idade, quando as plantas ja ndo estariam
suscetiveis ao mesmo. Corréa (2006) estudou o efeito dos fungos Clonostachys rosea (Preuss)
Mussat, Trichoderma sp. e Saccharomyces cerevisiae Meyen; das bactérias Bacillus subtilis
(autor) e Paenibacillus lentimorbus (autor); e dos produtos Fishfértil®, P.S.B. Solan® e
Polyversum® no controle de Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. em alface Vera
produzida em sistema hidropdnico NFT. As plantas inoculadas com suspensao de zoGsporos
do patégeno na concentracdo de 1x10* zodsporos/mL tiveram seu desenvolvimento
comprometido apenas em parte dos experimentos realizados, com redugéo da massa fresca da
parte aérea e massa total das plantas. Segundo a autora, a baixa temperatura da solugédo
nutritiva obtida durante a realizacdo dos experimentos (minima de 20°C, e maxima de 31°C
observada durante curto periodo de tempo) ndo favoreceu o progresso da doenca. Com
relacdo & luminosidade, como mencionado anteriormente, foi observada baixa luminosidade
durante a conducdo dos dois experimentos, resultando em plantas um pouco estioladas.
Owen-Going et al. (2003), em estudo sobre o potencial patogénico de isolados de Pythium
aphanidermatum e Pythium dissotocum em pimentdo (Capsicum annuum L.) hidropdnico,
observaram que a intensidade luminosa, juntamente com a temperatura, pode ter influenciado
a incidéncia de descoloracédo e outros sintomas nas raizes colonizadas com os patdégenos, com
alta intensidade luminosa favorecendo o progresso da doenca e manifestacdo dos sintomas.
Além dos fatores mencionados, a resisténcia das plantas de alface provida pelo correto
balango nutricional da solugdo nutritiva pode ter contribuido para a auséncia do
estabelecimento e progresso da doenga no presente estudo. Segundo Zambolim et al. (2001)
dentro do tridngulo que determina a doenca (ambiente-patdgeno-hospedeiro), os nutrientes
podem afetar direta ou indiretamente o hospedeiro, o patdgeno e 0 meio ambiente,
predispondo as plantas ao ataque dos patdgenos ou induzindo resisténcia ou tolerancia a
planta hospedeira. Durante a execugdo dos experimentos in vivo, atentou-se grandemente para
0 balan¢o nutricional da solugdo nutritiva, com reposicao didria da solugdo evaporada e/ou
utilizada pelas plantas e mensuracéo da condutividade elétrica da mesma trés vezes ao dia.
Nos testes de patogenicidade e controle bioldgico in vivo, a presenca de Pythium
aphanidermatum foi detectada em parte dos tratamentos em que este foi inoculado. Baptista
(2007), entretanto, em estudo sobre o efeito do produto Biotrich® no controle de Pythium

dissotocum Drechsler em alface hidroponica (variedades Mimosa e Vera), detectou a presenca
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do patégeno em todos os tratamentos inoculados, observando-o nos tecidos radiculares das
plantas logo apds a colheita. Cipriano (2009) avaliou o efeito de Pseudomonas spp. no
crescimento de alface Verdnica e no controle de Pythium sp. (Pythium aphanidermatum
(Edson) Fitzp., dado ndo publicado) em sistema hidropénico CC (Container Culture), onde,
de modo semelhante ao aqui observado, foi detectada a presenca do patdégeno somente em
parte dos experimentos realizados. Menzies et al. (1996) relatam a dificuldade em detectar a
presenca de Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. em solucdo hidropbnica. Os autores
estudaram a influéncia deste patdgeno sobre o crescimento e produtividade de pepino
(Cucumis sativus L.) hidropdnico, observando que sua deteccdo na solucdo nutritiva
circulante pode ser dificil, mesmo quando a infeccdo das plantas prové evidéncias de sua
presenca, sendo que baixas concentragfes do patdgeno requerem a amostragem de grande
quantidade de solugéo nutritiva.

De maneira geral, os produtos bioldgicos estudados ndo promoveram o crescimento das
variedades de alface nos testes in vitro e in vivo. Entretanto, tal acdo benéfica tem sido
verificada por outros autores em estudos com cepas de Trichoderma (Lynch et al. 1991,
Kleifeld & Chet 1992, Yedidia et al. 2001, Hoyos-Carvajal et al. 2009, Arriagada et al. 2009)
e com produtos formulados com isolados do género. Baptista (2007) verificou que o produto
Biotrich® (formulacgéo liquida, suspensdo em gel, lote ndo informado) nas concentragdes de
0,1, 0,2 e 0,3mL/L, aumentou o comprimento das radiculas das variedades de alface Vera e
Mimosa em experimentos conduzidos em laboratorio (em 20°C e 27°C), e que a aplicacdo do
produto na concentracdo de 0,2mL/L resultou em aumento das massas fresca e seca das raizes
das variedades em testes com Kits hidropdnicos caseiros. Junges et al. (2007) obteve com a
aplicacdo do produto Trichodel (1mL/100mL de &gua incorporando 0,5mL no substrato) em
formulacdo liquida, aumento significativo do comprimento da parte aérea de plantas de arroz
cultivadas em gerbox com substrato. Assis (2008) verificou que o produto Biotrich®
(formulag&o liquida) na concentracdo de 0,01mL/5g de sementes aumentou a porcentagem de
germinacdo de plantulas de alface cultivadas em bandejas de isopor sob cultivo protegido.

Em se tratando do controle de Pythium aphanidermatum, os testes conduzidos em
laboratério no presente estudo mostraram que os produtos Biotrich®, Trichodermil® e
Trichodel® foram igualmente efetivos no controle, com maior agéo verificada em 31°C, onde
os danos ocasionados pelo patégeno foram mais significativos. A eficiéncia destes produtos
no controle de fitopatdgenos é também relatada em literatura, porém, os estudos sdo ainda
escassos e em sua maioria foram realizados em campo, com cultivo em solo. Lobo Jr. et al.
(2005), ao testar o efeito do Trichodermil® (formulacdo liquida, suspensdo oleosa) no

controle de Rhizoctonia solani Kiihn e Fusarium solani (Mart.) Sacc em plantas de feijoeiro
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(cultivar pérola) em solo, obtiveram com a aplicacdo do produto nas dosagens de 800 e
100mL/ha, reducéo de indculo de R. solani de até 85% e de F. solani de até 67%. Tatagiba et
al. (2005) verificaram que o produto Trichodermil® (formulacdo pd) controlou em 73% a
incidéncia de podridao ocasionada por Phytophythora palmivora Butler, em mudas de maméo
produzidas em tubetes com substrato, aplicando-se quatro vezes o produto na concentracao
de 2g/L de substrato. Lobo Jr. et al. (2006) obtiveram com a aplicacdo do Trichodermil®
(formulacdo liquida, suspensdo oleosa), a reducao de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary (agente causal do mofo branco) em solo, passando de 12,78 esclerédios/m® na
4rea testemunha, para 4,56 esclerédios/m® na 4rea tratada com o produto. Baptista (2007)
verificou que o produto Biotrich® (formulacéo liquida, suspensdo em gel) nas concentracGes
de 0,1, 0,2 e 0,3mL/L foi eficiente no controle de Pythium dissotocum Drechsler nas
variedades de alface Mimosa e Vera em testes conduzidos em laboratério (em 20 e 27°C),
tendo o mesmo ocorrido em experimento com Kits hidropdnicos caseiros, com a concentracdo
de 0,2mL/L. Durigon et al. (2007), em estudo sobre o efeito do Trichodel® (formulagéo
liquida) na sanidade de sementes de soja crescidas em gerbox em 25°C, observaram que 0
produto inibiu a incidéncia de Fusarium spp. e Cladosporium spp.. Costa et al. (2009)
estudaram durante dois anos consecutivos o efeito do produto Trichodermil® no controle de
Sclerotinia sclerotiorum em feijoeiro, verificando que no primeiro ano o produto reduziu
significativamente a emissdo de apotécios do patégeno. Teixeira et al. (2009), em estudo
sobre o efeito dos produtos Trichodermil® e Trichodel® no controle de Fusarium solani f.
sp. phaseoli (Burkh.) W.C. Snyder & H.N. Hansen, agente causal de podriddo radicular do
feijoeiro, verificaram que mesmo com a alta incidéncia da doenca, os biofungicidas reduziram
significativamente a severidade da doenca em até 55% aos 15 dias apds a emergéncia, e em
até 57% aos 25 dias apds a emergéncia.

Nos testes de controle bioldgico in vitro, os produtos nas concentracdes testadas foram
prejudiciais ao desenvolvimento das plantas em alguns tratamentos controle, com a
diminuicdo do comprimento das radiculas, e esta reducdo ocorreu principalmente com a
aplicacdo do produto Trichodermil®. Igualmente, Lynch et al. (1991), ao estudar o efeito de
Trichoderma spp. na germinagéo e desenvolvimento de alface cultivada em vasos, obtiveram
com a inoculacdo de determinados isolados, menor taxa de germinacgéo e reducdo das massas
fresca e seca quando comparadas ao tratamento controle. Junges et al. (2007), ao estudar a
influéncia de produtos formulados com Trichoderma spp. na germinacéao e vigor de sementes
de arroz verificaram que o tratamento com o produto Trichodel® (formulacdo liquida)
prejudicou a germinagdo das sementes, com diminuicdo de 44,38% de plantulas germinadas

no tratamento controle para 17,31% com a aplicacdo do produto. Assis (2008), em
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experimentos com plantulas de alface, obteve diminuigdo significativa do comprimento do
hipocotilo e comprimento total das plantulas com a aplicacdo do produto Ecotrich® (produto
a base de isolados de Trichoderma harzianum Rifai, em formulacdo liquida) em testes
conduzidos em caixas acrilicas (gerbox); e menor massa seca das plantulas com a aplicacao
do produto Biotrich® (formulacgdo p6), em experimentos realizados em estufa.

Nos experimentos in vivo, diferentemente do ocorrido in vitro, ndo foi verificada
diminuicdo do desenvolvimento das plantas nos tratamentos contendo apenas o0s produtos,
porém, verificou-se em alguns casos que a aplicacdo do Biotrich®, juntamente com Pythium
aphanidermatum resultou em menor massa fresca da parte aérea e raizes das variedades.
Cipriano (2009) verificou que a inoculacdo conjunta de isolados de Pseudomonas e Pythium
sp. (Pythium aphanidermatum, dado ndo publicado) in vitro (28°C + 2°C), resultou em
diminuicéo significativa do comprimento do hipocétilo de alface Verénica. Em contrapartida,
nos tratamentos com o produto Trichodel®, a inoculacdo do patdgeno e do produto resultaram
em maior desenvolvimento das raizes de Vera e Elisa, em alguns tratamentos in vivo e in
vitro, comparando-se ao obtido apenas com o produto.

Observando-se os dados mencionados acima, verifica-se pequena relacdo entre 0s
resultados obtidos in vitro e in vivo. Em estudos de biocontrole, normalmente os testes in
vitro sdo eficientes, pois permitem selecionar isolados com potencial para o controle de
patdgenos ou promocdo de crescimento de plantulas, por meio da avaliacdo rapida de um
grande nimero de isolados (Sottero 2003, Cipriano 2009), porém, nem sempre ha correlacao
entre os resultados obtidos in vitro e in vivo, o que pode ser facilmente explicado pelo fato de
0s testes in vitro ocorrerem em condi¢Ges muito diferentes das naturais (Sottero et al. 2006).
Jackisch-Matsuura & Menezes (1999) verificaram, ao realizar experimentos in vitro, com
placas de Petri e in vivo, em vasos contendo solo, que a agéo de isolados de Trichoderma no
controle de Pythium aphanidermatum em fumo (Nicotiana tabacum L.) variou entre as
condicBes de experimento, com maior controle obtido em laboratério. Cipriano (2009), em
estudo sobre a agdo de isolados de Pseudomonas no controle de Pythium sp. (Pythium
aphanidermatum, dado ndo publicado) em alface Verobnica, verificou que um isolado de
Pseudomonas foi prejudicial ao desenvolvimento das plantulas nos testes in vitro quando
inoculado juntamente com o patdgeno, sendo entretanto eficiente no controle do patégeno in
vivo. Além dos fatores bidticos (organismos vivos presentes), fatores abi6ticos tais como pH,
temperatura e umidade podem interferir no desempenho de isolados de Trichoderma e na
acao de bioprodutos a base destes antagonistas (Melo 1996, Lucon 2009). Assim, ressalta-se
que ao estudar o potencial destes agentes de biocontrole, é importante a conducdo de

experimentos ndo s6 em laboratério, mas também em campo, como realizado no presente
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estudo, obtendo-se desta forma amplo conhecimento sobre o seu espectro de agdo. Sobre isto,
Paulitz & Bélanger (2001) comentam que a grande dificuldade relacionada ao uso de controle
biolégico no controle de doengas de plantas é que a maioria dos resultados é obtida em
condicGes de laboratério e pouco se tem estudado em condic¢des de campo.

No presente estudo, o potencial de biocontrole dos produtos Biotrich® e Trichodel® nao
pode ser efetivamente analisado nos experimentos in vivo, dada a auséncia de patogenicidade
do isolado de Pythium aphanidermatum nestas condi¢Bes. Todavia, a anélise da acdo destes
produtos no desenvolvimento das plantas in vivo, constitui-se de grande importancia, uma vez
que segundo Freitas et al. (2003), a promocéo de crescimento € uma caracteristica desejavel,
que pode resultar em encurtamento do ciclo de cultivo e aumento na producdo. Além disso,
embora tais produtos sejam indicados para utilizacdo em cultivos hidropénicos, em literatura
relata-se apenas o estudo de Baptista (2007), com o produto Biotrich®, o qual obteve, em
condicdes similares as aqui estudadas, resultados diferentes para o crescimento de variedades
de alface Vera e Mimosa, 0 que mostra a relevancia deste e a necessidade de outros estudos
na area.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que os produtos Biotrich®, Trichodel®
e Trichodermil® possuem potencial para o controle de Pythium aphanidermatum nas
variedades de alface Vera e Elisa, mas ndo atuaram como promotores de crescimento destas
variedades. Com relacdo a acdo prejudicial do Trichodermil® no crescimento das plantas,
uma vez que bons resultados no controle de patdgenos tém sido alcancados com a aplicacdo
do produto em solo e em experimentos em tubetes (Lobo Jr. et al. 2005, Tatagiba et al. 2005,
Lobo Jr. et al. 2006, Costa et al. 2009, Teixeira et al. 2009), salienta-se a importancia da
realizacdo de outros estudos, onde menores concentragcdes do produto sejam testadas, a fim de

se encontrar as concentracdes ideais do produto para os cultivos hidroponicos.

6. CONCLUSOES

e Pythium aphanidermatum foi patogénico nas variedades de alface nos testes in vitro,
mas ndo apresentou patogenicidade nos testes in vivo na concentracdo de 5x10°
zoosporos/mL.

e Nos experimentos in vitro, os produtos Biotrich®, Trichodermil® e Trichodel® néo
promoveram o crescimento das plantulas, mas foram eficientes no controle de Pythium

aphanidermatum.
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e Biotrich® e Trichodel® ndo atuaram como promotores de crescimento nos testes
conduzidos in vivo, e devido a auséncia de patogenicidade do isolado estudado nesta
condicdo, a atuacdo destes produtos no controle do patégeno ndo pdde ser

eficientemente analisada.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A preocupacao com doencas radiculares foi uma das forcas motivadoras principais para o
desenvolvimento da hidroponia (Stanghellini & Rasmussen 1994), entretanto, os prejuizos
causados por espécies do género Pythium tem levado muitos hidroponicultores a
abandonarem a atividade (Baptista 2007), mesmo tendo em vista os beneficios deste meio de
producéo.

No Brasil, diversos produtos biologicos estdo disponiveis para utilizagdo no biocontrole,
mas a sua qualidade nem sempre é adequada, 0 que colabora com as dificuldades de sua
adocdo em maior escala (Morandi & Bettiol 2009). Neste contexto, o controle de qualidade
destes produtos feito pela ABCBio — Associacdo Brasileira das Empresas de Controle
Bioldgico (Pomella & Ribeiro 2009) e os trabalhos técnico-cientificos desenvolvidos com os
mesmos, constituem-se de grande importancia para a validacdo de sua eficiéncia e possivel
aplicacdo pratica pelos agricultores. Em se tratando de produtos a base de Trichoderma spp.,
embora produtos como o Biotrich®, Trichodermil® e o Trichodel® sejam citados em
literatura com bons resultados no controle de patdgenos em solo e em experimentos em
tubetes e gerbox (Lobo Jr. et al., Tatagiba et al. 2005, Lobo Jr. et al. 2006, Durigon et al.
2007, Costa et al. 2009, Teixeira et al. 2009), sua indicacdo e aplicacdo em sistemas
hidropdnicos deve ser feita mediante estudos consistentes que indiquem sua validade também
nestes sistemas, onde a forma de cultivo difere em muito das citadas em literatura.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os produtos testados possuem
potencial para o controle de Pythium aphanidermatum, e podem nortear trabalhos futuros que
tenham por objetivo verificar a eficiéncia dos mesmos no controle deste patdgeno. Os
resultados apontam também para a necessidade de estudos sobre doses dos produtos que
sejam eficientes para o controle de Pythium spp., sem prejudicar o desenvolvimento das
plantas. Corréa (2006), em estudo com Trichoderma sp. para o controle de Pythium

aphanidermatum em hidroponia, comenta que doses elevadas do antagonista podem
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prejudicar o desenvolvimento da planta, podendo agravar ainda mais a situacéo de produtores
que buscam por um controle para epidemias radiculares. A concentracdo de conidios de
Trichoderma spp. presente nos produtos deve também ser monitorada por 6rgdo competente
(ABCBI0), como tem sido feito, para que independente do lote utilizado, os resultados obtidos
em projetos de pesquisa sejam encontrados também pelos hidroponicultores, evitando custos
desnecessarios e/ou prejuizos a producdo. Para Silva & Melo (2007), as condicGes de
transporte e armazenamento, bem como a existéncia de registro devem também ser
controladas para que o produtor ndo se decepcione com o produto.

Segundo Sutton et al. (2006), o conhecimento da etiologia e epidemiologia de podridao
radicular ocasionada por Pythium, e seus efeitos na fisiologia das plantas séo essenciais para
novas perspectivas das pesquisas e para o desenvolvimento de melhores praticas para o
manejo da doenca em cultivos hidropdnicos. Os resultados obtidos no presente estudo com
relacdo a patogenicidade de Pythium aphanidermatum in vivo contribuem para o
conhecimento do comportamento desta espécie, onde provavelmente isolados distintos desta
mesma espécie necessitam de diferentes densidades de indculo para ocasionar danos as
plantas, devendo isto ser considerado em outros estudos com a espécie. Desta forma, a
conducdo de pré-experimentos para estabelecimento da concentracdo de zodsporos suficiente
para ocasionar sintomas na planta estudada, pode ser uma alternativa a ser empregada para
otimizar as analises referentes a sua patogenicidade e controle. Além do conhecimento do
patogeno, Morandi & Bettiol (2009), ao falar sobre o controle bioldgico de doencas de plantas
no Brasil, ressaltam que entre as acBes de pesquisa necessarias estdo o entendimento dos
mecanismos de acdo envolvidos nas interacdes entre os agentes de biocontrole, os patdgenos,
as plantas e o ambiente.

Durante a etapa dos experimentos in vitro, observamos a perda do potencial patogénico
do espécime de Pythium aphanidermatum, devido aos sucessivos repiques feitos para
purificar e manter vidvel o isolado. Verificou-se entretanto, que o cultivo do espécime em
meios de cultura que contém grande quantidade de nutrientes, como o meio de pepino (200g
de pepino, 159 de Agar, 1L de agua destilada, com pH corrigido para 6,2 com CaCO3) e 0
meio V8 (100mL de V8 acrescido de 2g de CaCO3 e 900mL de &gua destilada), foi eficiente
para recuperacdo de sua patogenicidade, sendo estes meios recomendados para este propésito
em outros estudos.

Gleason et al. (2009) citam alguns estudos que mostram que 0S z0OSpPOros possuem
grande quantidade de glicogénio e lipidios, 0s quais provém energia para 0 movimento dos
flagelos durante o periodo mével. A partir disso, 0s zooGsporos estdo provavelmente

envolvidos em muitas cadeias alimentares, como valiosa fonte de alimento em ecossistemas
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aquaticos, podendo ser consumidos por protozoarios micéfagos. A presenca em grande
quantidade de nematoides, rotiferos e protozoarios nas amostras de raiz dos experimentos in
vivo é um fato interessante, sendo que os mesmos podem ter contribuido para a reducdo de
zoosporos de Pythium aphanidermatum presente na solucdo nutritiva.

Ao abordar o manejo de doencas de plantas em cultivo protegido, Vida et al. (2004)
comentam que a estratégia principal do fitopatologista deve ser a combinacgdo de principios de
controle visando reduzir ou eliminar o inoculo inicial e reduzir a taxa de progresso da doenca.
Assim, ressalta-se que a busca por controle de Pythium spp. em sistemas hidropbnicos deve
estar atrelada a prevencdo da entrada do patdgeno nestes sistemas, onde medidas como a
limpeza do sistema entre os ciclos de cultivo, o controle da agua utilizada no preparo da
solucdo nutritiva e o descarte de plantas doentes logo apds o surgimento da doenca, devem ser
adotados de maneira efetiva pelos hidroponicultores. Acredita-se que, em muitos casos, a
contaminacgdo do sistema hidropdnico por Pythium spp. ocorra por meio de agua proveniente
de pocos artesianos. Grande parte dos hidroponicultores faz uso de agua desta fonte para a sua
producdo, e ao analisarmos amostras de agua de produtores com problemas ocasionados por
Pythium spp., temos verificado nestas amostras a presenca nao sé de isolados de Pythium, mas
também de outros géneros de organismos zoosporicos, tais como Achlya C. G. Nees,
Saprolegnia (C. G. Nees) e Dictyuchus Leitgeb, o que demonstra que maior atengédo deve ser

dada a este fator, para que a protecdo das culturas hidropénicas seja assegurada.
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