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Resumo

A producao de morangos semi-hidroponicos protegidos é cada vez maior. Botrytis cinerea é o patégeno que mais causa
danos nesse sistema. Devido a rapida e desuniforme maturagao dos frutos é dificil manejar essa doenga com fungicidas
quimicos. Outro patégeno importante na cultura é o Rhyzopus sp, causador de grandes perdas de producao. O uso de
biofungicidas vém sendo uma alternativa para reduzir a contaminacao do meio ambiente, manejar doencas resistentes
aos fungicidas e controlar patégenos em cultivos organicos. As diferentes estirpes de Bacillus sp. apresentam diferentes
modos de acdo e, entdo diferentes resultados de controle. Porém, nao existem muitos estudos sobre o efeito desses
produtos sobre B. cinerea. Assim, os objetivos deste trabalho foram comparar duas estirpes de diferentes Bacillus sp. de
biofungicidas em diferentes concentragoes, para o controle de B. cinerea, Rhizopus stolonifer e a producao de frutos de
morangueiro em sistema semi-hidropénico. Dois experimentos comparativos de Bacillus subtilis QST 713 (B.s.), produto
comercial Serenade®, e Bacillus amyloliquefaciens D747 (B.a.), produto comercial Eco-shot®, foram comparados junto
a aplicagoes de agua. Os experimentos foram em cultivo semi-hidroponico protegido da empresa lItalbraz Ltda, locali-
zada em Vacaria-RS. Os resultados obtidos informaram que nas doses 0,8 kg/ha de B.a. e 1,6 L/ha de B.s., o B.a. foi mais
eficiente no controle de B. cinerea. Ja nas doses de 1,0 kg/ha de B.a. e 2,0 L/ha de B.s., somente B.a. controla B. cinerea.
Os produtos B.a. e B.s. nao controlam R. stolonifer e nao afetam a producao de morangos.

Palavras-chave: Bacillus. Botrytis cinerea. Cultivo protegido. Morango.
Abstract

Efficacy of biological control of gray mould in strawberries produced in protected environment

The production of protected semi-hydroponic strawberries is increasing. Botrytis cinerea is the pathogen that causes
the most damage to this system. Due to the rapid and uneven fruit ripening it is difficult to manage this disease with
chemical fungicides. And another pathogen also important in culture is Rhyzopus sp, which causes large yield losses. The
use of biofungicides has been an alternative to reduce environmental contamination, manage fungicide resistant diseases
and control pathogens in organic crops. The different strains of Bacillus sp. present different modes of action and then
different control results. However, there are not many studies on the effect of these products on B. cinerea. Thus, the
objectives of this work were to compare two strains of different Bacillus sp. of biofungicides at different concentrations for
the control of B. cinerea, Rhizopus stolonifer and strawberry fruit production in semi-hydroponic system. Two comparative
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experiments of Bacillus subtilis QST 713 (B.s.), (Serenade® commercial product), and Bacillus amyloliquefaciens D747
(B.a.), (Eco-shot® commercial product), were compared with water applications. The tests were in semi-hydroponic
protected cultivation of the company Italbraz Ltda, located in Vacaria-RS. The results show that at doses 0.8 kg/ha of B.a.
and 1.6 L/ha of B.s., B.a. It is more efficient in controlling B. cinerea. Already at doses of 1.0 kg/ha B.a. and 2.0 L/ha of B.s.,
only B.a. controls B. cinerea. B.a. and B.s. do not control R. stolonifer and do not affect strawberry production.

Key words: Bacillus. Botrytis cinerea. Protected cultivation. Strawberry.
Introducao

O morangueiro é cultivado principalmente em sistema semi-hidropénico. Esse sistema é realizado em
ambiente protegido e o plantio é realizado em embalagens (slabs) com substratos de origem vegetal, os
quais sdo colocados em prateleiras e as plantas sao conduzidas com fertirrigacdo. Este sistema possibilita ao
produtor obter maior produtividade.

A cultura do morangueiro esta sujeita a diversas moléstias causadas por agentes fitopatogénicos, dentre os
quais se destaca o Botrytis cinerea, causador do Mofo Cinzento, responsavel por perdas expressivas em todos os
cultivos protegidos (YU; SUTTON, 1997). Os sintomas da podridao de frutos abrangem manchas de aspecto en-
charcado, deprimidas e descoloridas, que crescem rapidamente. Os frutos infectados em pré ou em pés-colheita
tornam-se moles, aquosos e de coloragao marrom clara. Ao apodrecerem os tecidos, a epiderme se rompe e
sobre ela se desenvolvem as estruturas do fungo. Em condi¢bes de campo, o patdégeno se desenvolve nos restos
culturais e a partir destes iniciam a infeccao e colonizacdo dos tecidos verdes por ocasiao de condicoes favoraveis.

Outro patégeno importante na cultura é o Rhyzopus sp, agente causal da podridao mole. Os principais
sintomas dessa doenca sao os frutos maduros apresentarem um aspecto aquoso, e comumente nao surge em
frutos imaturos, o que faz com que dificilmente sejam observados a campo (REZENDE; FANCELLI, 1997).
Essa podridao pode se disseminar rapidamente através do suco do frutos, que escorre dos infectados para
os sadios dentro das embalagens. Os frutos atacados apresentam alteracées na cor e na consisténcia e, apds
um periodos de infeccdo, verifica-se sobre estes um crescimento micelial denso e branco, com presenca de
esporangios e esporangiéforos escuros (TANAKA et al., 1997).

O controle de patégenos no cultivo de morangueiro é feito com uso de praticas culturais, nas quais se
inclui o uso de mudas sadias, eliminagao frequente de folhas e outros tecidos lesionados, adubacao equilibra-
da e o complemento com a prote¢ao quimica ou biolégica. A preocupacao com residuos quimicos nas frutas
e a selecao de patdgenos resistentes aos fungicidas recomendados estimulou o desenvolvimento de métodos
alternativos para o controle de B. cinerea nos pequenos frutos, entre os quais se inclui o controle biolégico.
Antagonistas eficientes como o fungo Clonostachys rosea (PENG et al.,1992) e espécies de Bacillus, tém seus
modos de acao associados principalmente a producao de quitinase, como é o caso de Bacillus cereus, e tam-
bém de antibidticos e/ou inducao de resisténcia que ocorre por outros antagonistas.

A eficiéncia de controle de B. cinerea por Bacillus subtilis QST 713 no morangueiro pode variar, depen-
dendo do isolado utilizado. Helbig e Bochow (2001) obtiveram 16 a 40% de controle do Mofo Cinzento com
oisolado 25021 de B. subtilis QST 713, enquanto que Huang et al. (2001) verificaram controle superior a 70%
quando foi utilizado o isolado S1-0210. Avaliacdes de B. subtilis QST 713 (Serenade®) foram relatadas por
Valdebenito Sanhueza et al. (2008) e mostraram que, em morangueiros em tuneis baixos, B. cinerea pode ser
controlado pela pulverizacdo semanal a partir do inicio da floracdo com calda, contendo 8 mL/L do produto
comercial. Nessa condi¢do, o fungicida iprodione controlou o patégeno em 87% e o B. subtilis QST 713, em
77%. O antagonismo e a acdo de diferentes estirpes de B. amyloliquefasciens D 747 a diversos patégenos de
fruteiras (Monilinia fructicola, Botryosphaeria dothidea, Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea) sao associados a
producao de varios lipopeptidios, competicao por nutrientes e por espago. Estirpes dessas espécies também
sdo promotores de crescimento das plantas (MARI et al. 1996; YAN et al. 2013; HAIDAR et al. 2016).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho visou comparar a eficacia de B. amyloliquefasciens (D 747) e
Bacillus subtilis (QST 713) para o controle de Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e a produgao de frutos em
morangueiros da cv. Pircinque cultivados em sistema semi-hidropénico. Esse estudo tem como base o fato
de que cada estirpe diferente de Bacillus pode apresentar diferentes modos de acao no controle biolégico e,
consequentemente, diferentes resultados de controle, além de que nao se encontram trabalhos que compa-
rem o controle biolégico com B. subtilis QST 713 e Bacillus amyloliquefaciens D747.
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Material e Métodos

Os ensaios foram estabelecidos em ambiente protegido de morangos semi-hidroponicos com plantas
de segundo ano da cv. Pircinque, 40 dias apds o rebrote, na empresa Italbraz Ltda., em outubro de 2017
(Figura 1). Os experimentos foram realizados em duplicata e tiveram delineamento de blocos casualiza-
dos, com seis blocos, sendo cada parcela constituida por quatro ‘slabs’ contendo oito plantas cada. Em
ambos os experimentos, antes do inicio da pulverizacdo, foram retirados todos os frutos em ponto de co-
Iheita presentes nas parcelas, tratando-se somente flores sem sintomas, frutos recém formados e as outras
partes das plantas. Além disso, no inicio de cada experimento as plantas foram limpas através da retirada
de folhas secas, estoloes e flores doentes.

Os dois experimentos foram realizados com as mesmas parcelas de plantas, variando apenas as doses e
época de aplicagao.

Experimento |

Os tratamentos constaram de pulverizaces de plantas em inicio de floragcao. Os tratamentos foram: B.
amyloliquefaciens D747, na concentracao de | g/L (5,0 x 107 UFC/L); Bacillus subtilis QST 713, na concentra-
cdo de 2 mL/L (2,0 x 10° UFC/L); e a testemunha, com pulverizacio de agua.

As datas das pulverizacoes foram 19/10, 26/10,01/11,08/11, 14/11,21/11 e 01/12/2017.

Experimento 2

As mesmas parcelas do experimento | foram usadas no experimento 2, porém em periodo diferente.
Os tratamentos constaram de: B. amyloliquefaciens D747 na dose de 1,2 g/L (6 x 107 UFC/L); B. subtilis QST
713, na dose de 2,4 mL/L (2,4 x 10° UFC/L); e a testemunha, com pulverizacio de agua. As plantas foram
pulverizadas nos dias 6/12, 11/12, 15/12 e 22/12/2017.

As pulverizacdes foram feitas através de aspersdo com pulverizador manual, pulverizando completa-
mente a parte aérea das plantas com 3 L de calda nos seis blocos, no intervalos de 5 a 7 dias.

Para a avaliacdo dos morangos, foram realizadas colheitas nos dias 8, 16 e 24 de novembro, e dia 6 de
dezembro no primeiro ensaio; nos dias |18 e 26 de dezembro, no segundo experimento. Os frutos foram
colhidos, pesados e colocados em embalagens compartimentadas, sendo mantidos durante 48h em tempe-
ratura de 20°C, + 2°C. Apés esse periodo, foi realizada a avaliagdo através da porcentagem de frutos sadios e
com podridbes, sendo identificada as podridoes de maneira visual, com auxilio de microscopia e isolamento
dos patégenos em meio de cultura.

Para a andlise, acumularam-se os dados de cada unidade experimental nas diferentes datas de colheita.
Os dados em percentagem foram transformados para arco seno Vx. Os dados de producio foi por Vx,
visando atender os pressupostos da analise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05) usando-se o programa SASM - Agri (CANTERI et al., 2001).

Figura I.

Estufa utilizada para a avaliagao
de espécies de Bacillus para o
controle de Botrytis cinerea,

em morangueiros cv. Pircinque,
sob sistema semi-hidropénico.

By /]

Fonte: Autores (2017).
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Resultados e Discussoes

Em condicoes de laboratério, B. amyloliquefaciens D747 e B. subtilis QST 713 diminuem o crescimento
do fungo fitopatogénico B. cinerea em concentracdes de 10* a 10¢ UFC/mL. A maior porcentagem de con-
trole ocorre com o uso de B. subtilis QST 713 (SHTERNSHIS et al., 2015), o que se repete com a analise dos
resultados obtidos no presente trabalho.

Nos dois experimentos a presenca de Mofo Cinzento, causada por B. cinerea, e de Podridao Mole, causada
por Rhizopus stolonifer, foram verificadas. A observacao deste Ultimo patdgeno e a possivel dificuldade do seu
controle podem ter sido ocasionados devido as plantas utilizadas no experimento serem de segundo ano e,
neste caso, os patdgenos ja poderiam estar estabelecidos nos tecidos da planta antes do inicio das aplicacdes.

Na maioria das plantas, a inducio da defesa contra doencas e o aumento da imunidade é promovido
por B. amyloliquefaciens QST 713. No caso da soja, B. amyloliquefaciens aumenta a resisténcia sistémica de
plantas as bactérias causadoras de doencas, e na alface reduz a gravidade da doenca causadora de podridao
de folha (SIEMERING et dl., 2016).

Assim, o uso de Bacillus no cultivo de morangueiro pode ativar o sistema de defesa natural das plantas e,
dessa forma, reduzir as perdas por podridées de frutos.

Experimento |

No periodo deste experimento houveram frequentes registros de temperaturas acima de 20°C e baixa
pluviosidade e, por isto, a testemunha apresentou incidéncia relativamente baixa (24,2%), apos 48h de vida
de prateleira. Os dados acumulados de todas as datas de colheita (Tabela |) mostraram que a podridao dos
morangos por B. cinerea diminuiu em 23,5% pelo efeito da pulverizacio de B. amyloliquefaciens D747, com a
dose de 1,0 g/L (0,8 kg/ha). Entretanto, nas parcelas tratadas com Bacillus subtilis QST 713 2,0 mL/L (I,6L/ha)
a cada 7 dias, a incidéncia do Mofo Cinzento nao apresentou diferenca da testemunha (Tabela |). No periodo
da avaliacao, a incidéncia do Mofo Cinzento foi variavel, sendo maior somente na quarta colheita.

A producio de morangos e seu peso médio foi igual estatisticamente nos tratamentos (B. amyloliquefa-
ciens: 921,1 g; B. subtilis: 1121,8 g; e, testemunha: 1099,4 g/parcela).

Experimento 2

Nesse experimento, a floragcao foi em menor quantidade que no experimento |.

As condicdes para ocorréncia do Mofo Cinzento foram mais propicias, pois foi constatado 14,54% a
mais na testemunha deste do que no experimento | (Tabela I). Mas, mesmo nestas condicbes, o aumento
da dose dos dois Bacillus aumentou a percentagem de controle exercido pelos mesmos comparados ao ex-
perimento |. Assim, neste experimento, o controle exercido pelo B. amyloliquefaciens D747 foi de 53,3% e
pelo B. subtilis QST 713 foi de 40%.

A'incidéncia do Mofo Cinzento nas plantas tratadas com B. amyloliquefaciens D747 foi menor que a ocor-
rida na testemunha, enquanto o B. subtilis QST 713 teve um efeito intermediario entre o B. amyloliquefaciens
D747 e a testemunha.

A incidéncia da Podridao Mole (R. stolonifer) foi 14% maior neste periodo, porém nao foi detectada
reducdo dos danos pelos biofungicidas (Tabela ). Nao houve efeito dos tratamentos na producao total dos
morangueiros (B. amyloliquefaciens D747: 308,6 g; B. subtilis QST 713: 253,2 g; e testemunha: 387 g/parcela).

O maior controle exercido pelo B. amyloliquefasciens D747 sobre B. cinerea em morangos pode ser devido a
uma caracteristica prépria da estirpe, como uma maior adaptacao nas condi¢des do ambiente do sistema de pro-
ducdo de morango semi-hidroponico (HAMDACHE et al. 2012), ou a maior concentracao de UFC de B. amylo-
liquefasciens D747 (5x10'°) que o B. subtilis QST 713 (1x10%) do microsganismo no produto comercial utilizado.

Em um experimento realizado por Remuska e Pria (2007), verificou-se que o uso de Bacillus thuringiensis
controla o crescimento de col6nias de Sclerotium rolfsii, Monilinia fructicola, Fusarium solani e Sclerotinia scle-
rotiorum e também, no caso deste ultimo patégeno, ele nao permite que o fungo forme estruturas de resis-
téncia (esclerddios). Dessa forma, é possivel assumir que o uso de Bacillus sp. tera potencial para o controle
de diferentes fitopatégenos associados as podridoes de frutos.

A aplicacdo de agentes bioldgicos em frutos de morangueiro através de aspersao ou imersao com so-
lucdo antes e durante o armazenamento é um método mais eficiente que quando aplicado antes da colheita
(HERNANDEZ et al. 2019). Entretanto, este método devera ser avaliado ainda nos morangos.
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Tabela |- Incidéncia e controle (%) das podridées de morangos tratados por aspersao com Bacillus subtilis QST 713 (B.s.)

e Bacillus amyloliquefasciens D747 (B.a.) durante o periodo de outubro a dezembro de 2017 (Experimentos | e 2).

Tratamentos Botrytis
Incidéncia (%) | Controle (%) | Incidéncia (%) | Controle (%)

Experimento |

B.a. 1,0 gL 18,05 b' 23,55 2,7a 40,0
B.s. 2,0 mL/L 2340a 3,31 52a 0,0
Testemunha 24,20 a - 4,5a -
CV (%) 6,77 - 21,71 -
Experimento 2

B.a. 1,2 gL 18,19 a 53,29 17,91 NS -
B.s. 2,4 mL/L 23,34 ab 40,06 22,12 -
Testemunha 38,94 b - 18,45 -
CV (%) 26,8 - 22,54 -

'Médias de 6 repeticdes, cada uma constituida por 32 plantas. Dados seguidos pela mesma letra na linha, dentro do mesmo
experimento, nao diferem entre si. Médias comparadas pelo teste Tukey, (p< 0,05). NS: Nao significativo.
Fonte: Autores (2019).

Consideracoes Finais

A estirpe Bacillus amyloliquefasciens D747 é mais eficaz na dose de 1,0 g/L que Bacillus subtilis QST 713
na dose de 2,0 mL/L no controle de Botrytis cinerea em morangos da cv. Pircinque, cultivados em sistema
semi-hidropénico.

O aumento da dose de Bacillus amyloliquefasciens D747 reduz a incidéncia de Botrytis cinerea comparado
a testemunha.

Os biofungicidas das estirpes Bacillus subtilis QST 713 e Bacillus amyloliquefaciens D747 nao controlam a
podridao por Rhizopus, nem afetam a producao de morangos em sistema semi-hidroponico.
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