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RESUMO

Morandi, M.A.B.; Santos, E.R.; Mattos, L.P.V.; Bonugli, R.C. Associacdo de lodo de esgoto e Clonostachys rosea para a supressdo de Botrytis
cinerea em restos culturais de roseira. Summa Phytopathologica, v.31, p.358-366, 2005.

A produgdo de rosas de corte no estado de Sdo Paulo € uma ativi-
dade de importante expressao socio-econdmica. Porém, as perdas de-
vido ao mofo cinzento (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) sio significativas e
levam ao uso intensivo de fungicidas, o que tem causado, entre outros
problemas, a contaminag¢io do ambiente e dos aplicadores e a predo-
mindncia de isolados resistentes do patégeno. O objetivo deste traba-
lho foi avaliar a supressido da esporulagdo de B. cinerea em restos
culturais de roseira pela associacao de Clonostachys rosea (Link: Fr.)
Schroers, Samuels, Siefert and W. Gams (ex. Gliocladium roseum
Bainier) e matéria organica (MO), como alternativa para o manejo da
doenca. Utilizaram-se lodo de esgoto e composto orginico a base de
lodo e bagago de cana como fontes de MO. Apesar de ndo ter havido
aumento significativo na taxa de degradagio dos restos com a aplica-
¢do de MO, verificou-se reducdo na esporulagido de B. cinerea com
estes tratamentos. Esta reducao foi, provavelmente, devido ao aumen-
to da competi¢ao microbiana nos restos, especialmente pela ocorrén-

cia de Trichoderma sp. Nos tratamentos com C. rosea em condiges
controladas, recuperou-se o antagonista dos restos culturais por mais
de 70 dias apés a inoculagiio e verificou-se significativa reducdo da
esporulagio de B. cinerea. A cobertura dos restos com MO aumentou
a sobrevivéncia de C. rosea e suprimiu a esporulagio do patégeno em
70 a 100%, valor superior ao obtido com o antagonista ou as fontes de
MO isoladamente (25 a 65%). Quando aplicado no campo. porém, o
estabelecimento de C. rosea foi reduzido e proporcionou apenas ligei-
ra reducio na esporulagio do patégeno. O desenvolvimento e produ-
¢do de botdes florais nas plantas adubadas com NPK, lodo e compos-
to, ou naquelas onde foi aplicado C. rosea, nao diferiram significativa-
mente. Os resultados obtidos em condi¢des controladas com o uso
associado de C. rosea ¢ MO na supressio de B. cinerea sio promisso-
res. Entretanto, é necessdrio identificar os fatores que afetam a
performance do antagonista a campo, de forma a se estabelecer uma
estratégia vidvel do seu uso em cultivos comerciais de roseira.
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ABSTRACT

Morandi, M.A.B.; Santos, E.R.; Mattos, L.P.V.; Bonugli, R.C. Association of sewage sludge and Clonostachys rosea 1o suppress Botrytis cinerea

on rose debris. Summa Phytopathologica, v.31, p.358-366, 2005.

The cultivation of cut roses is an important social-economic
activity in the State of Sdo Paulo. However, there are significant losses
due to the occurrence of gray mold caused by Botrytis cinerea Pers.:Fr.
in the crop. The intensive use of fungicides for the control of this
disease has, as consequences, contamination of the environment and
workers, and the predominance of resistant isolates of B. cinerea. The
main objective of this study was to evaluate the effects of the associated
use of Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels, Siefert and
W. Gams (ex. Gliocladium roseum Bainier) and organic matter (OM)
as an alternative method to suppress B. cinerea sporulation on rose
debris. Crude and composted (with sugar cane bagasse) sewage sludge
were used as OM sources. Although the application of the OM did
not accelerate the degradation rate of the rose debris, it significantly
suppressed the B. cinerea sporulation by increasing the microbial
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competition, especially due to the occurrence of Trichoderma sp. When
applied alone, C. rosea was recovered from the debris for more than 70
days after inoculation in controlled conditions. It also significantly reduced
the pathogen sporulation. When associated with the OM sources, C.
rosea consistently suppressed B. cinerea sporulation by 70 to 100%,
which was higher than the values found for the suppression of the fungus
by OM or C. rosea alone (25 to 65%). In commercial field conditions,
however, the survival of C. rosea was severely reduced, and only a slight
reduction on B. cinerea sporulation was observed. The development of
the plants and the flowers yield were not affected by the use of C. rosea
or the OM sources. These results indicate that the associated use of C.
rosea and OM for B. cinerea suppression on rose debris is promising. but
it is still necessary to identify the factors that affect the antagonist’s
performance in the field in order to implement its commercial use.
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As exportagdes de flores e plantas ornamentais atingiram
US$ 2,49 milhdes em junho de 2004, o maior valor mensal jd
comercializado pelo Pais, no segmento da floricultura. As proje-
¢oes de fechamento do ano de 2004 sdo de US$ 25 milhes, o
que representa um aumento de cerca de 30% em relagio ao ano
de 2003 (13). Neste mercado, as flores frescas de corte ocupam
a segunda posic¢ao, s6 perdendo para o segmento de mudas de
plantas ornamentais. A maior parcela das flores frescas exporta-
das pelo Brasil constituem-se em rosas, crisintemos, lisianthus
¢ gérberas, entre outras e sdo origindrias, principalmente, do
estado de Sdo Paulo, que responde por quase 80% das vendas
externas. No caso especifico de rosas, a produ¢do no Brasil gira
em torno de 16 a 20 milhdes de dizias por ano. A expansdo do
mercado externo, especialmente nos paises Europeus, traz no-
vas perspectivas para a floricultura brasileira, no entanto, o
setor produtivo precisa se aprimorar para atender aos padrdes
de qualidade requeridos (23).

Um dos principais problemas fitossanitarios da roseira € o
mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea Pers.:Fr. A doenca
provoca perdas severas tanto no campo quanto durante o
armazenamento e transporte, mesmo sob baixa temperatura (2 a
5°C) (12, 28). O patégeno ¢ de dificil controle por apresentar
diferentes estratégias de sobrevivéncia e infeccao, além de gran-
de variabilidade genética. O uso intensivo de fungicidas tem
causado problemas que incluem aumento do custo de produ-
¢ao, crescimento da polui¢do ambiental, predominancia de iso-
lados do patégeno resistentes a fungicidas, contaminac¢io dos
aplicadores e efeitos danosos a microbiota saprofitica, que exer-
ce papel vital no equilibrio biolégico (7).

Entre as vdrias formas de controle propostas para o mofo
cinzento, que ndo envolvem o uso de fungicidas, destacam-se:
o manejo de restos de cultura e o controle biolégico (7, 8, 9, 15,
20, 26). Como a principal fonte de indculo de B. cinerea em
cultivos de roseiras sdo os restos culturais, compostos por
pétalas, hastes e, principalmente, folhas, diversos autores (1, 5,
24) recomendam a eliminagao destes restos como medida im-
portante para o manejo da doenga. Entretanto, essa pratica € de
dificil execugao e requer considerdvel gasto de mao-de-obra. As-
sim, 0 manejo dos restos culturais com o uso de prdticas que esti-
mulem o desenvolvimento de antagonistas com capacidade de
suprimir a esporulacio do patdgeno € uma alternativa vidvel.

Para suprimir a esporulacdo de patégenos necrotréficos,
como B. cinerea, o antagonista deve ser capaz de colonizar
rapidamente o substrato, mesmo na presenca do patégeno e de
competir eficientemente com ele (15). Tentativas de controle
biologico de B. cinerea nas quais se tem buscado proteger
folhas verdes e flores da infeccdo pelo patégeno tém tido pou-
co sucesso, devido ao curto tempo de interagio entre patégeno
e antagonista no filoplano (7, 9). Entretanto, a estratégia que se
baseia na supressdo do crescimento micelial saprofitico de B.
cinerea nos restos culturais pode reduzir a esporulagdo do
patégeno e retardar o inicio da epidemia. Uma vantagem adici-
onal desta estratégia € o longo tempo de interagido entre o
patégeno e os antagonistas (15, 25).

O fungo Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels,
Siefert and W. Gams (ex. Gliocladium roseum Bainier) € capaz
de se estabelecer e suprimir a esporulagido de B. cinerea em
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tecidos de roseira sob diferentes condigoes (19, 20, 21, 22, 27).
A eficiéncia de C. rosea esta diretamente relacionada a habili-
dade do antagonista em colonizar os tecidos senescentes mais
rapidamente que o patdgeno (20, 21). Neste sentido, fatores
como o estadio de desenvolvimento de folhas e pétalas quan-
do da aplicagdo dos esporos do antagonista, a comunidade
microbiana associada a estes tecidos, as condicdes climdticas
predominantes durante os eventos da colonizagdo e a presenca
de residuos de fungicidas determinam a eficiéncia de C. rosea
(19, 20, 26, 29). A habilidade de C. rosea em crescer
endofiticamente em tecidos verdes, sem causar danos ao hos-
pedeiro, confere ao antagonista importante vantagem competi-
tiva em relagdo ao patégeno na colonizacdo dos tecidos duran-
te sua senescéncia (14, 20, 26, 29). Desta forma, a aplicagdo do
antagonista na parte aérea da planta pode contribuir para supri-
mir a esporulacdo do patégeno nos restos culturais.

O estimulo ao desenvolvimento de comunidades naturais
de microrganismos nos restos culturais € outra possivel estra-
tégia de supressdo da esporulacao de B. cinerea. Isto pode ser
implementado pela adi¢do de matéria organica rica em nitrogé-
nio, como por exemplo, o lodo de esgoto gerado nas Esta¢des
de Tratamento de Esgotos (ETE). Apenas na grande Sao Paulo
é gerado 500 Mg.dia' de lodo de esgoto base seca. Assim, é
necessario desenvolver alternativas seguras e factiveis para
esse produto ndo se transformar num novo problema ambiental,
mas sim tirar vantagens ambientais de sua disposicdo (4). Entre
as alternativas, a disposic@o agricola tem sido avaliada, pois os
lodos sdo ricos em macro e micro nutrientes, com reconhecida
capacidade de aumentar a produtividade de culturas em dife-
rentes solos (16). O efeito nutricional do lodo de esgoto nas
plantas estd bem documentado na literatura. No entanto, em
relacdo aos seus efeitos sobre as doencas de plantas, existem
poucas informagdes disponiveis. O lodo de esgoto pode cola-
borar no controle de doengas de plantas, principalmente as
causadas por patégenos veiculados pelo solo e por aqueles
que sobrevivem nos restos culturais devido a sua capacidade
em ativar e modificar a microbiota do solo e dos residuos vege-
tais. Bettiol & Santos (3) citam vdrios patossistemas onde a
incorporacao de lodo de esgoto nos solos reduziu a incidéncia
ou a severidade de doencas. Por outro lado, existem também
relatos de aumento de doencas com a incorporagao do lodo de
esgoto, como as podriddes radiculares causadas por Pythium
ultimum e Thielaviopsis basicola em feijao, ervilha e algodao
(17) e de colmo do milho, causada por Fusarium spp. (2).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso integra-
do de lodo de esgoto e do agente de controle biolégico C.
rosea na supressdo da esporulagdo de B. cinerea em restos
culturais de roseiras.

MATERIALEMETODOS

Plantas de rosa

Para os ensaios de laboratério e casa de vegetacio utiliza-
ram-se plantas de rosa cultivar ‘Nivea’. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo em vasos de 18 L contendo
uma mistura (1:1 v/v) de terra de subsolo e substrato (Compos-
to Orgénico Basico ProVaso ou Multiplant Terra do Paraiso).
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Foram realizadas adubagdes de manutengio a cada 15 a 20 dias
com adubo liquido completo Ouro Verde. O ensaio em campo
foi realizado em plantio comercial com a mesma cultivar, com
aproximadamente dois anos de idade, em Holambra, SP.

Lodo de esgoto e composto

O lodo de esgoto e composto organico a base de lodo de
esgoto e bagago de cana utilizados nos ensaios foram obtidos
na Estagdo de Tratamento de Esgotos de Jundiai, SP. A andlise
fisico-quimica dos materiais estd apresentada na Tabela 1.

As doses utilizadas de lodo de esgoto e composto foram
definidas de forma que o volume final aplicado fosse seme-
lhante e proporcionasse uma cobertura homogénea dos res-
tos culturais entre os tratamentos. Como a relagdo das den-
sidades do lodo (900 Kg/m*) e do composto (476 Kg/m®) é
préxima de 2, estabeleceu-se a dose de composto como a
metade da dose de lodo.

Inoculo de Botrytis cinerea e de Clonostachys rosea

Nos ensaios de laboratério utilizou-se um isolado de B.
cinerea obtido de botdes de rosa e um isolado de C. rosea
obtido de restos culturais de roseira, ambos mantidos em cultu-
ra pura em BDA. Para o ensaio a campo, inéculo do antagonista
foi produzido em grios de arroz, conforme protocolo descrito
por Morandi (18). Na drea ocorrem epidemias naturais de B.
cinerea durante todo o ano, nio sendo necessdria inoculacao
com o patégeno.

Tabela 1. Anilise fisico-quimica do lodo de esgoto e do composto
organico utilizado nos experimentos.

Atributo Unidade Lodo Composto
Fosforo gkg! 6,6 3.8
Potdssio gkg! 1,1 1,6
Sédio gkg! 1.8 1.9
Arsénio mgkg! <0,1 <0,1
Cadmio mg.kg' T 9,3
Chumbo mgkg' 192,0 97,05
Cobre mg.kg! 856,2 3849
Cromo total mgkg! 180,6 79.8
Merciirio mgkg! <0.1 <0,1
Molibdénio mgkg' <0,1 <0,1
Niquel mg.kg! 3531 26,5
Selénio mg.kg! <0.1 <0,1
Zinco mgkg' 1588.8 621.0
Boro mg.kg! 15,0 7.6
pH 5,6 6.0

Carbono organico gkg! 303.6 294,35
Nitrogénio Kjedhal gkg! 28,0 18.0
Nitrogénio-amoniacal mgkg! 50,8 23420
Nitrogénio Nitrato- mg.kg! 1122 30,3
Nitrico

Enxofre gkg! 258 12,9
Manganés mg.kg' 688,3 389.2
Ferro gkg! 13,3 94,49
Magnésio gkg! 2,1 1,33
Aluminio mgkg 17620 18410
Cilcio gkg! 10,5 6,58
Sélidos voldteis % 62,8 46.5
Umidade e 75,8 24.6
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Incidéncia de fungos saproéfitas, estabelecimento de
Clonostachys rosea e supressao da esporulacao de Botrytis
cinerea nos restos culturais em condicoes controladas

Para avaliar as altera¢des na incidéncia de fungos saprofitas
nos restos culturais cobertos por lodo de esgoto ou composto
foi utilizado o método de incubagio de tecidos em meio PCA
(Paraquat Cloranfenicol Agar), descrito por Sutton & Peng (25)
e modificado por Morandi (18). Para tal, folhas de roseiras cul-
tivadas na casa de vegetacdo foram colhidas e acondicionadas
em bandejas pldsticas previamente forradas com papel toalha
esterilizado e umedecido com dgua destilada esterilizada. As
folhas foram cobertas por lodo de esgoto (dose para fornecer
900 Kg.ha' de N), composto (dose para fornecer 450 Kg.ha' de
N) ou mantidas sem cobertura (testemunha). As quantidades
de lodo e composto para cobrir as folhas foram calculadas con-
siderando-se a dose desejada e a drea da superficie interna das
bandejas. O material foi mantido por 48 h em camara de cresci-
mento a 2542 °C, fotoperiodo de 12 h e umidade relativa do ar
(UR) de 50 a 60 %. Apés este periodo, discos de folhas (1 cm de
diametro) foram retirados e plaqueados em PCA e mantidos por
7 a 10 dias nas mesmas condi¢des descritas. Ap6s este periodo,
avaliou-se a freqiiéncia de ocorréncia de colonias flingicas nos
discos. Os microrganismos presentes nos discos foram isola-
dos, mantidos em cultura pura em BDA e identificados ao nivel
de género por andlise morfolégica. O ensaio foi conduzido em
delineamento inteiramente ao acaso, com trés tratamentos ¢
trés repeticoes. De cada repetigao foram preparadas quatro pla-
cas com 12 discos de folhas cada, totalizando 144 discos avali-
ados por tratamento. O ensaio foi repetido.

Para avaliar o estabelecimento e sobrevivéncia de
Clonostachys rosea em restos cobertos com lodo de esgoto ou
composto, folhas de roseira foram coletadas e acondicionadas
em bandejas pldsticas como descrito anteriormente. As folhas
foram pulverizadas com suspensao de 107 conidios.mL"' de C.
rosea e mantidas por 24 h em cimara de crescimento a 25+2 °C,
fotoperiodo de 12 h e UR acima de 90%. Apds este periodo, as
folhas tratadas com o antagonista foram cobertas por lodo de
esgoto e composto nas doses de 900 e 450 Kg.ha' de N, res-
pectivamente, ou mantidas sem cobertura em condicdes de alta
umidade (>90%) ou UR ambiente (50-60%). Amostras de folhas
foram retiradas em intervalos semanais e plaqueadas em PCA
para recuperagio de C. rosea. No primeiro ensaio, amostras
foram retiradas até 70 dias ap6s a inoculacdo (DAI) e no segun-
do, até 78 DALI. Os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente ao acaso, com quatro tratamentos e trés repetigoes.
De cada repeti¢io, em cada coleta, foram preparadas trés placas
com 12 discos (limbo foliar) ou 12 segmentos de | ¢cm (haste) cada,
totalizando 108 discos ou segmentos avaliados por tratamento,
por coleta. No segundo ensaio avaliou-se apenas o limbo foliar.

Para avaliar o efeito da aplicacdo de C. rosea e lodo de
esgoto ou composto, isolados ou em combinagido, sobre a
esporulagio de B. cinerea nos restos culturais, folhas de rosei-
ra foram coletadas, acondicionadas em bandejas plasticas, pul-
verizadas com suspensio de 10* conidios.mL"' de B. cinerea ¢
mantidas por 24 h em cdmara de crescimento a 25+2 °C,
fotoperiodo de 12 h e UR acima de 90%. Apés este periodo, as
folhas foram cobertas com lodo de esgoto e composto nas do-
ses descritas, ou pulverizadas com C. rosea (107 conidios.mL™")
e cobertas com lodo ou composto. Amostras de folhas foram
retiradas apés 7, 14 e 28 dias da inoculagido do patégeno e
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plaqueadas em PCA para se avaliar a esporulacdo do patdgeno
e do antagonista. Para avalia¢do do patégeno foi utilizada a
escala de notas desenvolvida por Sutton & Peng (25) e, para C.
rosea, a escala descrita por Morandi et al. (21). O ensaio foi
conduzido em delineamento inteiramente ao acaso, com seis trata-
mentos e trés repeticoes. De cada repeti¢io, em cada coleta, foram
preparadas trés placas com 12 discos cada, totalizando 108 discos
avaliados por tratamento, por coleta. O ensaio foi repetido.

Aplicacio de Clonostachys rosea,lodo e composto em roseiras
em casa de vegetacao

Para avaliar o desenvolvimento e produgido de botdes flo-
rais em roseiras em fun¢do do uso de lodo e composto, foi
conduzido um ensaio em casa de vegetagdo. Os seguintes tra-
tamentos foram realizados: adubacdo com NPK (padrio utiliza-
do pelo produtor, em torno de 1000 Kg.ha' de N); adubagio
com lodo de esgoto para fornecer 600 kg.ha' de N e adubacao
com composto para fornecer 300 kg.ha' de N. Foi incluida uma
testemunha NPK onde foi aplicado também C. rosea. O ensaio
foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com cinco
repeti¢oes. Os tratamentos foram aplicados inicialmente apds a
realizagdo de poda no més de julho/2003 e repetidos a cada trés
meses. Em intervalos quinzenais, a partir de agosto/2003 até
agosto/2004, avaliou-se o niimero de botdes florais em ponto
de colheita. Ap6s cada avaliacao os botoes foram removidos.
Em intervalos mensais a partir de julho/2003 até fevereiro/2004
(com exce¢ao dos meses de outubro e novembro) avaliou-se o
contetdo de clorofila das folhas do terco médio das plantas.
Essa medida foi usada como indicativo de balanco nutricional
nas plantas. Para tanto, utilizou-se um medidor de contetido de
clorofila Minolta SPAD. A medida ¢ adimensional e possui va-
lor comparativo entre os tratamentos. Em cada planta, em cada
data, foram avaliadas 25 folhas.

Em outro ensaio, avaliou-se o efeito da aplicagao prolongada
de C. rosea sobre as plantas de roseira. Para tal, plantas foram
pulverizadas com suspensdo do antagonista (107 conidios.mL™")
ou com dgua (testemunha) em intervalos semanais de julho/2003
até fevereiro/2004. Em intervalos mensais avaliaram-se: o conted-
do de clorofila das folhas do ter¢o médio das plantas e o nimero de
botdes florais por planta. O ensaio foi conduzido em delinea-
mento inteiramente ao acaso, com trés repeti¢oes.

Para avaliar a degradacio dos restos culturais em fungao da
aplicacdo de lodo ou composto, folhas de roseira foram
coletadas, acondicionadas em envelopes de tela pldstica (tela
mosquiteiro), colocadas na superficie do solo sob cultivo de
rosas em casa de vegetacdo e cobertas por lodo, composto.
solo de cultivo ou mantidas sem cobertura (testemunha). A cada
sete dias os envelopes foram retirados, limpos, secos ao ar e
pesados, até nio haver mais altera¢iio no peso da testemunha.
O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso,
com cinco repeti¢oes.

Aplicacao de Clonostachys rosea,lodo e composto em cultivo
comercial a campo

O ensaio foi conduzido em uma drea de produgio comercial
a campo de rosas, no municipio de Holambra, SP, onde ocorrem
epidemias de B. cinerea. Os tratos culturais nio relacionados
ao experimento (irrigacdo, colheita, aplicagio de agrotéxicos e
outros) foram feitos conforme as priticas adotadas pelo produ-
tor. Os seguintes tratamentos foram realizados: 1. Adubacgio
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padrao adotada pelo produtor (em torno de 1000 Kg.ha' de N);
2. Lodo de esgoto para fornecer 600 Kg.ha' de N +
complementacido com P e K: 3. Lodo de esgoto para fornecer
900 Kg.ha' de N + complementacdo com K; 4. Composto para
fornecer 300 Kg.ha' de N: e 5. Composto para fornecer 450
Kg.ha' de N. A aplicagio do lodo de esgoto e composto foi
realizada logo ap6s a poda no més de agosto de 2002. O material
foi distribufdo na superficie do solo, cobrindo os restos cultu-
rais ali presentes. No tratamento 1, os fertilizantes foram parce-
lados a cada 15 dias a partir da poda, conforme prética tradicio-
nal dos produtores.

Aplicou-se C. rosea quinzenalmente em todos os tratamen-
tos. A aplicag@o do antagonista foi realizada, via pulverizagio,
ressuspendendo-se o indculo do fungo em dgua mais surfactante
(Tween 80, 0,5 mL.L"' de dgua), obtendo-se concentragao final de
107 conidios.mL"". Nas pulverizacoes, utilizou-se pulverizador costal
e aplicou-se 1 L de calda para cada 10 m? de canteiro, atingindo os
tercos médio e inferior das plantas. Foi incluida uma testemu-
nha adubada com NPK e sem a aplicacdo de C. rosea.

O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos ao aca-
so com trés repeti¢oes. As dimensoes de cada parcela foi de 5 x
5 m, incluindo 5 linhas de cultivo. As avaliagdes foram realiza-
das nas trés linhas centrais de cada parcela.

Amostras de restos culturais foram coletadas de setembro/
2002 a julho/2003, em intervalos de 15 a 20 dias para avaliagdo da
esporulagiio do patdgeno e sobrevivéncia de C. rosea. As amos-
tras eram compostas de 30 a 40 folhas recém caidas das plantas. De
cada amostra retiraram-se 24 discos que foram plaqueados em
PCA e incubados por 7 a 10 dias. Ap6s este periodo, foram
calculadas a incidéncia de B. cinerea e C. rosea nos restos.

Amostras de solo foram retiradas nas parcelas mensalmen-
te de dezembro/2002 a julho/2003 para andlise de atividade
microbiana total, por meio da hidrélise de diacetato de
fluoresceina (FDA) (11).

O desenvolvimento das plantas foi avaliado visualmente ao
longo do ensaio e a produtividade foi avaliada pela contagem do
nimero de botdes com padrdo comercial em dreas previamente
demarcadas de 1 m® nas trés linhas centrais de cada parcela. Foram
realizadas duas avaliagcdes em periodos de pico de produgio.

Analise dos resultados

Para a andlise dos resultados, foi utilizado o pacote estatis-
tico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC). Dados de esporulagio
e crescimento flingico foram analisados por andlise de variincia
(ANOVA) e os tratamentos comparados pelo teste de Tuckey
ou LSD. A Area Abaixo da Curva de Esporulagdo (AACE) de C.
rosea ¢ de B. cinerea foi calculada para os ensaios de sobrevi-
véncia de C. rosea e para o ensaio de campo. Os dados de
degradacgao de restos culturais foram ajustados ao modelo
exponencial negativo, representado pela equagdo y = a*exp(-
b*x); onde: y € o peso da amosira em gramas; a representa o
peso inicial da amostra; b a taxa de degradag@o; e, x o tempo. As
curvas foram comparadas por meio do intervalo de confianga
das diferengas (IC)) entre as taxas de degradacio (b) (6). Por
esta andlise, quando o0 IC inclui o valor zero, aceita-se a hipéte-
se nula, ou seja, que os parametros nio diferem.

RESULTADOS

Incidéncia de fungos saprofitas, estabelecimento de Clonostachys

361



rosea e supressao da esporulacio de Botrytis cinerea nos restos
culturais em condi¢des controladas

Em ambos os ensaios, o lodo de esgoto e o composto alte-
raram a ocorréncia e freqiiéncia de fungos nos restos culturais.
Assim os dados foram agrupados para andlise (Figura 1). Qua-
litativamente, as mudangas mais significativas foram a ocorrén-
cia de Trichoderma sp. e Verticillium sp. e a supressdo de Al-
ternaria sp. ¢ Gonatobotrys sp.

Clonostachys rosea foi recuperado até 70 DAI em restos cul-
turais cobertos com lodo, composto ou mantidos sem cobertura,
exceto naquele em que as folhas foram mantidas em alta UR (>90%)
por todo o periodo. Neste dltimo caso, a decomposigio foliar foi
acelerada e observou-se o intenso crescimento de bactérias, s6
sendo possivel recuperar o fungo até 35 DAI em limbo foliar e 42
DAI em hastes. A recuperacdo de C. rosea nos tratamentos com
lodo e composto foi significativamente superior a testemunha para
ambos os tecidos (Figura 2A). Nio se observou diferenca na velo-
cidade de degradagiio das folhas mantidas com ou sem cobertura
com lodo e composto, porém em baixa umidade relativa (50-
60%). No segundo ensaio, verificou-se a mesma tendéncia, en-
tretanto C. rosea foi recuperado até 78 DAI (Figura 2B).

A aplicag@o de lodo de esgoto e composto proporcionou
reduciio na esporulacdo de B. cinerea aos 7 ¢ 28 DAl e aos 14 e
28 DAI no primeiro e segundo ensaios, respectivamente (Figu-
ras 3A e 3B). O tratamento com C. rosea suprimiu a esporulacao
do patégeno nas trés avaliagdes no primeiro ensaio, porém a
reducdo foi menor a cada avaliacdo. No segundo ensaio, C.
rosea suprimiu o patégeno apenas apds 28 DAI. As combina-

¢oes de lodo ou composto mais C. rosea suprimiram consisten-
temente (>70%) a esporulacio de B. cinerea em todas as avali-
acoes em ambos os ensaios (Figuras 3A e 3B). De forma seme-
lIhante ao obtido no ensaio anterior, o crescimento de C. rosea
aumentou na presenca de lodo e composto.

Aplicacao de Clonostachys rosea,lodo e composto em roseiras
em casa de vegetaciao

Plantas adubadas com NPK, lodo ou composto ndo diferi-
ram significativamente no desenvolvimento e producao de bo-
toes florais. A produtividade média variou de 22 a 27 botdes por
planta no periodo avaliado. O teor de clorofila nas plantas adu-
badas com NPK ou lodo/composto variou com a época do ano.
Observou-se redugio significativa no teor de clorofila nas plan-
tas adubadas com composto nos meses de setembro e outubro
(Figura 4). A aplicagio semanal de C. rosea em plantas na casa
de vegetacgdo ndo afetou o crescimento, o contetido de clorofila
e a producio de botdes florais.

Os dados de degradagdo de restos cobertos com lodo, com-
posto, solo de cultivo ou mantidas sem cobertura se ajustaram
adequadamente ao modelo exponencial negativo (Figura 5). As
taxas foram comparadas duas a duas pelo intervalo de confian-
ca da diferenga (IC)) entre os pardmetros (teste t, P=0,05). Nao
houve diferencas significativas entre nenhum dos tratamentos,
uma vez que, em todas as comparagdes, o IC, incluiu o valor
zero. Na testemunha, a perda de peso foi inicialmente acelerada
em fungdo da rapida desidratacdo do material.
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Figura 1. Incidéncia de fungos em folhas de roseira cobertas com lodo de esgoto e composto orginico, ou mantidas sem cobertura (testemunha).
As barras representam a porcentagem de recuperacao dos fungos em um total de 144 discos de folhas por tratamento. Média dos dois ensaios.
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Figura 2. Area abaixo da curva de esporulagio (AACE) de
Clonostachys rosea em discos de limbo foliar e hastes foliares de
roseira inoculadas com o fungo e mantidas sob os seguintes tratamen-
tos: 1- testemunha alta UR (UR>90%); 2- Testemunha baixa UR (UR
ambiente = 50 a 60 %); 3- cobertas com composto; e, 4- cobertas com
lodo de esgoto. As amostras foram retiradas em intervalos semanais
até 70 dias ap6s a inoculagao (DAI) no ensaio 1 (A) e 78 DAI no
ensaio 2 (B). As barras sido valores médios, cada uma com erro padrio.
Médias de tratamentos para dado tecido (haste ou limbo) seguidas
pela mesma letra nao diferem significativamente (Fisher pLSD, P<0,05).

Aplicacao de Clonostachys rosea, lodo e composto em cultivo
comercial a campo

Obtiveram-se os valores de incidéncia de discos de restos
de cultura com esporulagdo de B. cinerea e, ou, C. rosea e
calculou-se a AACE para cada fungo (Figura 6). Verificou-se
ligeira reduc@o na AACE de B. cinerea em fung¢@o da aplicagio
de C. rosea, porém nao houve diferenga entre os tratamentos com
lodo, composto ou NPK. A recuperacio de C. rosea a partir das
amostras de restos coletadas foi relativamente baixa e apresentou
grande variabilidade. Nas parcelas da testemunha verificou-se a
presenca esporddica e em baixo nivel de C. rosea. Como antes do
inicio dos experimentos o fungo nao foi detectado na drea experi-
mental, este efeito foi atribuido a contaminagiio destas parcelas
por conidios oriundos das parcelas tratadas com C. rosea.

A atividade microbiana total do solo, medida pela hidrélise de
diacetato de fluoresceina (FDA) variou com a época da coleta da
amostra, com pico de atividade no més de janeiro. Entretanto, s6
ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos nos me-
ses de dezembro, marco e maio. Nos meses de dezembro e maio,
ocorreu reducao da atividade microbiana total no tratamento com
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Figura 3. Supressio da esporulagdo de Borrytis cinerea (Bc) em fo-
lhas inoculadas com o patdgeno, na presenga ou auséncia de
Clonostachys rosea (Cr) e mantidas em condi¢do ambiente (Bc; Be+Cr),
cobertas com composto (Bc+Comp; Be+Cr+Comp) ou com lodo de
esgoto (Be+Lodo; Be+Cr+Lodo). As amostras foram retiradas aos 7,
14 e 28 dias apds a inoculagdo, e avaliadas quanto a esporulag@o de B.
cinerea pela técnica de incubagio de tecidos em PCA. (A) ensaio 1;
(B) ensaio 2.
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Figura 4. Contetido de clorofila (medidor de clorofila Minolta SPAD)
nas folhas do ter¢o médio de plantas de roseira adubadas com NPK,
NPK + aplicagio de C. rosea, lodo de esgoto ou composto orgénico a
base de lodo de esgoto e bagaco de cana. A medida é adimensional e
possui valor comparativo entre os tratamentos. As curvas mostram
valores médios com barras de erro padréo.

363



Peso da amostra (g)

* Repeticdes
o Média
Regressao

y=5,34 " exp (-0,31 * tempo)

R?=0,80

t il

e ©
N\ ¥

. . y=5,76 * exp (-0,24 * tempo) |
. . R?=0,93

y = 5,38 * exp (-0,22 * tempo)

R?=0,88

T T T ™

7 8 9 10 1

R?=0,94

8

y =6,31"exp (-0,21 * tempo) &

8 9 10 N

Tempo (semanas)

Figura 5. Degradacdo de restos culturais de roseira (A) mantidos sem cobertura na superficie do solo (testemunha); (B) cobertos com solo de
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os parametros, segundo proposto por Campbell e Madden (6) ¢ ndo apresentam diferengas significativas (teste t, P=0,05).
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Figura 6. Area abaixo da curva de esporulacio (AACE) de Borryris
cinerea e Clonostachys rosea em discos de folhas retirados em inter-
valos de 15 a 20 dias de restos culturais de roseiras adubadas com
adubo mineral (Testemunha NPK), lodo de esgoto (Lodo 600 Kg.ha'
de N; Lodo 900 Kg.ha! de N) ou composto organico a base de lodo de
esgoto e bagaco de cana (Composto 300 Kg.ha' de N; Composto 450
Kg.ha' de N), onde foi aplicado C. rosea a cada 15-20 dias ou dgua apenas
(Testemunha NPK sem C. rosea). Foram realizadas 18 coletas entre
setembro/2002 e julho/2003. As barras sao valores médios cada uma com
erro padrao. Médias de tratamentos para dado fungo seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente (Fisher pLSD, P<0,05).

dose alta de lodo (900 Kg.ha'! de N). Apenas no més de margo a
atividade microbiana foi significativamente menor na testemunha
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Figura 7. Atividade microbiana total medida pela hidrélise de diacetato
de fluoresceina (FDA) em canteiros de roseiras adubadas com adubo
mineral (Testemunha NPK), lodo de esgoto (Lodo 600 Kg.ha' de N;
Lodo 900 Kg.ha' de N) ou composto orginico a base de lodo de
esgoto e bagaco de cana (Composto 300 Kg.ha' de N; Composto 450
Kg.ha' de N). Foram realizadas amostragens mensais entre dezembro/
2002 e Julho/2003. As barras s@o valores médios cada uma com erro
padrao. Médias de tratamentos em dada época de avaliagao seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente (Fisher pLSD, P<0.05).

em relag@o aos demais tratamentos (Figura 7).

A produgdo de botdes.m™ de canteiro foi de (médiazerro)
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20,1+1,83 na testemunha; 17,8+1,52 e 19,2+1,87 nos tratamen-
tos com composto nas doses 300 e 450 Kg.ha'', respectivamen-
te; e 22,0+2,04 e 23,8+1,78 nos tratamentos com lodo nas doses
600 e 900 Kg.ha' de N, respectivamente. As médias nao diferi-
ram significativamente pelo teste de Tuckey a 5%.

DISCUSSAO

Clonostachys rosea estabeleceu-se eficientemente nos res-
tos culturais de roseira em condic¢des controladas, o que pode
ser evidenciado pela recuperacio do fungo até mais de 70 dias
apos a inoculagdo e pela significativa redugdo da esporulacao
de B. cinerea nos tratamentos com o antagonista. A cobertura
dos restos com lodo de esgoto ou composto melhorou a sobre-
vivéncia de C. rosea e proporcionou controle da esporulagdo
do patdgeno superior ao obtido com o antagonista ou as fon-
tes de matéria organica isoladamente. O aumento da sobrevi-
véncia de C. rosea nas folhas tratadas com o fungo e cobertas
com a matéria orginica pode estar relacionado a menor taxa de
dessecacdo observada no material vegetal, quando comparada
as folhas mantidas sem cobertura. Quando as folhas foram
mantidas sob alta umidade, houve aceleragdo da sua decompo-
sicdo que levou ao esgotamento rdpido de nutrientes e conse-
qiiente redugido da sobrevivéncia de C. rosea.

A cobertura dos restos com as fontes de matéria orginica
nao acelerou a degradagdo dos tecidos. Portanto, a redugao na
esporulacdo de B. cinerea obtida nos tratamentos com o lodo e
o composto foi, provavelmente, devida as alteragdes qualitati-
vas e ao incremento na comunidade microbiana na superficie
dos tecidos, especialmente pela introdugio de fungos com re-
conhecida capacidade antagonista a patégenos necrotroficos,
como Trichoderma sp.

A aplicagcdo semanal de C. rosea por longo periodo ndo
provocou alteragdes visiveis nas plantas, nao afetou a
fotossintese (evidéncia indireta pela avaliacdo do contetido de
clorofila) e a producdo de botdes florais. Esses dados reforcam
que o uso do fungo € seguro para as plantas (26, 30).

Quando aplicado no campo, o estabelecimento de C. rosea
nos restos culturais foi reduzido e proporcionou apenas ligeira
reducdo da esporulagao do patégeno. Estes dados contrastam
com os obtidos anteriormente em cultivos comerciais de rosei-
ras em casa de vegetacdo (19). Segundo estes autores, C. rosea
estabeleceu-se e controlou eficientemente a esporulagio de B.
cinerea nos restos culturais. Entre as causas possiveis desta
discrepancia, destacam-se: a maior flutuaco climdtica no cam-
po. a incidéncia direta de radiagdo UV e a aplicacdo de fungicidas
para o controle de outras doencas (mildio e pinta-preta) duran-
te o experimento. Uma vez que, de forma semelhante ao traba-
lho em casa de vegetacdo, a aplicacdo de C. rosea no campo foi
realizada sempre no final da tarde (apés as 17:00h), quando a
incidéncia de radiag@o solar é menor e as condi¢des de eva-
poragio sdo reduzidas, supde-se que esta nio tenha sido a
causa prioritdria do baixo estabelecimento do antagonista no
campo. Outro fator que pode ser considerado € a competicdo
com as popula¢des microbianas autéctones do solo e dos res-
tos culturais. H4 relatos da inibi¢do de C. rosea por altas popu-
lagoes de fungos saproéfitas (21). Entretanto, como no presente
trabalho verificou-se aumento do crescimento de C. rosea nos
restos culturais tratados com lodo e composto, esta também
nao deve ter sido a principal causa do baixo estabelecimento do
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fungo no campo. Durante o perfodo de condugdo do experi-
mento, realizou-se, em média, uma aplicac@o de fungicidas a
cada 10 dias (dados do produtor). Em contraste, no relato ante-
rior em casa de vegetacdo s6 foram usados fungicidas para
controle de mildio e em intervalos maiores. Como C. rosea €
bastante sensivel aos principais fungicidas utilizados na cultu-
ra da roseira (18), este fato sugere que o uso intensivo de
fungicidas afetou o estabelecimento de C. rosea no campo.

A incorporacgado de lodo de esgoto no solo, em geral, provo-
ca aumento na atividade microbiana total (10). Entretanto, nes-
te ensaio, a aplicagdo superficial de lodo de esgoto e composto
nao proporcionou alteracao significativa na atividade
microbiana total no solo, no periodo avaliado. Como as fontes
de matéria orginica utilizadas no experimento sio ricas em macro
e micronutrientes essenciais ao crescimento das plantas (4, 16)
e foram usadas em concentracoes elevadas, tomando-se como
base a adubacdo nitrogenada usual na cultura, nao foram ob-
servadas alteragdes significativas no estado nutricional das
plantas e na produtividade média de flores. No ensaio em casa
de vegetacio, observou-se reducio significativa no teor de
clorofila nas plantas adubadas com composto nos meses de
setembro e outubro, o que pode ser explicado pela maior rela-
¢do C:N no composto e maior demanda de N pela planta neste
periodo do ano. Este resultado indica a necessidade de
complementag¢ao nutricional com N no caso do uso de compos-
to em substitui¢do ao adubo mineral.

Considerando que os restos culturais de roseira constituem
a principal fonte de inéculo de B. cinerea (1) e que o progresso
da epidemia do mofo cinzento no sistema produtivo depende
deste inéculo produzido no interior da lavoura, € valido adotar
medida(s) de manejo que promova(m) a supressdo da
esporula¢do do patégeno nos restos culturais. Os resultados
obtidos em condig¢des controladas com o uso integrado de C.
rosea e matéria organica na supressao de B. cinerea sio pro-
missores. Entretanto, € necesséria a identificacido dos fatores
que afetam a performance do antagonista a campo, para que
seja possivel estabelecer uma estratégia vidvel do seu uso em
cultivos comerciais de roseira.
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