Controlo de Sclerotinia homoeocarpa em relva
com compostos de residuos organicos
Sclerotinia homoeocarpa control on turfgrass with organic residues composts
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RESUMO

Os relvados sao suscetiveis a doengas causadas por fungos, sendo Sclerotinia homoeocarpa um dos que causa maiores
prejuizos em muitos paises. A compostagem permite a valorizagao e tratamento de residuos organicos, originando
compostos com aplicagdes agricolas, nomeadamente para controlo de doengas causadas por patogénicos do solo.
Produziram-se dois compostos, designados P1 e P2, por compostagem de residuos agroindustriais, em pilhas com
arejamento por reviramento. Desde o final da fase termofilica até ao final dos processos de compostagem recolheram-se
amostras onde se isolaram e identificaram fungos presentes em ambos os compostos. Dos isolados, 26 apresentaram
potencial antagonista, sendo 12 provenientes de P1 e 14 de P2. Realizaram-se ensaios in vitro, pelo método de confron-
tagdo direta, para avaliar a capacidade antagonista destes fungos para S. homoeocarpa. Doze dos isolados, dos géneros
Trichoderma, Fusarium e Bionectria, impediram o crescimento de S. homoeocarpa, com taxas de inibicao entre 52 e 68%.
Os compostos obtidos foram também testados, in vivo, em relva (Agrostis stolonifera L.) cultivada em vaso. No cultivo em
vaso, usando os compostos como substratos, verificou-se redugao da area de relva afetada pela doenga, principalmente
em P2. Os compostos testados controlaram S. homoeocarpa tanto in vitro como em vaso destacando-se o composto P2.
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ABSTRACT

Turfgrass is susceptible to several fungal diseases, being Sclerotinia homoeocarpa, the causal agent of dollar spot, which
causes the greatest turfgrass losses in several countries. Composting allows the valorization and treatment of organic
wastes, producing organic composts with agricultural applications as soil amendments and as biological control agents
of soil-borne diseases. Two composts were produced, P1 and P2, through the composting of agro-industrial wastes in
piles with mechanical turning. From the end of the thermophilic phase until the end of the composting process, fungi
from both composts were isolated and identified. From the isolates, twenty-six showed potential antagonistic activity,
being 12 from P1 and 14 from P2. Their antagonistic capacity was evaluated using the method of direct confrontation.
From the isolates, 12 of them, belonging to the genus Trichoderma, Fusarium and Bionetria, prevented S. homoeocarpa
growth and development on turfgrass, with a disease inhibition rate between 52 and 68%. Both composts were also
tested as substrates for turfgrass (Agrostis stolonifera L.). In the in vivo trials, the area of turfgrass with disease decreased,
particularly in the pots containing P2 compost. The tested composts effectively controlled S. homoeocarpa growth both
in vitro and in the pot trials, especially the P2 compost.

Keywords: antagonist, biocontrol, composting, sustainability, Agrostis stolonifera L.
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INTRODUCAO

A compostagem é um processo bioldgico contro-
lado, durante o qual a atividade microbiana
permite converter residuos diversos num produto
final estavel, de mais facil aplicagdo em agricultura
(Barker, 2001; Batista e Batista, 2007). Durante a
fase termofilica atingem-se temperaturas elevadas
que reduzem ou eliminam a presenca de alguns
agentes patogénicos (Day e Shaw, 2005). Termi-
nada esta fase, o composto é recolonizado por
organismos mesofilicos, nomeadamente: fungos,
bactérias, entre as quais actinomicetes, protozoa-
rios e nematodes. Entre estes organismos figuram
antagonistas ou agentes de controlo bioldgico que,
colonizando os compostos, podem contribuir para
a protegao das plantas, prevenindo, reduzindo ou
controlando o desenvolvimento de agentes pato-
génicos do solo. Esta propriedade, manifestada
por alguns compostos e conhecida por capacidade
supressiva, permite proteger plantas suscetiveis
a determinados agentes patogénicos, mesmo na
presenca destes (Pane e Zaccardelli, 2014; Reis,
2016). A capacidade supressiva pode ser devida a
competicao por nutrientes, antibiose ou hiperpa-
rasitismo (Hoitink et al., 1997). A compostagem de
residuos ricos em quitina favorece o crescimento
de organismos com capacidade para a degradar,
reforcando o potencial supressivo dos compostos
(Sharp, 2013).

O Algarve é uma regido reconhecida como sendo
o melhor destino de golfe da Europa, com cerca
de 2000 ha de relvados. E importante manter
os relvados em boas condi¢bes fitossanitarias
e reduzir o uso de pesticidas, devido nado s6 aos
problemas ambientais que a sua aplicagao acarreta,
mas também devido ao contacto direto com joga-
dores e as equipas de manutencao dos relvados.
Paralelamente, a aplicacao da Diretiva n.® 2009/128/
CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 21
de outubro, através da Lei n.° 26/2013 de 11 de abril,
reduziu significativamente a quantidade de subs-
tancias ativas homologadas, disponiveis para a
aplicacdo em relvados.

Sclerotinia homoeocarpa é um fungo fitopatogénico
que, atemperaturasentre 15e30°C ehumidaderela-
tiva elevada, pode causar uma doenga nos relvados,
vulgarmente conhecida por “dollar spot”, caracte-
rizada pelo aparecimento de manchas dispersas

de pequeno diametro (Walsh et al., 1999). O corte
frequente do relvado contribui para o desenvolvi-
mento do micélio do fungo, e a sua disseminagao
faz-se através do equipamento de manutengao do
campo, pessoas, animais e agua (Walsh ef al., 1999).
Antes de se recorrer a luta quimica, o controlo
de pragas e doencgas devera passar por diferentes
meios de luta, onde a aplicagdo de compostos orga-
nicos desempenha um papel importante como
medida ecoldgica e sustentavel para a protegao das
plantas. Os compostos organicos, através da ativi-
dade dos microrganismos que transportam ou que
estimulam no solo, sdo uma soluc¢ao alternativa e
atrativa de controlo biologico, reduzindo a utili-
zagao de produtos fitofarmacéuticos (Barker, 2001;
Trillas et al., 2006; Sant et al., 2011).

Neste trabalho estudou-se a capacidade supressiva
de dois compostos organicos, provenientes de resi-
duos agroindustriais, tendo-se isolado e identifi-
cado fungos potencialmente antagonistas e testado
o seu efeito in vitro. Estudou-se também a capaci-
dade supressiva dos compostos obtidos na cultura
de relva em vaso.

MATERIAL E METODOS

Obtengio dos compostos

Obtiveram-se dois compostos, designados por P1
e P2, através da compostagem de residuos agroin-
dustriais, em pilhas com arejamento por revira-
mento. O composto P1 resultou da compostagem
de laranjas, aparas de relva e bagaco de uva, na
proporgao de 0,9:1,1:1 (v/v), e o P2 da compostagem
deumamistura com os mesmosresiduos, masaqual
se adicionou o residuo da produgao de cogumelos
(0,5 v/v), rico em quitina, obtendo-se a proporgao
de 1,8:0,2:1,5:0,5 (v/v). Durante a compostagem
monitorizaram-se parametros fisico-quimicos das
misturas. A temperatura foi medida diariamente
na zona central das pilhas (Sonda TP 62, Umwelt
Elektronik GmbH & Co.KG, Alemanha); o pH foi
medido em extrato aquoso (1:2 p/v) com potencio-
metro (Crison Micro pH 2001, Espanha), e a condu-
tividade elétrica (CE) foi medida no mesmo extrato
apos filtragao, com condutivimetro (Crison 522,
Espanha). Determinaram-se os teores de matéria
organica (Ramos etfal, 1987), de matéria seca
(Martinez, 1992), de azoto Kjeldhal e calculou-se
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a relagao C/N. A nivel microbioldgico, contou-se o
ndmero de unidades formadoras de colénias (ufc)
de fungos, bactérias heterotroficas, actinomicetes,
organismos celuloliticos e quitinoliticos. Para a
quantificagdo dos fungos usou-se o meio Potato
Dextrose Agar (PDA), para as bactérias heterotro-
ficas Plate Count Agar (PCA) e para actinomicetes
o meio PCA com metade da concentracdao reco-
mendada pelo fabricante (1/2 PCA). As culturas
de fungos, bactérias heterotroficas e actinomicetes
foram incubadas a duas temperaturas: 25 + 1 e 55
+1 °C, durante 24 horas. Os microrganismos quiti-
noliticos aerdbios foram isolados em Meio Mineral
Salino (MSM) soélido com adi¢ao de quitosano,
durante 5 dias a 28 = 1 °C, e os celuloliticos aero-
bios em MSM liquido (Alfano et al., 2011), durante
15 dias a 37 £ 1 °C. Para avaliar a qualidade agro-
nomica dos compostos fizeram-se testes de fitoto-
xicidade (Zucconi et al., 1985), aos 42, 77 e 112 dias
de compostagem com mastrugo (Lepidum sativum
L.) como planta indicadora.

Isolamento de antagonistas

Desde o final da fase termofilica até ao final da
compostagem foram isolados e identificados os
fungos dos compostos com eventual capacidade
antagonista. Para tal, estes microrganismos, foram
repicados sucessivamente, até a obtencao das suas
culturas puras. Por macro e microscopia observa-
ram-se as carateristicas culturais e morfologicas
para identificacdo dos géneros a que pertenciam
os fungos isolados dos compostos. Os isolados que
apresentaram potencial antagonista foram nume-
rados de 1 a 26. A identificacdo a nivel das espé-
cies dos fungos com maior capacidade de inibigao
de S. homoeocarpa, foi realizada através de técnicas
de biologia molecular. Procedeu-se a extracao do
DNA do micélio cultivado em meio PDA. As amos-
tras do DNA obtido foram submetidas a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) usando os primers
ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), sendo o produto
obtido posteriormente sequenciado.

Ensaios de antagonismo in vitro
Para avaliar a capacidade antagonista dos micror-

ganismos isolados, usou-se como agente pato-
génico um isolado de S. homoeocarpa cedido pela
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Universidade de Sevilha. Os ensaios efetuaram-se
em placas de Petri contendo PDA, pelo método
de confronto direto, usando-se para o efeito dois
discos com 6,5 mm de didmetro: um com micélio
do agente patogénico e o outro com micélio do
antagonista, distanciados 3 cm entre si. Para deter-
minar a percentagem de inibi¢do (IP) em PDA
foram também colocados discos de 6,5 mm de cada
fungo, que cresceram isoladamente. Diariamente,
mediram-se os raios das zonas de crescimento de
cada fungo, para determinacao da percentagem de
inibigao, de acordo com a férmula (1):

__ (Rc-R1)
- Rc

P x100, 1)

em que:

Rc =raio da zona de crescimento, em mm, do pato-
génico que cresceu isoladamente;

R1 = raio da area de crescimento, em mm, do pato-
génico que cresceu na presenca do antagonista.

Nofinaldoensaioavaliou-seotipodeinteragaoentre
as colonias, de acordo com Magan e Lacey (1984).

Ensaios de supressividade dos compostos
orgdnicos in vivo

Para avaliar a capacidade supressiva dos
compostos obtidos (P1 e P2), usou-se como controlo
turfa loira, T (Hansa Torf, Floragard, Alemanha).
O delineamento experimental consistiu em blocos
completos casualizados, com quatro repeticdes e
seis substratos (modalidades): P1, P2, T e P1t, P2t e
Tt, tendo sido os ultimos trés sujeitos a tratamento
térmico (t) a 60 °C durante 7 dias, com o objetivo
de eliminar os microrganismos e comprovar a
origem biologica da supressividade. Cada subs-
trato foi colocado em vasos de 100 mL (5 vasos por
modalidade) e semeado com relva (Agrostis stoloni-
fera L)) numa densidade correspondente a 10 g de
semente m2. Quando a relva ocupou toda a super-
ficie dos vasos, procedeu-se a inoculagao com um
disco com o micélio de S. homoeocarpa (6,5 mm
de diametro), cultivado em meio PDA durante
7 dias. As plantas foram observadas, diariamente,
para detecao dos sintomas iniciais da doenca e, a
partir dai, semanalmente, para determinacao da



incidéncia da doenca [(numero de vasos afetados
pela doenga/ntiimero total de vasos) x 100] e da sua
severidade, calculada através da area afetada. Para
determinar a area ocupada pela doenga compa-
rou-se a area afetada utilizando uma quadricula
inscrita em folha de acetato transparente, com
0,5 cm de lado. Contou-se o nimero de quadriculas
correspondentes a area de expansao da doenca e
expressou-se a area afetada em cm?2. A severi-
dade da doenga foi determinada a partir da area
afetada, de acordo a escala definida por Baayen e
Van der Plas (1992), onde: 0 = sem sintomas (0 %
de area afetada); 1 = muito pouco infetada (até 5 %
de area afetada); 2 = pouco infetada (= 5 e < 20 %);
3 = sintomas bem desenvolvidos (= 20 % e < 50 %);
4 =sintomas de doengas fortes em toda a area (=50 %
e < 80 %); 5 = area totalmente afetada (> 80 % e
<100 %). Determinou-se a variavel Area sob a curva
de progresso da doenga (AUDPC, area under disease
progress curve) por vaso, usando a Severidade da
doenca entre o aparecimento dos sintomas e o final
do ensaio, e dividindo pelo nimero de dias, de
acordo com a férmula:

n (2 (b — 1), @

2

em que:
y = severidade da doenga
t = tempo (dias)

No final do ensaio, para cada modalidade, foram
quantificadas as populagdes de Trichoderma spp.
e de Sclerotinia spp., em meios de cultura semi-
-seletivos, de acordo com Chung e Hoitink (1990)
e Steadman et al. (1994), respetivamente, registan-
do-se também o pH e CE dos substratos.

Analise estatistica

As caracteristicas dos compostos foram sujeitas a
uma analise de comparagdo de médias e ao teste
t-student. Os resultados dos ensaios in vitro e in vivo
foram sujeitos a uma andlise da variancia e ao teste
de comparacao de médias de Duncan (Field, 2009),
através do programa de estatistica SPSS® (versao
20,0, SPSS Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Caracteristicas dos compostos obtidos

Propriedades fisico-quimicas
Os compostos obtidos apresentaram teores

elevados de matéria organica, superiores a 60%, tal
como recomendado por Ferreira et al. (2002), atin-
gindo cerca de 76 % em P2. Ambos os compostos
apresentaram valores de pH neutro (Quadro 1),
que se encontra no intervalo recomendado por
Ferreira etal. (2002). A condutividade elétrica
apresentou valores compativeis com a utilizagao
agricola dos compostos (Brinton, 2000). O teor de
azoto total apresentou valores superiores ao valor
recomendado por Ferreira ef al. (2002), maior em
P1, provavelmente devido ao maior contetdo em
aparas de relva na mistura compostada (Quadro 1).

Quadro 1 - Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
organicos obtidos

MO (%) N (%) MS (%) pH CE (dS C/N
m?)
P1 61,9***  1,86** 49,0** 7,03** 2,12%*%  19,3%**
P2 76,37 1,46%* 45,9** 7,32%* 3,34%%* 29, 7%

P1, composto P1; P2, composto P2; MO (%), percentagem de matéria organica;
N, teor de azoto Kjeldhal; MS (%), teor de matéria seca; CE, condutividade
elétrica; C/N, relagdo carbono-azoto. * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Caracteristicas microbioldgicas

No final da compostagem, no composto P2 quan-
tificou-se um maior nimero de microrganismos,
com excecao de actinomicetes, cujo nimero nao
diferiu significativamente (p = 0,908) entre os
compostos (Quadro 2).

Quadro 2 - Populagdes de microrganismos nos compostos no
final da compostagem

Fungos Bactérias Actinomicetes Quitinoliticos
ufc g' composto
P1  2,27x10M 1,60x10% 2,40x10* 1,92x10+*
P2 1,02x102 5,25x101 2,26x10* 1,62x105

P1, composto P1; P2, composto P2; ufc g' composto, unidades formadoras
de coldnias por grama de composto. * p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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O maior teor de matéria organica podera ter favo-
recido as populagdes microbianas em P2 (Antil
et al., 2015), e em particular os residuos de cogu-
melos, ricos em quitina, com um teor médio de
57,75 mg g' (Lopez-Mondéjar et al., 2012). Este fato
tera contribuido para a ocorréncia de mais micror-
ganismos com capacidade para degradar a quitina,
através da quitinase (Sharp, 2013), aumentando a
diversidade microbioldgica de P2.

Nos dois compostos obtiveram-se 26 isolados com
capacidade antagonista, 12 a partir do composto
P1 e 14 do composto P2, pertencentes aos géneros
Trichoderma, Gliocladium, Penicillium, Aspergillus,
Purpureocillium, Fusarium e Bionetria. Fungos destes
géneros ocorrem frequentemente em compostos
(Mehta et al., 2014). Recorrendo a andlise molecular
dos isolados (dados ndo apresentados), foram iden-
tificados os que apresentaram as taxas de inibigao
mais elevadas nos ensaios in vitro, nomeadamente
Trichoderma atriviride (isolados 1, 2, 3,5, 6,9, 22 e 23),
Trichoderma asperellum (isolado 7), Fusarium oxys-
porum (isolados 14 e 20), Fusarium keratrosplasticum
(isolado 12), Bionectria ochroleuca (isolados 18 e 26),
ja reconhecidos como agentes de controlo bioldgico
(Cotxarrera et al. 2002; Benitez et al., 2004; Kaur
et al.,, 2010). Em relagdo a F. oxysporum sera ainda
necessario avaliar a sua patogenicidade, embora
nos ensaios in vivo nao se tenham observado, nas
plantas, sintomas causados por esta espécie, o que
sugere tratar-se de uma estirpe nao fitopatogénica,
que podera ter efeito benéfico no controlo biolo-
gico de outros agentes patogénicos do solo. Com
excecao de F. keratrosplasticum, todos os isolados
em P1 foram também identificados em P2. T. aspe-
rellum e B. ochroleuca foram isolados apenas de P2
(Quadro 3).

Quadro 3 - Identificacdo e origem dos fungos potencialmente
antagonistas existentes nos compostos organicos

PleP2
Espécie N.° de Isolados Composto de
origem

Trichoderma atroviride 2 P1
Trichoderma atroviride 6 P2
Trichoderma asperellum 1 P2
Fusarium oxyporum 2 PleP2
Fusarium keratoplasticum 1 P1
Bionectria ochroleuca 2 P2
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Caracteristicas bioldgicas

De acordo com Zucconi et al. (1985), o indice de
germinagao de sementes de mastrugo, determinado
em composto apto para aplicagao ao solo devera ser
superior a 65-70 %. Verificou-se que, 77 dias apos
o inicio da compostagem, os compostos ja apresen-
tavam valores superiores ao intervalo referido. Aos
112 dias, o indice de germinagao ultrapassou esses
valores, destacando-se o composto P2, com o valor
mais elevado (Quadro 4). Este aumento evidencia,
neste caso, a importancia do grau de maturagao do
composto e da sua estabilidade bioldgica (Sullivan
e Miller, 2005).

Quadro 4 - Fitotoxicidade dos compostos organicos em
plantas da espécie Lepidium sativum L. aos 42, 77
e 102 dias de compostagem

Indice de Zucconi (%)

42 dias 77 dias 112 dias
Pl 63*** 76*** 89,9***
Pz 28*** 68>{->&>{- 94,6***

P1, composto P1; P2, composto P2. * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Capacidade antagonista dos isolados in vitro

S. homoeocarpa apresentou uma taxa de crescimento
elevada, atingindo um raio de 58,3 mm, 4 dias apds
ainoculagao (DAI) do meio de cultura, sendo apenas
suplantado por trés isolados de T. atroviride, com um
crescimento radial superior a 60 mm, no 4.2 DAL
Muitos dos isolados apresentaram taxas de cresci-
mento baixas, com crescimento radial inferior a 17,5
mm no 4.2 DAI (Quadro 5), tendo sido identificados
neste grupo Fusarium spp., Bionectria ochroleuca, Peni-
cillium spp., Aspergillus spp., Purpureocillium spp.

Dos 26 isolados com potencial capacidade antago-
nista, 13 mostraram taxas de inibi¢do superiores
a 50 %, relativamente a S. homoeocarpa (Figura 1),
sendo 10 provenientes do composto P2 e apenas 3
do composto P1.

O maior contetdo de quitina do composto P2, tera
contribuido para o crescimento de microrganismos
com capacidade para degradar esta molécula. Esta
caracteristica pode favorecer o controlo do cresci-
mento de fungos patogénicos das plantas, por estes



Quadro 5 - Crescimento (mm) dos isolados potencialmente
antagonistas e do fungo patogénico Sclerotinia

homoeocarpa
Fungo DAI1 DAI2 DAI 3 DAI 4
1 11,06d 24,64de 41,32b 56,56bc
2 14,20c 28,41cd 40,33b 53,71c
3 20,08a 37,22a 57,76a 63,43a
4 5,73fg 10,02g 1334de  16,00fg
5 7,26ef 21,25ef 30,42¢ 43,89d
6 8,20e 18,49f 25,93¢ 37,23e
7 10,29d 27,97cd 41,0b 55,62bc
8 2,64h 3,43h 5,36g 6,24ij
9 14,45¢ 34,81ab 53,42a 60,69ab
10 491g 6,16gh 7,53fg 9,06ghij
11 3,69gh 5,27gh 7,77fg 12,66fghi
12 4,26gh 7,49gh 14,38d 18,08f
13 4,01gh 6,03gh 6,03fg 6,03j
14 4,98g 6,77gh 9,56defg  11,89ghij
15 5,11g 8,77g 8,78efg  877hij
16 4,70gh 7,02gh 7,026g 7,02hij
17 3,77gh 6,63gh 9,09defg  10,51ghij
18 3,78gh 5,69gh 7,37fg 9,42hij
19 4,96g 8,78g 10,03defg  10,03ghij
20 4,22gh 6,84gh 9,12defg  11,52ghij
21 4,65gh 7,34gh 11,16def  1321fgh
22 19,80a 36,22a 55,76a 60,43a
23 8,20e 17,49f 23,93¢ 34,23e
24 491g 6,16gh 7,53fg 9,63hij
25 3,46gh 4,82gh 7,72fg 11,28ghij
26 421gh 6,17¢h 7,.72fe 11,28¢hii
S. homoeo- 16,73b 31,46bc 44,19b 58,26abc
carpa

Para cada coluna, os valores seguidos da mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas para p<0,05. DAL, niimero de dias apds a inoculagdo.

fungos também apresentarem quitina na sua cons-
tituicao (Sharp, 2013).

T. atroviride, T. asperellum, F. oxysporum, F. kerato-
plasticum, B. ochroleuca provocaram maior inibi¢ao
do crescimento de S. homoeocarpa. F. oxysporum,
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Figura1-Taxa de inibicdo de Sclerotinia homoeocarpa no
confronto com isolados de fungos presentes nos
compostos P1 e P2. Os valores seguidos da mesma
letra ndo apresentam diferengas estatisticas para
p< 0,05 (teste de Duncan).

F. keratoplasticum, B. ochroleuca, controlaram o cres-
cimento do patogénico, apesar de terem apresen-
tado taxas de crescimento baixas, na sua presenca.

Aos 7 DA, a interagao entre os fungos com poten-
cial antagonista e os agentes patogénicos foi do
tipo E, de acordo com Magan e Lacey (1984). A inte-
racao do tipo E caracteriza-se pela inibi¢ao de uma
das espécies em contacto, continuando o antago-
nista a crescer, a uma taxa mais reduzida, sobre a
colonia inibida (a do agente patogénico).

Capacidade supressiva dos compostos obtidos
para S. homoeocarpa, in vivo

Os primeiros sintomas de doenga provocada por
S. homoeocarpa surgiram nas modalidades T, Tt, P1t
e P2t, aos 12 DAI (Quadro 6).

Quadro 6 - Incidéncia e Severidade da doenga, nas diferentes modalidades, ao longo do ensaio

Incidéncia da doenga (%) Severidade da doenca
DAI T Tt P1 P1t P2 P2t T Tt P1 P1t P2 P2t
12 15a 45a 5a 30a Oa 30a 0,2a 0,55a 0,05a 0,45a Oa 0,3a
18 35ab 70a Ob 50ab Ob 55a 0,6ab 1,1a Ob 0,55ab Oa 0,65ab
21 85a 100a 15b 70a Ob 70a 1,35a 1,9a 0,15b lab Ob 1,6a
27 100a 100a 35b 85a 20b 100a 1,8bc 2,1ab 0,35d 1,25¢ 0,5d 2,65a
34 100a 100a 60b 100a 40c 100a 2,3ab 3,1a 0,7¢c 1,7bc 0,9¢ 3,0a
41 100a 100a 70b 100a 55b 100a 4,7a 4,15ab 1,10d 2,3¢ 1,15d 3,55b
49 100a 100a 75b 100a 70b 100a 5,0a 4,6ab 1,65d 3,35¢ 1,4d 3,9bc
55 100a 100a 80b 100a 70b 100a 5,0a 4,75ab 2,15d 4,05¢c 1,4e 4,3bc

Para cada parametro analisado, em cada linha (DAI), os valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas, para p<0,05. DAL, nimero de dias
ap6s a inoculagdo, P1, composto P1; P1t, composto P1 tratado termicamente; P2, composto P2; P2t, composto P
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Analisando a Severidade da doenca, verificou-se
que o fungo se desenvolveu mais rapidamente
nos compostos tratados termicamente e na turfa
(tratada e nao tratada) (Quadro 6). Estas moda-
lidades favoreceram também o crescimento de
S. homoeocarpa com o consequente aumento da
area das manchas na relva . A menor diversidade
microbioldgica nas modalidades T, Tt, P1t e P2t tera
favorecido o crescimento do patogénico, tal como
verificado por outros autores (Cotxarrera et al.,
2002; Trillas et al., 2006; Reis e Coelho, 2013).

No final do ensaio (55 DAI) as modalidades P1 e P2
apresentaram maior capacidade supressiva para
S. homoeocarpa, observando-se menor Incidéncia
e Severidade da doenga, em comparacao com as
restantes modalidades que, tal como esperado,
apresentaram uma Incidéncia da doenga de 100 %
em T, Tt, P1t e P2t (Quadro 6). Na turfa (55 DAI) a
area afetada pela doenga foi de 95,2 % e de 90,6 %,
respetivamente na turfa nado tratada e tratada
termicamente, o que ¢é significativamente superior
(p<0,05) ao verificado em P1 e P2, onde essa area foi
apenas de 19,1 % e 10,8 %, respetivamente. Assim, a
severidade da doenca, no final do ensaio, foi mais
elevada em T e Tt, embora em Tt nao tenha diferido
significativamente de P2t, que por sua vez, também
nao diferiu de P1t (Quadro 6). A superioridade da
capacidade supressiva das modalidades P1 e P2
destacou-se significativamente das restantes.

No final do ensaio, a capacidade dos compostos
P1 e P2 para suprimirem as doencgas pode atri-
buir-se aos microrganismos presentes, com
populagdes mais elevadas de Trichoderma spp.,
e mais baixas de Sclerotinia spp. (Quadro 7).
A presenca de T. gamsii e a sua agdo antagonista
contra S. homoeocarpa, em solos com relvados,
ja tinha sido observada por Coelho et al. (2016).
Em estudos com T. harzianum, Guerrero et al.

(2008) constataram igualmente a sua capacidade
de controlo de doencas do solo em relvados.

As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos
também podem ter influéncia no controlo biolo-
gico (Walsh et al., 1999; Cotxarrera et al., 2002; Pane
et al., 2011), embora isso ndo tenha sido evidente no
presente estudo, quando se compara a severidade
da doenga em P1t, P2t e Tt. De fato, nao se verifi-
caram diferencas significativas entre modalidades
no final do ensaio quanto a CE, e o tratamento
térmico nao alterou o pH dos substratos destas
modalidades (Quadro 7).

A variavel AUDCP, que indica a progressao da
doenca foi mais elevada em T, Tt e P2t, que nao dife-
riram significativamente entre si (p < 0,05), seguin-
do-se a observada na modalidade P1t (Figura 2).
A progressao da doenca foi significativamente
menor nas modalidades P1 e P2, compostos nao
sujeitos a tratamento térmico, o que indicia a natu-
reza microbiologica da supressividade ocorrida.

0.14
a

a
] ‘|’
0.1 T
b
0.06
0.04 ¢ c
” . i
0+ :
T Tt P1 P1t P2 P2t ‘

Figura 2 - Area sob a curva de progresso da doenca (AUDPC)
para cada substrato. Os valores seguidos da mesma
letra ndo apresentam diferengas estatisticas para
p< 0,05 (teste de Duncan). P1, composto P1; P1T,
composto P1 tratado termicamente; P2, composto
P2; P2T, composto P2 tratado termicamente, T,
turfa; TT, turfa tratada termicamente.
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Quadro 7 - pH, condutividade elétrica e populagdes microbianas no final do ensaio (ufc. g* de substrato)

T Tt P1 P1t P2 P2t
pH 4,49b 3,87¢ 6,80a 6,98a 6,95a 7,22a
CE (dSm™) 0,123a 0,155a 0,215a 0,403a 0,330a 0,390a
Trichoderma spp. 1,66x10°b 32,5¢ 8,67x103a 1,65x10°b 9,18x163% 5,17x102¢c
Sclerotinia spp. 1,34x10%c 2,16x10%b 1,05x10%c 4,04x10% 2,47x102d 1,01x10%c

Para cada linha, valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferengas significativas, para p<0,05. P1, composto P1; P1t, composto P1 tratado termicamente; P2,
composto P2; P2t, composto P2 tratado termicamente, T, turfa; Tt, turfa tratada termicamente.
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CONCLUSOES

A compostagem dos residuos agroindustriais
descritos permitiu a obtencao de dois compostos
organicos com boa qualidade agrondmica, dos
quais foram isolados fungos com capacidade para
suprimir o crescimento de S. homoeocarpa. Nos
ensaios in vitro, verificou-se que o maior niimero
de fungos com capacidade supressiva para S.
homoeocarpa foi isolado do composto P2. Nos testes
in vivo, ambos os compostos apresentaram capa-
cidade para controlar o desenvolvimento de S.
homoeocarpa e a manifestacdo de doenga na relva
(Agrostis stolonifera), em particular o composto

mistura compostada podera ter contribuido para
os melhores resultados obtidos em P2. No entanto,
sera necessario confirmar o efeito dos residuos
com quitina no aumento da supressividade do
composto organico P2.
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