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Resumo

A forma de controlar o pedrado da macieira asseassencialmente, na
aplicacdo repetida de fungicidas. A utilizacdo ssm@ das mesmas familias de
fungicidas, levanta a preocupacdo do risco de dekemento de resisténcias.
Realizaram-se ensaios de campo em dois pomareepesentam diferentes pressdes
de desenvolvimento da doenca e ensaositro com conidios provenientes destes
pomares. No pomar de alto risco, os resultados dsimaan a existéncia de resisténcia
in vitro comprovada pela falta de eficacia das estrob#ésrino ensaio de campo. Por
seu lado, no “pomar de baixo risco”, cerca de D8 cbnidios germinaram, contudo,
este facto néo se reproduziu no ensaio de campo.
Palavras-chave: Venturia inaequalis; cresoxime-metilo; trifloxistrobina; resisténcia,
macieira.

Abstract
Title: Resistance dfenturia inaequalis to strobilurins in Cova da Beira

The way to control apple scab is mainly based epeated fungicide
application. The consecutive use of the same famdr fungicides raises the concern of
the risk of developing resistance. Two kinds cdlfriwere carried out: a field trial in
two orchards, representing different pressureseetlbpment of the disease, andian
vitro trial with conidia from these two orchards. In thigh-risk orchardin vitro results
show the existence of resistance that was confirfagdthe lack of efficacy of
strobilurins in the field trial. In the low-risk chard, about 1/3 of the conidia
germinated, however, this is not reproduced irfitkd trial.

Keywords: Venturia inaequalis, kresoxim-methyl; trifloxistrobin; fungicide resance;
apple.

Introducao

O pedrado, causado pelo fungenturia inaequalis (Cooke) Wint. € a doenca
chave das macieiras. Em Portugal, a existéncicempdraturas favoraveis durante a
maior parte do periodo vegetativo, conjugado camnaréncia de chuvas, determina o
seu desenvolvimento epidémico (Rosa, 1993). A apdic de fungicidas é a principal
forma de luta e s@o necessarias varias repetigbdsngo de cada ano (MacHardy,
1996), que podem representar a maior parte davemighes fitossanitarias realizadas
num pomar. A utilizacdo repetida de fungicidas eB@®s no controlo deV.
inaequalis, tem conduzido, ao longo dos anos, ao desenvohtonge resisténcias em
varias familias de fungicidas (MacHardy, 1996).

Apesar deV. inaequalis causar lesdes aparentemente uniformes, a populacéo
existente em cada pomar € uma comunidade de de#sremdividuos com
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caracteristicas distintas. A sobrevivéncia de iidios a tratamentos repetidos de
fungicidas da mesma familia, confere-lhes vantageomparativamente a restante
populacao sensivel (Koller et al., 2005). Estedacinduzira ao aparecimento linhagens
resistentes.

As estrobilurinas constituiram uma nova familidudegicidas para o controlo do
pedrado, apos a manifestacdo de resisténcias maad@bss & Newbery, 1977), nos
benzimidazois (Nothover, 1986) e nos IBEs (Koélléragé, 1997). Em Portugal, a
primeira estrobilurina homologada foi o cresoximetin, em 1999, seguido da
trifloxistrobina em 2003. Logo apds a sua entraglanercado, comecaram a surgir 0s
primeiros registos de resisténcias (Olaya & Koll€&¥99a; Olaya & Koller, 1999b), que
indicavam que as resisténcias a este grupo decidagiiria evoluir, constituindo uma
quarta geracao de resisténciadenaequalis a fungicidas (Kdller & Wilcox, 2001).

No que diz respeito ¥. inaequalis, 0 Fungicide Resistance Action Committee
(FRAC) refere ser um fungo de alto risco de deskimento de resisténcias. Por outro
lado, refere que as estrobilurinas tém alto risa@ pnduzir resisténcia devido ao seu
modo de accgdo. Estes dois factores conjugados arnlaglevada presséo sobre o
cuidado a ter na aplicacao desta familia quimidataacontra o pedrado.

Neste trabalho, pretendeu-se verificar a existéeigesisténcia a estrobilurinas,
na Cova da Beira, ap0s dez anos de utilizacao tewsitia de fungicidas, conjugando
ensaios de campo e ensaiwitro.

Material e métodos

Para avaliar a sensibilidade do pedrado as esirotak, foram realizados dois
tipos de ensaio — ensaios de campo e ensa&it o.

Os ensaios de campo tiveram lugar em dois pomaeSoda da Beira, que
representam diferentes pressdes de pedrado. Umrpdereominado “pomar de alto
risco”, localizado numa zona de baixa, na proximédae um curso de agua, com
historial de infec¢cdes de pedrado e com aplicagiestiobilurinas desde a colocacéo
no mercado. Um pomar denominado “pomar de baixao'fislocalizado em meia-
encosta, sem historial de infec¢bes de pedradoenoenor utilizacdo de estrobilurinas.
Nos ensaios de campo foram estabelecidas trés ihadied: aplicacdo de cresoxime-
metilo, trifloxistrobina e dodina, servindo comatamento de referéncia. Foi ainda
constituida uma modalidade testemunha, onde apsmaaplicou agua. As doses
aplicadas foram as preconizadas pelas empresadatatedos fungicidas.

A decisdo dos tratamentos resultou das previsOeeonmddgicas para a
ocorréncia de infeccdo sendo posicionados pre@ngwnte (quadro 1).

No ensaio de campo foi utilizado um delineamentobdmeos completamente
aleatdrios. Cada parcela foi constituida por seisréas, com quatro repeticdes, mas so
as quatro arvores centrais foram aproveitadasgsmabservagdes (EPPO, 2000; EPPO,
2007). As amostragens consistiram em folhas e drufo amostragem de folhas
consistiu na observacado e avaliacdo de 200 follmmspprcela (EPPO, 2000). As
observacdes nas folhas foram realizadas a 7 de, M&ide Junho, 26 de Junho (final do
periodo de projeccéo de ascosporos) e a colhedsakhacédo de infecgbes nos frutos foi
realizada a colheita, em 100 frutos por parcel@@&F2000).

No ensaioin vitro, foi seguido o procedimento do FRAC (Stammler &
Klappach, 2006). Os fungicidas testados no erisairo, foram as duas estrobilurinas
homologadas para o pedrado (cresoxime-metilo doxistrobina). Os fungicidas
testados, foram diluidos em agar-agua esterilizegltando numa concentracao final
de substancia activa de 2 mg.LOs meios de cultura foram colocados em placas de
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Petri, cada uma com 20 mL. Procedimento igual fdizado para o meio de cultura
testemunha, mas sem adi¢ao de fungicida.

Para o ensaitn vitro utilizaram-se conidios provenientes de trés osgesm
distintos niveis de risco de resisténcias a estnitas. O pomar de alto risco e o pomar
de baixo risco, onde foram realizados 0s ensaiosadgo, € uma populacao ¥e
inaequalis sensivel, proveniente de macieiras fora de zartec@la, onde nunca foram
aplicadas estrobilurinas. As amostras de cadaitacdlo consistiram em cerca de 40 a
60 folhas com lesbes de pedrado esporuladas, guen faransportadas para o
laboratorio, entre folhas de jornal em arca frifijcai portatil, logo apds a sua colheita.
Foram recortadas 60 porcOes de folhas infectadas Yo inaequalis, de cada
proveniéncia e depositados num baldo de Erlenmeyer 10 ml de agua destilada
esterilizada. A solucéo foi filtrada através detoquaamadas de gaze esterilizada, para
remover impurezas. Foi verificada a concentracaoamédios, utilizando uma camara
de Neubauer, sendo a concentragao final determiea@iastada a aproximadamente
5x10 conidios mL.

As inoculagdes consistiram na colocagéo de 12 glaak) puL da suspenséo de
conidios, no meio de cultura de cada modalidadéarea das gotas foi marcada com
caneta de acetato e as placas de Petri foram dal®@incubar, em estufa, a 18-20°C,
sem luz, durante 24 horas. Ap0s o periodo de imé@dyaforam contabilizados os
conidios germinados em 100 esporos, em cada umalalas repeticbes de cada
modalidade. Os esporos foram considerados germsna@o o tubo germinativo
atingisse, pelo menos, o tamanho do conidio. Agmeagem de esporos viaveis foram
determinados a 0 ppm [(n.° de conidios germinadodotAl de conidios
contabilizados)x100]. A percentagem de esporosterges foi determinado por [(%
conidios germinados a 2 ppm / % conidios germinaddppm) x 100].

No ensaioin vitro foi realizado um delineamento completamente at@Eato
composto por 12 repeticbes. Os dados foram anabspelo teste Shapiro-Wilk, para
verificar quanto a normalidade da sua distribui¢am.verificada a homogeneidade de
variancia pelo teste de Levene. Os dados foram stithms a analise de variancia. Foi
considerado um intervalo de confianca de 95%. Semype verificadas diferencas entre
grupos, estes foram agrupados em grupos homog@etmdeste de comparacdo de
médias de Duncan. Foi utilizado o programa esiaiiSIPSS 17.

Resultados e discussao

No decorrer do ensaio de campo confirmou-se que&lcds pomares estao
sujeitos a diferentes pressdes de infeccao degmdra

No pomar de alto risco (quadro 2), as infec¢cOe®mbslas nas folhas a 7 de
Maio, resultam da saida de lesbes de pedrado, ofc0es ocorreram em 16 de
Abril, protegidas por um tratamento efectuado galticultor com cresoxime-metilo.
Esse tratamento, apesar de bem posicionado, refadi@s na luta contra o pedrado. As
infeccdes verificadas ndo apresentaram diferengasfisativas entre modalidades.
Uma nova contagem de folhas com pedrado, revel@u wm periodo de infeccao
ligeiro, ocorrido no final de Abril, foi suficientpara revelar algumas diferencas entre
modalidades, mas sem grande relevancia. A contagaimada a 26 de Junho, apos o
periodo de projeccdo de ascosporos e apos trés mevdos de infecgdo, mostrou
diferencas importantes. A testemunha, apresentg@%®6de folhas com lesdes,
diferindo significativamente das restantes moddkda As modalidades tratadas com
cresoxime-metilo e trifloxistrobina, apresentaram@% a 19,3% de folhas com lesdes
de pedrado, respectivamente, sem diferencas sigtivgs entre si. Por sua vez, a
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modalidade tratada com dodina, apresentava 3,9ltes com pedrado, muito abaixo
das estrobilurinas. Na contagem de folhas com pedaacolheita, mantiveram-se as
diferencas entre modalidades, mas com maioresedifas de eficacia entre as
estrobilurinas e a dodina. Na contagem de frutos les6es de pedrado, os valores séao
muito altos para testemunha e estrobilurinas, @&e@ndo diferencas significativas. A
dodina apresentava valores muito mais baixos (2,8&pm diferencas significativas
para as restantes modalidades.

No pomar de baixo risco (quadro 3), nas contagealizadas a 7 e 19 de Maio
nao se verificaram lesbes. Na contagem realizades ap final da projeccdo de
ascosporos, a 26 de Junho, verificaram-se lesfssfalhas, mas em pequena
quantidade. Nesta data, a testemunha apresent&¥s @e folhas com pedrado,
diferindo significativamente das restantes moddkda que por sua vez nao
apresentavam diferencas significativas entre stoleita, a presenca de folhas com
lesdes de pedrado, aumentou ligeiramente na madalidem tratamento fungicida,
para 3,5%. As modalidades tratadas continuavanticpnaente, sem infec¢des, nao
apresentando diferengas entre si. Ao nivel dosdruhanteve-se a relagcdo existente nas
folnas. As modalidades tratadas, praticamente n@@santam lesbes, diferindo
significativamente com a testemunha, que por saatambém apresenta poucas lesées
em frutos (1,8%).

No ensaioin vitro, as germinacdes de conidios apresentaram diferenca
significativas, consoante a proveniéncia dos cosid{quadro 4). Os conidios
provenientes do pomar de alto risco, tiveram unmranggacéo de 94,9% e 97,3% para
cresoxime-metilo e trifloxistrobina, respectivanentevelando uma resisténcia quase
total da populacdo deenturia inaequalis as estrobilurinas. Por sua vez, os conidios
provenientes do pomar de baixo risco, apresentaramtaxa de germinacao de 33,5%
para ambas as estrobilurinas, revelando a exist@@cuma subpopulagéo resistente. Os
conidios provenientes de lesdes de pedrado darémnfruticola, ndo germinaram, com
nenhuma das estrobilurinas.

A perda de eficacia das estrobilurinas, no combatpedrado no pomar de alto
risco, foi comprovado pela resisténcia do fungofiawicida verificada no ensaim
vitro. A forte pressao a que este pomar esta sujeitogdesenvolvimento de pedrado,
associada a utilizacdo sucessiva de estrobilurtodes os anos, parecem ser as
responsaveis pelo desenvolvimento de resisténagasaafamilia de fungicidas. O grau
de ataque de pedrado foi inaceitavel em fruticaltirendo em conta os resultados
obtidos por Fontaine et al. (2009) que verificaraxistir uma forte relacado entre a
deteccado de resisténcia nos ensaiogtro e a ocorréncia da mutacdo G143A, podera
nao haver retorno para a perda de eficacia, nestamp

Os conidios provenientes do pomar de baixo risgeram uma taxa de
germinagao de cerca de um ter¢co, em meio contestdab@urinas, no ensaim vitro.

Por sua vez, no ensaio de campo, as estrobiluforasn eficazes no combate ao
pedrado. Este facto mostra que a resisténcia caldi no ensain vitro, pode nao se
traduzir directamente em perda de eficacia no callter et al. (2004) e Turechek &
Koller (2004), utilizando uma metodologia diferenta do presente trabalho,
verificaram que as estrobilurinas podem continugreamitir um combate eficaz a
Venturia inaequalis, mesmo com declinio de sensibilidade as estrab#sy verificada
em testesn vitro. Contudo, ndo se sabe a partir de que taxa dergeg@o corresponde
perda de eficacia no campo. Nos ensaiogtro, as concentracées de fungicidas sdo
inferiores as utilizadas em campo, pelo que éidiétrar conclusées da magnitude dos
niveis de sensibilidade que se traduzem em perdgiccia no campo (Kunz et al.,
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1998). No entanto, o baixo risco de infeccbes wadfas neste pomar, durante o ciclo
da cultura, associado a pouca quantidade de inéoétw favoreceram a expressao da
doenca. Este facto reflecte-se na percentagem ldasfe frutos com pedrado, na
modalidade testemunha, que foram muito baixas.mpeavacao da taxa de germinagao
de 33,5% para ambas as estrobilurinas a 2 fg& presente estudo, com os resultados
obtidos por Farber et al. (2002) com taxas de gexgdio, em meio com estrobilurina,
de 43% a 1 mgt e 45% a 3 mg L para uma populacéo considerada resistente, levanta
alguma duavidas, no que concerne a eficacia de catapastrobilurinas neste pomar.
As infec¢des podem néo ter ocorrido infeccdo portaéihavido inéculo suficiente e as
condigdes nao terem sido muito favoraveis ao dedeinvento da doenca.

Conclusoes

A resisténcia do pedrado da macieikéenturia inaequalis) as estrobilurinas
existe em pomares onde estas sdo aplicadas. Adselercom que ela se manifesta,
dependera da pressao de seleccdo a que as populacpedrado estiveram sujeitas. A
falha quase total na inibicdo da germinacdo noiensavitro, foi comprovada com
falha significativa no combate ao pedrado no endaioampo. Nestes pomares, onde se
verifique falhas na luta contra o pedrado, estaillandeve ser erradicada dos
tratamentos fitossanitario. Contudo, onde a fatteeficacia das estrobilurinas nao se
manifesta em campo, mas onde tém sido aplicadesir&x subpopulagdes resistentes,
que deverdo ser geridas de forma a ndo evoluirenviabilizarem a eficacia das
estrobilurinas no futuro.

Para uma eficaz gestao da resisténcia é essenw@alasponsabilidade colectiva,
dos detentores comerciais dos produtos fitofarniec®, das autoridades reguladoras,
dos técnicos consultores, dos vendedores e dasultates. H4 poucas novas familias
de fungicidas a entrar no mercado, pelo que é itaptar proteger as existentes.
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Quadro 1 — Datas dos tratamentos efectuados na®smie campo em 2009.

9 Abril 25 Abril 9 Maio 13 Maio 21 Maio 5 Junho

Pomar alto risco (a) Y Vv Vv Vv Vv
Pomar baixo risco \% \% \% (b) \% \%

(a) - Tratamento realizado pelo fruticultor em t@dzona de ensaio, como cresoxime-metilo.

(b) - Tratamento ndo realizado, por nao ter ocodddagem do produto fitofarmacéutica e néo se
preverem condi¢cBes de infeccéo.

V - Tratamento efectuado

Quadro 2 — Percentagem de folhas e frutos com gedr® pomar de alto risco, ao longo do
ciclo da cultura, em 2009.

Folhas Frutos
7 Maio 19 Maio 26 Junho Colheita Colheita
Testemunha 2,6 a 6,6 a 26,9 a 72,6 a 62,8 a
cresoxime-metilo 3,3a 4,6 ab 179b 52,3b 47,8
trifloxistrobina 3,0a 4.9 ab 19,3 b 50,4 b 58,3
dodina 2,8a 24b 39 c 43 ¢ 23 b

Quadro 3 — Percentagem de folhas e frutos com gedn® pomar de baixo risco, ao longo do
ciclo da cultura, em 2009.

Folhas Frutos
7 Maio 19 Maio 26 Junho Colheita Colheita
Testemunha 0a 0a 25a 35a 18a
cresoxime-metilo 0a 0a 0,5b 10b 0,5b
trifloxistrobina Oa Oa 05b 05b 0,0b
dodina Oa Oa 0,0b 0,0b 00b




Quadro 4 — Percentagem de germinacdo com refer@ntéatemunha (100%), para as trés
origens dos conidios.

Origem dos conidios cresoxime-metilo trifloxistnadpi
Pomar alto risco 94,9 a 97,3 a
Pomar baixo risco 33,5b 33,5b
Zona nao fruticola Oc Oc




