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RESUMO 

Morandi, M.A.B.; Santos, E.R.; Mattos, L.P.V.; Bonugli. R.C. Associação de lodo de esgoto e Clonostachys rosea para a supressão de Botrytis 
cinerea em restos culturais de roseira. Summa Phytopatlwlogica, v.3 l , p.358-366, 2005. 

A produção de rosas de corte no estado de São Paulo é uma ativi
dade de importante expressão sócio-econômica. Porém, as perdas de
vido ao mofo cinzento (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) são significativas e 
levam ao uso intensivo de fungicidas , o que tem causado, entre outros 
problemas, a contaminação do ambiente e dos aplicadores e a predo
minância de isolados resistentes do patógeno. O objetivo deste traba
lho foi avaliar a supressão da esporulação de B. cinerea em resto 
culturais de roseira pela associação de Clonostachys rosea (Link: Fr.) 
Schroers, Samuels, Siefert and W. Gams (ex. Gliocladium roseum 
Bainier) e matéria orgânica (MO), como alternativa para o manejo da 
doença. Utilizaram- e lodo de esgoto e composto orgânico a base de 
lodo e bagaço de cana como fontes de MO. Apesar de não ter havido 
aumento significativo na taxa de degradação dos restos com a aplica
ção de MO, verificou-se redução na esporulação de B. cinerea com 
estes tratamentos. Esta redução foi , provavelmente, devido ao aumen
to da competição microbiana nos restos, especialmente pela ocorrên-

cia de Trichoderma sp. Nos tratamentos com C. rosea em condições 
controladas, recuperou-se o antagonista dos restos culturais por mais 
de 70 dias após a inoculação e verificou-se significati va redução da 
esporulação de B. cinerea. A cobertura dos restos com MO aumentou 
a sobrevivência de C. rosea e suprimi u a esporulação do patógeno em 
70 a I 00%, 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 redução na esporulação do patógeno. O desenvolvimento e produ
ção de botões florais nas plantas adubadas com NPK, lodo e compos
to, ou naquelas onde foi aplicado C. rosea, não diferiram s ignificativa
mente. Os resultados obtidos em condições controladas com o uso 
associado de C. rosea e MO na supressão de B. cinerea são promisso
res. Entretanto, é necessário identificar os fatores que afetam a 
performance do antagonista a campo, de forma a se estabelecer uma 
estratégia viável do seu uso em cultivos comerciai s de roseira. 

Pa lavras-chave adicionais: controle biológico, Gliocladiwn roseum, lodo de esgoto, composto, mofo c inzento. 

ABSTRACT 

Morandi, M.A.B.; Santos, E.R.; Mattos, L.P.V.; Bonugli, R. C. Association of sewage sludge and Clonostachys rosea to suppress Botrytis cinerea 
on rose debris. Summa Phytopatlwlogica, v.3 1, p.358-366, 2005. 

The culti vation of cut roses is an important soc ial-economic 
a c ti vity in the State o f São Paulo. However, there are signi ficant losses 
due to the occurrence of gray mold caused by Bot1y tis 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 lhe predominance o f resistant isolates o f B. cinerea. The 
ma in objective of this study was to evaluate the effects ofthe associated 
use of Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels, Siefert and 
W. Gams (ex. Gliocladium roseum Bainier) and organic matter (OM) 
as an ahernative method to suppress B. cinerea sporulation on rose 
debris. Crude and composted (with sugar cane bagasse) sewage sludge 
were used as OM ources. Although the application of the OM did 
not accelerate the degradation rate of the rose debris, it significantly 
suppressed the B. cinerea sporulation by increas ing the microbial 
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competition, especially due to the occurrence of Trichodemw sp. When 
applied alone, C. rosea was recovered from the debris for more than 70 
days after inoculation in controlled conditions. Jt also signi ticantly reduced 
Lhe pathogen sporulation. When associated with the OM sources. C. 
rosea consistently suppressed B. cinerea sporulation by 70 to I 00%, 
which was higher than the values found for the suppression o f Lhe fungus 
by OM or C. rosea alone (25 to 65%). Ln 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 8. cinerea suppression on rose debris is promising, but 
it is still necessary to identify the factors that affect the antagonist 's 
performance in Lhe fi eld in order to implement its commercial use. 
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As exportações de flores e plantas ornamentais atingiram 
US$ 2,49 milhões em junho de 2004, o maior valor mensal já 
comercializado pelo País, no segmento da floricultura. As proje
ções de fechamento do ano de 2004 são de US$ 25 milhões, o 
que representa um aumento de cerca de 30% em relação ao ano 
de 2003 ( 13). Neste mercado, as flores frescas de corte ocupam 
a segunda posição, só perdendo para o segmento de mudas de 
plantas ornamentais. A maior parcela das flores frescas exporta
das pelo Brasil constituem-se em rosas, crisântemos, lisianthus 
e gérberas, entre outras e são originárias, principalmente, do 
estado de São Paulo, que responde por quase 80% das vendas 
externas. No caso específico de rosas, a produção no Brasil gira 
em torno de 16 a 20 milhões de dúzias por ano. A expansão do 
mercado externo, especialmente nos países Europeus, traz no
vas perspectivas para a floricultura brasileira, no entanto, o 
setor produtivo precisa se aprimorar para atender aos padrões 
de qualidade requeridos (23). 

Um dos principais problemas fitossanitários da roseira é o 
mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea Pers.:Fr. A doença 
provoca perdas severas tanto no campo quanto durante o 
armazenamento e transporte, mesmo sob baixa temperatura (2 a 
5 oq (12, 28). O patógeno é de di fícil controle por apresentar 
diferentes estratégias de sobrevivência e infecção, além de gran-. 
de variabilidade genética. O uso intensivo de fungicidas tem 
causado problemas que incluem aumento do custo de produ
ção, crescimento da poluição ambiental, predominância de iso
lados do patógeno r((sistentes a fungicidas, contaminação dos 
aplicadores e efeitos danosos à microbiota saprofítica, que exer
ce papel vital no equilíbrio biológico (7). 

Entre as várias formas de controle propostas para o mofo 
cinzento, que não envolvem o uso de fungicidas, destacam-se: 
o manejo de restos de cultura e o controle biológico (7, 8, 9, 15, 
20, 26). Como a principal fonte de inóculo de B. cinerea em 
cultivos de roseiras são os restos culturais, compostos por 
pétalas, hastes e, principalmente, folhas, diversos autores ( I , 5, 
24) recomendam a eliminação destes restos como medida im
portante para o manejo da doença. Entretanto, essa prática é de 
difícil execução e requer considerável gasto de mão-de-obra. As
sim, o manejo dos restos culturais com o uso de práticas que esti
mulem o desenvolvimento de antagonistas com capacidade de 
suprimir a esporulação do patógeno é uma alternativa viável. 

Para suprimir a esporulação de patógenos necrotróficos, 
como B. cinerea, o antagonista deve ser capaz de colonizar 
rapidamente o substrato, mesmo na presença do patógeno e de 
competir eficientemente com ele (1 5). Tentativas de controle 
biológico de B. cinerea nas quais se tem buscado proteger 
folhas verdes e flores da infecção pelo patógeno têm tido pou
co sucesso, devido ao curto tempo de interação entre patógeno 
e antagonista no filoplano (7, 9). Entretanto, a estratégia que se 
baseia na supressão do crescimento micelial saprofítico de B. 
cinerea nos restos culturais pode reduzir a esporulação do 
patógeno e retardar o início da epidemia. Uma vantagem adici
onal desta estratégia é o longo tempo de interação entre o 
patógeno e os antagonistas ( 15, 25). 

O fungo Clonostachys rosea (Link: Fr.) Schroers, Samuels, 
Siefert and W. Gams (ex. Gliocladium roseum Bai nier) é capaz 
de se estabelecer e suprimir a esporulação de B. cinerea em 
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tecidos de roseira sob diferentes condições ( I 9, 20, 21 , 22, 27). 
A eficiência de C. rosea está diretamente relacionada à habili
dade do antagonista em colonizar os tecidos senescentes mais 
rapidamente que o patógeno (20, 21 ). Neste sentido, fatores 
como o estádio de desenvolvimento de folhas e pétalas quan
do da aplicação dos esporos do antagonista, a comunidade 
microbiana associada a estes tecidos, as condições climáticas 
predominantes durante os eventos da colonização e a presença 
de resíduos de fungicidas determinam a eficiência de C. rosea 
( 19, 20 , 26, 29). A habilidade de C. rosea e m crescer 
endofiti camente em tecidos verdes, sem causar danos ao hos
pedeiro, confere ao antagonista importante vantagem competi
ti va em relação ao patógeno na colonização dos tecidos duran
te sua senescência ( 14, 20, 26, 29). Desta forma, a aplicação do 
antagonista na parte aérea da planta pode contribuir para supri
mir a esporulação do patógeno nos restos culturais. 

O estimulo ao desenvolvimento de comunidades naturais 
de microrganismos nos restos culturais é outra possível estra
tégia de supressão da esporulação de B. cinerea. Isto pode ser 
implementado pela adição de matéria orgânica rica em nitrogê
nio, como por exemplo, o lodo de esgoto gerado nas Estações 
de Tratamento de Esgotos (ETE). Apenas na grande São Paulo 
é gerado 500 Mg.dia·' de lodo de esgoto base seca. Assim, é 
necessário desenvolver alternativas seguras e factíveis para 
esse produto não se transformar num novo problema ambiental, 
mas sim tirar vantagens ambientais de sua disposição (4). Entre 
as alternativas, a disposição agrícola tem sido avaliada, pois os 
lodos são 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 está bem documentado na literatura. No entanto, em 
relação aos seus efeitos sobre as doenças de plantas, existem 
poucas informações disponíveis. O lodo de esgoto pode cola
borar no controle de doenças de plantas, principalmente as 
causadas por patógenos veiculados pelo solo e por aqueles 
que sobrevivem nos restos culturais devido à sua capacidade 
em ativar e modificar a microbiota do solo e dos resíduos vege
tais. Bettiol & Santos (3) citam vários patossistemas onde a 
incorporação de lodo de esgoto nos solos reduziu a incidência 
ou a severidade de doenças. Por outro lado, existem também 
relatos de aumento de doenças com a incorporação do lodo de 
esgoto, como as podridões radiculares causadas por Pythium 
ultimum e Thielaviopsis basicola em feijão, ervilha e algodão 
( 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 biológico C. 
rosea na supressão da esporulação de B. cinerea em restos 
culturais de roseiras. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Plantas de rosa 
Para os ensaios de laboratório e casa de vegetação utiliza

ram-se plantas de rosa cultivar 'Nívea' . As plantas foram 
mantidas em casa de vegetação em vasos de 18 L contendo 
uma mistura ( I: I v/v) de terra de subsolo e substrato (Compos
to Orgânico Básico ProVaso ou Multiplant Terra do Paraíso). 
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Foram realizadas adubações de manutenção a cada 15 a 20 dias 
com adubo líquido completo Ouro Verde. O ensaio em campo 
foi realizado em plantio comercial com a mesma culti var, com 
aproximadamente dois anos de idade, em Holambra, SP. 

Lodo de esgoto e composto 
O lodo de esgoto e composto orgânico a base de lodo de 

esgoto e bagaço de cana utilizados nos ensaios foram obtidos 
na Estação de Tratamento de Esgotos de Jundiaí, SP. A análise 
físico-química dos materiai s está apresentada na Tabela I . 

As doses utili zadas de lodo de esgoto e composto foram 
definidas de forma que o volume fin al aplicado fosse seme
lhante e proporcionasse uma cobertura homogênea dos res
tos culturais entre os tratamentos. Como a relação das den
sidades do lodo (900 Kg/m3) e do composto (476 Kg/m3) é 
próxima de 2, estabeleceu-se a dose de composto como a 
metade da dose de lodo. 

Inóculo de Botrytis cinerea e de Clonostachys rosea 
Nos ensaios de laboratório utilizou-se um isolado de B. 

cinerea obtido de botões de rosa e um isolado de C. rosea 
obtido de restos culturais de roseira, ambos mantidos em cultu
ra pura em BOA. Para o ensaio a campo, inóculo do antagonista 
foi produzido em grãos de arroz, conforme protocolo descrito 
por Morandi ( 18). Na área ocorrem epidemias naturais de B. 
cinerea durante todo o ano, não sendo necessária inoculação 
com o patógeno. 

Tabela 1. Análise físico-química do lodo de esgoto e do composto 
orgânico utilizado nos experimentos. 

Atributo Unidade Lodo Composto 

Fósforo g.kgl 6,6 3,8 
Potássio g.kgl 1, 1 1,6 
Sódio g.kg·l 1,8 1,9 
Arsênio mg.kg·1 <0, 1 <0,1 
Cádmio mg.kg·1 7,5 9,3 
Chumbo mg.kg-1 192,0 97,05 
Cobre mg.kg·1 856,2 384,9 
Cromo total mg.kg-1 180,6 79,8 
Mercúrio mg.kg-1 <0,1 <0, 1 
Molibdênio mg.kg-1 <0, 1 <0,1 
Níquel mg.kg·1 33, 1 26,5 
Selênio mg.kg-1 <0, 1 <0. 1 
Zinco mg.kg·1 1588,8 62 1,0 
Boro mg.kg-1 15,0 7,6 
pH 5,6 6,0 
Carbono orgânico g.kg·l 303,6 294,35 
Ni trogênio Kjedhal g.kgl 28,0 18,0 
Nitrogênio-amoníaca) mg.kg·1 50,8 2342,0 
Nitrogênio Nitrato- mg.kg-1 112,2 30,3 
Nítrico 
Enxofre g.kg·l 25,8 12,9 
Manganês mg.kg-1 688,3 389,2 
Ferro g.kgl 13,3 94,49 
Magnésio g.kg·l 2, 1 1,33 
Alumínio mg.kg-1 17620 184 10 
Cálcio g.kg·l 10,5 6,58 
Sólidos voláteis % 62,8 46,5 
Umidade % 75,8 24,6 
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Incidência de fungos saprófitas, estabelecimento de 
Clonostachys rosea e supressão da esporulação de Botrytis 
cinerea nos restos culturais em condições controladas 

Para avaliar as alterações na inc idência de fungos saprófitas 
nos restos culturais cobertos por lodo de esgoto ou composto 
foi utilizado o método de incubação de tecidos em meio PCA 
(Paraquat Cloranfenicol Ágar), descrito por Sutton & Peng (25) 
e modificado por Morandi ( 18). Para tal, folhas de roseiras cul
tivadas na casa de vegetação foram colhidas e acondicionadas 
em bandejas plásticas previamente forradas com papel toalha 
esterilizado e umedecido com água destilada esterilizada. As 
fo lhas foram cobertas por lodo de esgoto (dose para fornecer 
900 Kg.ha·1 de N), composto (dose para fornecer 450 Kg.ha·1 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 área da superfície interna das 
bandejas. O material foi mantido por 48 h em câmara de cresci
mento a 25±2 °C, fotoperíodo de 12 h e umidade relativa do ar 
(UR) de 50 a 60 %. Após este período, discos de folhas ( I em de 
diâmetro) foram retirados e plaqueados em PCA e mantidos por 
7 a I O dias nas mesmas condições descritas. Após este período, 
avaliou-se a freqüência de ocorrência de colônias fú ngicas nos 
discos. Os microrganismos presentes nos discos foram isola
dos, mantidos em cultura pura em BOA e identificados ao nível 
de gênero por análise morfológica. O ensaio foi conduzido em 
delineamento inteiramente ao acaso, com três tratamentos e 
três repetições. De cada repetição foram preparadas quatro pla
cas com 12 discos de fo lhas cada, totalizando 144 discos avali
ados por tratamento. O ensaio foi repetido. 

Para ava liar o es tabe lecime nto e sobrev ivência de 
Clonostachys rosea em restos cobertos com lodo de esgoto ou 
composto, folhas de roseira foram coletadas e acondicionadas 
em bandejas plásticas como descrito anteriormente. As folhas 
foram pulveri zadas com suspensão de I 07 conídios.mL·1 de C. 
rosea e mantidas por 24 h em câmara de crescimento a 25±2 °C, 
fotoperíodo de 12 h e UR acima de 90%. Após este período, as 
folhas tratadas com o antagonista foram cobertas por lodo de 
esgoto e composto nas doses de 900 e 450 Kg.ha·1 de N, res
pectivamente, ou mantidas sem cobertura em condições de alta 
umidade (>90%) ou UR ambiente (50-60%). Amostras de fo lhas 
foram retiradas em intervalos semanais e plaq ueadas em PCA 
para recuperação de C. rosea. No primeiro ensaio, amostras 
foram retiradas até 70 dias após a inoculação (DAl) e no segun
do, até 78 DAl. Os ensaios foram conduzidos em delineamento 
inteiramente ao acaso, com quatro tratamentos e três repetições. 
De cada repetição, em cada coleta, foram preparadas três placas 
com 12 discos (limbo foliar) ou 12 segmentos de I em (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 aplicação de C. rosea e lodo de 
esgoto ou composto, isolados ou em combinação, sobre a 
esporulação de B. cinerea nos restos culturais, folhas de rosei
ra foram coletadas, acondicionadas em bandejas plásticas, pul
verizadas com suspensão de 104 conídios.n1.L·1 de B. cinerea e 
mantidas por 24 h em câmara de cresc imento a 25±2 °C, 
fotoperíodo de 12 h e UR acima de 90%. Após este período, as 
folhas foram cobertas com lodo de esgoto e composto nas do
ses descritas, ou pulverizadas com C. rosea ( I 07 conídios.mL-1

) 

e cobertas com lodo ou composto. Amostras de folhas foram 
retiradas após 7, 14 e 28 dias da inoculação do patógeno c 

Swnma Phytopathol., Botucatu, v. 3 1, n. 4, p. 358-366, 2005 



plaqueadas em PCA para se avaliar a esporulação do patógeno 
e do antagonista. Para avaliação do patógeno foi uti lizada a 
escala de notas desenvolvida por Sutton & Peng (25) e, para C. 
rosea, a escala descrita por Morandi et ai. (2 1 ). O ensaio foi 
conduzido em delineamento inteiramente ao acaso, com seis trata
mentos e três repetições. De cada repetição, em cada coleta, foram 
preparadas três placas com 12 discos cada, totalizando 108 discos 
avaliados por tratamento, por coleta. O ensaio foi repetido. 

Aplicação de Clonostachys rosea, lodo e composto em roseiras 
em casa de vegetação 

Para avaliar o desenvolvimento e produção de botões flo
rai s em roseiras em função do uso de lodo e composto, foi 
conduzido um ensaio em casa de vegetação. Os seguintes tra
tamentos foram realizados: adubação com NPK (padrão utiliza
do pelo produtor, em torno de I 000 Kg.ha·1 de N); adubação 
com lodo de esgoto para fornecer 600 kg.ha·1 de N e adubação 
com composto para fornecer 300 kg.ha·1 de N. Foi incluída uma 
testemunha NPK onde foi aplicado também C. rosea. O ensaio 
foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com cinco 
repetições. Os tratamentos foram aplicados inicialmente após a 
realização de poda no mês de julho/2003 e repetidos a cada três 
meses. Em intervalos qu inzenais, a partir de agosto/2003 até 
agosto/2004, avaliou-se o número de botões florais em ponto 
de colheita. Após cada avaliação os botões foram removidos. 
Em intervalos mensais a partir de julho/2003 até fevereiro/2004 
(com exceção dos meses de outubro e novembro) avaliou-se o 
conteúdo de clorofila das fo lhas do terço médio das plantas. 
Essa medida foi usada como indicativo de balanço nutricional 
nas plantas. Para tanto, utilizou-se um medidor de conteúdo de 
clorofila Minolta SPAD. A medida é adimensional e possui va
lor comparati vo entre os tratamentos. Em cada planta, em cada 
data, foram avaliadas 25 folhas. 

Em outro ensaio, avaliou-se o efeito da aplicação prolongada 
de C. rosea sobre as plantas de roseira. Para tal, plantas foram 
pulverizadas com suspensão do antagonista ( I 07 conídios.mL-1

) 

ou com água (testemunha) em intervalos semanais de julho/2003 
até fevereiro/2004. Em intervalos mensais avaliaram-se: o conteú
do de cloro fi la das folhas do terço médio das plantas e o número de 
botões florais por planta. O ensaio foi conduzido em delinea
mento inte iramente ao acaso, com três repetições. 

Para avaliar a degradação dos restos culturais em função da 
ap licação de lodo ou composto, folhas de rose ira foram 
coletadas, acondicionadas em envelopes de tela plástica (tela 
mosquiteiro), colocadas na superfície do solo sob culti vo de 
rosas em casa de vegetação e cobertas por lodo, composto, 
solo de culti vo ou mantidas sem cobertura (testemunha). A cada 
sete dias os envelopes foram retirados, limpos, secos ao ar e 
pesados, até não haver mais alteração no peso da testemunha. 
O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, 
com cinco repetições. 

Aplicação de Clonostachys rosea, lodo e composto em cultivo 
comercial a cam po 

O ensaio foi conduzido em uma área de produção comercial 
a campo de rosas, no município de Holambra, SP, onde ocorrem 
epidemias de B. cinerea. Os tratos culturais não relacionados 
ao experimento (irrigação, colheita, aplicação de agrotóxicos e 
outros) foram feitos conforme as práticas adotadas pelo produ
tor. Os seguintes tratamentos foram realizados: I . Adubação 
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padrão adotada pelo produtor (em torno de I 000 Kg.ha·1 de N); 
2. Lo do de esgoto para forn ecer 600 Kg. ha· 1 de N + 
complementacão com P e K; 3. Lodo de esgoto para fornecer 
900 Kg.ha·1 de N + complementacão com K; 4. Composto para 
fornecer 300 Kg.ha·1 de N; e 5 . Composto para fornecer 450 
Kg.ha·1 de N. A aplicação do lodo de esgoto e composto fo i 
realizada logo após a poda no mês de agosto de 2002. O material 
foi d istribuído na superfíc ie do solo, cobrindo os restos cultu
rais ali presentes. No tratamento I, os ferti lizantes foram parce
lados a cada 15 dias a partir da poda, conforme prática tradicio
nal dos produtores. 

Aplicou-se C. rosea quinzenalmente em todos os tratamen
tos. A aplicação do antagonista foi realizada, via pulverização, 
ressuspendendo-se o inóculo do fungo em água mais surfactante 
(Tween 80, 0,5 mLL1 de água), obtendo-se concentração final de 
107 conídios.mL-1

• Nas pulverizações, utilizou-se pulverizador costal 
e aplicou-se I L de calda para cada I O m2 de canteiro, atingindo os 
terços médio e inferior das plantas. Foi incluída uma testemu
nha adubada com NPK e sem a aplicação de C. rosea. 

O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos ao aca
so com três repetições. As dimensões de cada parcela foi de 5 x 
5 m, incluindo 5 linhas de cultivo. As avaliações foram realiza
das nas três 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 aval iação da 
esporulação do patógeno e sobrevivência de C. rosea. As amos
tras eram compostas de 30 a 40 folhas recém caídas das plantas. De 
cada amostra retiraram-se 24 di scos que foram plaqueados em 
PCA e incubados por 7 a I O dias. Após este período, foram 
calculadas a incidência de B. cinerea e C. rosea nos restos. 

Amostras de solo foram retiradas nas parcelas mensalmen
te de dezembro/2002 a julho/2003 para análi se de atividade 
mic robiana tota l, por me io da hidról ise de diacetato de 
fluoresceína (FDA) ( I I). 

O desenvolvimento das plantas foi avaliado visualmente ao 
longo do ensaio e a produtividade foi avaliada pela contagem do 
número de botões com padrão comercial em áreas previamente 
demarcadas de I m2 nas três linhas centrais de cada parcela. Foram 
realizadas duas avaliações em períodos de pico de produção. 

Análise dos resultados 
Para a análise dos resultados, foi utilizado o pacote estatís

tico SAS (SAS lnstitute Inc., Cary, NC). Dados de esporulação 
e crescimento fúngico foram analisados por análise de variância 
(ANOYA) e os tratamentos comparados pelo teste de Tuckey 
ou LSD. A Área Abaixo da Curva de Esporulação (AACE) de C. 
rosea e de B. cinerea foi calculada para os ensaios de sobrevi
vência de C. rosea e para o ensaio de campo. Os dados de 
degradação de restos culturais foram ajustados ao modelo 
exponencial negati vo, representado pela equação y = a*exp(
b*x); onde: y é o peso da amostra em gramas; a representa o 
peso inicial da amostra; b a taxa de degradação; e, x o tempo. As 
curvas foram comparadas por meio do intervalo de confiança 
das diferenças (ICd) entre as taxas de degradação (b) (6). Por 
esta análise, quando o lCd inclui o valor zero, aceita-se a hipóte
se nula, ou seja, que os parâmetros não di ferem. 

RESULTADOS 

Incidência de fungos saprófitas, estabelecimento de Clonostachys 
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rosea e supressão da esporulação de Botrytis cinerea nos restos 
culturais em condições controladas 

Em ambos os ensaios, o lodo de esgoto e o composto alte
raram a ocorrência e freqüência de fungos nos restos culturais. 
Assim os dados foram agrupados para análise (Figura I). Qua
litativamente, as mudanças mais significativas foram a ocorrên
cia de Trichoderma sp. e Verticillium sp. e a supressão de Al
ternaria sp. e Gonatobotrys sp. 

Clonostachys rosea foi recuperado até 70 DAl 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 período. Neste último caso, a decomposição foliar foi 
acelerada e observou-se o intenso crescimento de bactérias, só 
sendo possível recuperar o fungo até 35 DAl em limbo foliar e 42 
DAl em hastes. A recuperação de C rosea nos tratamentos com 
lodo e composto foi significativamente superior à testemunha para 
ambos os tecidos (Figura 2A). Não se observou diferença na velo
cidade de degradação 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 tendência, en
tretanto C rosea foi recuperado até 78 DAI (Figura 2B). 

A aplicação de lodo de esgoto e composto proporcionou 
redução na esporulação de B. cinerea aos 7 e 28 DAl e aos 14 e 
28 DAl no primeiro e segundo ensaios, respectivamente (Figu
ras 3A e 3B). O tratamento com C rosea suprimiu a esporulação 
do patógeno nas três avaliações no primeiro ensaio, porém a 
redução foi menor a cada avaliação. No segundo ensaio, C 
rosea suprimiu o patógeno apenas após 28 DAI. As combina-

ções de lodo ou composto mais C rosea suprimiram consisten
temente (> 70%) a esporulação de B. cinerea em todas as avali
ações em ambos os ensaios (Figuras 3A e 3B). De forma seme
lhante ao obtido no ensaio anterior, o crescimento de C rosea 
aumentou na presença de lodo e composto. 

Aplicação de Clonostachys rosea, lodo e composto em roseiras 
em casa de vegetação 

Plantas adubadas com NPK, lodo ou composto não diferi
ram significativamente no desenvolvimento e produção de bo
tões florais. A produtividade média variou de 22 a 27 botões por 
planta no período avaliado. O teor de c lorofila nas plantas adu
badas com NPK ou lodo/composto variou com a época do ano. 
Observou-se redução significativa no teor de clorofila nas plan
tas adubadas com composto nos meses de setembro e outubro 
(Figura 4). A aplicação semanal de C rosea em plantas na casa 
de vegetação não afetou o crescimento, o conteúdo de clorofila 
e a produção de botões florais. 

Os dados de degradação 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
ça da diferença (lC) entre os parâmetros (teste t, P=0,05). Não 
houve diferenças significativas entre nenhum dos tratamentos, 
uma vez que, em todas as comparações, o ICd incluiu o valor 
zero. Na testemunha, a perda de peso foi inicialmente acelerada 
em função da rápida desidratação do material. 
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Figura 1. Incidência de fungos em folhas de roseira cobertas com lodo de esgoto e composto orgânico, ou mantidas sem cobertura (testemunha). 
As barras representam a porcentagem de recuperação dos fungos em um total de 144 discos de folhas por tratamento. Média dos dois ensaios. 
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Figu ra 2. Área abaixo da curva de esporul ação (A ACE) de 
Clonosrachys 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 
ambie nte = 50 a 60 % ); 3- cobertas com composto; e, 4- cobertas com 
lodo de esgoto. As amostras foram reti radas em intervalos semanais 
até 70 dias após a inoculação (DAl) no ensaio I (A) e 78 DAI no 
ensaio 2 (B). As barras são valores médios, cada uma com erro padrão. 
Médias de tratamentos para dado tecido (haste ou limbo) seguidas 
pela mesma letra não diferem significativamente (Fisher pLSD, ~0,05). 

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

Obtiveram-se os valores de incidência de d iscos de restos 
de cultura com esporulação de B. cinerea e, ou, C. rosea e 
calculou-se a AACE para cada fungo (Figura 6). Verificou-se 
ligeira redução na AACE de B. cinerea em função da aplicação 
de C. rosea, porém não houve diferença entre os tratamentos com 
lodo, composto ou NPK. A recuperação de C. rosea a partir das 
amostras de restos coletadas foi relativamente baixa e apresentou 
grande variabilidade. Nas parcelas da testemunha verificou-se a 
presença esporádica e em baixo nível de C. rosea. Como antes do 
início dos experimentos o fungo não foi detectado na área experi
mental, este efeito foi atribuído à contaminação destas parcelas 
por conídios oriundos das parcelas tratadas com C. rosea. 

A atividade microbiana total do solo, medida pela hidrólise de 
diacetato de tluorescefna (FDA) variou com a época da coleta da 
amostra, com pico de atividade no mês de janeiro. Entretanto, só 
ocorreram diferenças significativas entre os tratamentos nos me
ses de dezembro, março e maio. Nos meses de dezembro e maio, 
ocorreu redução da atividade microbiana total no tratamento com 
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Figura 3. Supressão da esporulação de Botrytis cinerea (Bc) em fo
lhas inocu ladas com o patógeno, na presença ou ausência de 
Clonosrachys rosea (Cr) e mantidas em condição ambiente (Bc; Bc+Cr), 
cobertas com composto (Bc+Comp; Bc+Cr+Comp) ou com lodo de 
esgoto (Bc+Lodo; Bc+Cr+Lodo). As amostras foram retiradas aos 7, 
14 e 28 dias após a inoculação, e avaliadas quanto a esporulação de 8. 
cinerea pela técnica de incubação de tecidos em PCA. (A) ensaio I; 
(B) ensaio 2. 
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Figura 4. Conteúdo de clorofila (medidor de clorofila Minolta SPAD) 
nas folhas do terço médio de plantas de roseira adubadas com NPK, 
NPK +aplicação de C. rosea, lodo de esgoto ou composto orgânico a 
base de lodo de esgoto e bagaço de cana. A medida é adimensional e 
possui valor comparativo entre os tratamentos. As curvas mostram 
valores médios com barras de erro padrão. 
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Figura 5. Degradação de restos culturais de roseira (A) mantidos sem cobertura na superfície do solo (testemunha); (B) cobertos com solo de 
cultivo; (C) cobertos com lodo de esgoto; ou, (D) cobertos com composto orgânico a base de lodo e bagaço de cana. Os dados foram ajustados por 
regressão ao modelo exponencial negativo (y = a*exp(-b*x); onde: y é o peso da amostra em gramas; a representa o peso inicial da amostra; b a 
taxa de degradação; e, x o tempo). Média de cinco repetições. As curvas foram comparadas por meio do intervalo de confiança das diferenças entre 
os parâmetros, segundo proposto por Campbell e Madden (6) e não apresentam diferenças significati vas (teste t, P=0,05). 
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Figura 6. Área abaixo da curva de esporulação (AACE) de Botrytis 
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·1 

de N; Lodo 900 Kg.ha·1 de N) ou composto orgânico a base de lodo de 
esgoto e bagaço de cana (Composto 300 Kg.ha·1 de N; Composto 450 
Kg.ha·1 de N), onde foi aplicado C. rosea a cada 15-20 dias ou água apenas 
(Testemunha NPK sem C. rosea). Foram realizadas 18 coletas entre 
setembro/2002 e julho/2003. As barras são valores médios cada uma com 
erro padrão. Médias de tratamentos para dado fungo seguidas pela 
mesma letra não diferem significativamente (Fisher pLSD, P$;0,05). 

dose alta de lodo (900 Kg.ha·1 de N). Apenas no mês de março a 
atividade rnicrobiana foi significativamente menor na testemunha 
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Figura 7. Ativ idade microbiana total medida pela hidrólise de di acetato 
de fluoresceína (FDA) em canteiros de roseiras adubadas com adubo 
mineral (Testemunha NPK), lodo de esgoto (Lodo 600 Kg.ha·1 de N; 
Lodo 900 Kg.ha·1 de N) ou composto orgânico a base de lodo de 
esgoto e bagaço de cana (Composto 300 Kg.ha·1 de N; Composto 450 
Kg.ha·1 de N). Foram realizadas amostragens mensais entre dezembro/ 
2002 e Julho/2003. As barras são valores médios cada uma com erro 
padrão. Médias de tratamentos em dada época de avaliação seguidas 
pela mesma letra não diferem significativamente (Fisher pLSD, P$;0,05). 

em relação aos demais tratamentos (Figura 7). 
A produção de botões.m·2 de canteiro foi de (média±erro) 
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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·1

, respectivamen
te; e 22,0±2,04 e 23,8±1 ,78 nos tratamentos com lodo nas doses 
600 e 900 Kg.ha·1 de N, respectivamente. As médias não diferi
ram significativamente pelo teste de Tuckey a 5%. 

DISCUSSÃO 

Clonostachys rosea estabeleceu-se eficientemente nos res
tos culturais de roseira em condições controladas, o que pode 
ser ev idenciado pela recuperação do fungo até mais de 70 dias 
após a inoculação e pela significativa redução da esporulação 
de 8. cinerea nos tratamentos com o antagonista. A cobertura 
dos restos com lodo de esgoto ou composto melhorou a sobre
vivência de C. rosea e proporcionou controle da esporulação 
do patógeno superior ao obtido com o antagonista ou as fon
tes de matéria orgânica isoladamente. O aumento da sobrevi
vência de C. rosea nas folhas tratadas com o fungo e cobertas 
com a matéria orgânica pode estar relacionado a menor taxa de 
dessecação observada no material vegeta l, quando comparada 
às folhas mantidas sem cobertura. Quando as folhas foram 
mantidas sob alta umidade, houve aceleração da sua decompo
sição que levou ao esgotamento rápido de nutrientes e conse
qüente redução da sobrevivência de C. rosea. 

A cobertura dos restos com as fontes de matéria orgânica 
não acelerou a degradação dos tecidos. Portanto, a redução na 
esporulação de B. cinerea obtida nos tratamentos com o lodo e 
o composto foi , provavelmente, devida às alterações qualitati
vas e ao incremento na comunidade microbiana na superfície 
dos tecidos, especialmente pela introdução de fungos com re
conhecida capacidade antagonista a patógenos necrotróficos, 
como Trichoderma sp. 

A aplicação semanal de C. rosea por longo período não 
provocou alterações visíveis nas pla ntas, não afetou a 
fotossíntese (evidência indireta pela avaliação do conteúdo de 
clorofila) e a produção de botões florais. Esses dados reforçam 
que o uso do fungo é seguro para as plantas (26, 30). 

Quando aplicado no campo, o estabelecimento de C. rosea 
nos restos culturais foi reduzido e proporcionou apenas ligeira 
redução da esporulação do patógeno. Estes dados contrastam 
com os obtidos anteriormente em cultivos comerciais de rosei
ras em casa de vegetação ( 19). Segundo estes autores, C. rosea 
estabeleceu-se e controlou eficientemente a esporulação de B. 
cinerea nos restos culturais. Entre as causas possíveis desta 
discrepância, destacam-se: a maior flutuação climática no cam
po, a incidência direta de radiação UV e a aplicação de fungicidas 
para o controle de outras doenças (míldio e pinta-preta) duran
te o experimento. Uma vez que, de forma semelhante ao traba
lho em casa de vegetação, a aplicação de C. rosea no campo foi 
realizada sempre no final da tarde (após as 17:00h), quando a 
incidência de radiação solar é menor e as condições de eva
poração são reduzidas, supõe-se que esta não tenha sido a 
causa prioritária do baixo estabelecimento do antagonista no 
campo. Outro fator que pode ser considerado é a competição 
com as populações microbianas autóctones do solo e dos res
tos culturais. Há relatos da inibição de C. rosea por altas popu
lações de fungos saprófitas (21 ). Entretanto, como no presente 
trabalho verificou-se aumento do crescimento de C. rosea nos 
restos culturais tratados com lodo e composto, esta também 
não deve ter sido a principal causa do baixo estabelecimento do 
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fungo no campo. Durante o período de condução do experi
mento, realizou-se, em média, uma aplicação de fungicidas a 
cada 10 dias (dados do produtor). Em contraste, no relato ante
rior em casa de vegetação só foram usados fungicidas para 
controle de míldio e em intervalos maiores. Como C. rosea é 
bastante sensível 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 incorporação de lodo de esgoto no solo, em geral, provo
ca aumento na atividade microbiana total (lO). Entretanto, nes
te ensaio, a apl icação superficial de lodo de esgoto e composto 
não proporcionou a lteração significativa na atividade 
microbiana total no solo, no período avaliado. Como as fontes 
de matéria orgânica utilizadas no experimento são ricas em macro 
e micronutrientes essenciais ao crescimento das plantas ( 4, 16) 
e foram usadas em concentrações elevadas, tomando-se como 
base a adubação nitrogenada usual na cultura, não foram ob
servadas a lterações significativas no estado nutricional das 
plantas e na produtividade média de flores. No ensaio em casa 
de vegetação, observou-se redução significativa no teor de 
clorofila nas plantas adubadas com composto nos meses de 
setembro e outubro, o que pode ser explicado pela maior rela
ção C:N no composto e maior demanda de N pela planta neste 
período do ano . Este resultado indica a necess idade de 
complementação nutricional com N no caso do uso de compos
to em substituição ao adubo mineral. 

Considerando que os restos culturais de roseira constituem 
a principal fonte de inóculo de B. cinerea ( I) e que o progresso 
da epidemia do mofo cinzento no sistema produtivo depende 
deste inóculo produzido no interior da lavoura, é válido adotar 
medida(s) de manejo que promova(m) a supressão da 
esporulação do patógeno nos restos culturais. Os resultados 
obtidos em condições controladas com o uso integrado de C. 
rosea e matéria orgânica na supressão de B. cinerea são pro
missores. Entretanto, é necessária a identificação dos fatores 
que afetam a performance do antagonista a campo, para que 
seja possível estabelecer uma estratégia viável do seu uso em 
cultivos comerciais de roseira. 
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