Universidade Técnica de Lisboa
Instituto Superior de Agronomia

/

%,
%?or

© Superior de P9"

[

.

Desenvolvimento de um sistema pericial
para o pedrado da pereira
(Ventuna pinna) na regiao do Oeste

\

Justino Anténio Ventura Sobreiro

Orientador: Prof. Antonio Maria Marques Mexia

Juri:

Presidente: Reitorda Universidade Técnicade Lisboa

Vogais:

Instituto Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa;

Engenheiro Joaquim Pedro Pereira Amaro, professor catedratico jubilado do

Doutora Maria Ivone Esteves da Clara, professora catedratica da Universidade de

Evora;

Doutora Ana Maria Araujo de Beja Neves Nazaré Pereira, professora catedratica

da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro;

Doutor Anténio Gabriel da Silva St. Aubyn, professor catedratico do Instituto

Superior de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa;

Doutor Joao Manuel Reis Matos Silva, professor associado do Instituto Superior

de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa;

Doutor Anténio Maria Marques Mexia, professor associado do Instituto Superior

de Agronomia da Universidade Técnica de Lisboa.

Dissertagcéo apresentada neste Instituto para obtengéo do grau de Doutor

Doutoramento em Engenharia Agrondémica
Lisboa
2002



Capa: Pseudotecas de Venturia pirina em folhas observadas ao microscépio 6ptico (400x)
Autor: Justino Sobreiro

Editor: Justino Sobreiro

ISBN: 972-95807-3-1

Deposito legal: Efectuado pelo ISA segundo o DL 362/86

Impressao: Grafilipe — Soc. Artes Graficas, Lda. Cadaval

Este trabalho foi financiado pelos projectos:

PRAXIS 2134 — Fundagao da Ciéncia e Tecnologia

PAMAF 6040 — Ministério da Agricultura

O autor agradece a Fundagdo da Ciéncia e Tecnologia a concessao da bolsa de Doutoramento BD 5862/ 95

Tiragem de 100 exemplares
© Fevereiro de 2002
Reservados todos os direitos

Nenhuma parte desta Dissertagdo pode ser reproduzida, através de fotocopia, microfilme, base de dados
informatica, software ou qualquer outro meio electrénico ou mecanico sem a permisséo escrita do editor



RESUMO

Sobreiro, J. A. V. 2002. Desenvolvimento de um sistema pericial para o pedrado da pereira
(Venturia pirina) na regido do Oeste. Diss. Dout. Eng. Agron. ISA/UTL, Lisboa. 219p.

De 1995 a 2000 estudou-se o comportamento do fungo Venturia pirina na pereira (Pyrus commnnis)
Rocha, a cultivar mais importante no ecossistema agrario do Oeste de Portugal.

Confirmou-se que as pseudotecas sdo a forma principal de hibernagio do fungo. As lesées de pedrado
nos ramos foram raras (s6 observadas em 1998) e as infec¢des nas escamas dos gomos, aparentemente
ausentes. O padrio de infecgdao do fungo no hospedeiro foi aleatério nos primeiros ciclos de infecgdo
primaria.

A queda das folhas da pereira ocorreu normalmente de Novembro a Dezembro e a formacio das
pseudotecas de Dezembro a Janeiro. Neste perfodo, a precipitagio média (>100mm, Dez- Jan) e a
baixa temperatura (>400h, <7,2°C, Nov- Fev) contribuiram para o aumento do numero de
pseudotecas pot folha. O nimero médio de pseudotecas foi de 6,6/cm? de folha em 1996 ¢ 7,6/cm?
em 1997, num pomar nio tratado. Num pomar comercial observaram-se 1,1 pseudotecas/cm? de
folha em 1997. As folhas expandidas da pereira mediram, em média, cerca de 18 cm? O numero de
pseudotecas formado por lesio fértil foi estimado em 20,2+ 9,3. O nimero médio de ascos por
pseudoteca variou de 84 ascos em 1996 a 206 ascos em 1997 ¢ o valor médio em trés anos (1996 a
1998) foi de 142,3 ascos. A temperatura mais baixa, em Janeiro ou Fevereiro, pareceu condicionar o
maior nimero de ascos formado por pseudoteca.

A evolugio da maturagio dos ascésporos seguiu o modelo A, =7-¢"""*"" baseado no integral
térmico acima de 0°C (x), calculado apds os primeiros ascésporos maduros visiveis nas pseudotecas
(data média, 1 de Margo). Utilizou-se a taxa de maturagdo dos ascosporos (0,00415) de Spotts e
Cervantes para o Oregon. O fim da maturagio dos ascésporos ocorreu apds cerca de 900°C
acumulados. A emissdo esporadica de ascésporos ocorreu quando se observou no interior das
pseudotecas o valor médio de ascésporos maduros inferior a 20% a 30%.

Desenvolveu-se um método pata estimar a produtividade de ascésporos, que utiliza as mesmas
amostras de folhas ao longo da estacdo. A emissdo dos ascosporos seguiu o modelo N(572,5; 252,9)
em 1996 e N(689,1; 316,8) em 1997, com base no integral térmico acumulado desde 1 de Margo. A
curva da emissdo dos ascésporos relacionou-se estreitamente com a curva dos ascos vazios e afastou-
se da curva dos ascosporos maduros, sempre que nos pomares as condicdes foram favoraveis a
emissao de ascosporos. A maturidade dos ascosporos e dos ascos foram fenémenos distintos.
Primeiro amadureceram os ascosporos e s6 10 ou mais dias depois os ascos adquiriram a deiscéncia.

A captura de ascésporos da atmosfera seguiu a distribuicio N(337,6; 7150,0), em relagdo ao integral
térmico ap6s 1 de Marco. Os ascésporos foram capturados durante seis a oito semanas. A maioria dos
ascosporos foi capturada durante o fotoperiodo (90,3% a 98,0% das 6:00 as 18:00) e ap6s a chuva. No
caso de longos periodos sem chuva (>1 més) e na presenca de forte orvalho nocturno, alguns
ascosporos (2,4% a 6,0% do total anual) foram capturados na noite ou manha seguinte.

O clima do Oeste de Portugal influenciou o patossistema: Invernos frios e chuvosos (Tipo 1)
anteciparam o inicio da actividade da estagdo, enquanto Invernos amenos e secos (Tipo 4) o
atrasaram. Nos Invernos amenos e chuvosos (Tipo 2) /. pirina iniciou a actividade antes da pereira e
nos Invernos frios e secos (Tipo 3) a pereira adiantou-se em relacio ao fungo. O desfasamento pode
atingir cerca de 15 dias.

A 20°C, 8h foi o perfodo minimo de humecta¢do necessario a infec¢do de plantulas ou de pereiras
envasadas (um ano de idade) por conidios. A 20°C, o periodo latente em condi¢Ges laboratoriais
variou de 9 a 11 dias. Foi possivel obter a relagio significante Incidéncia,,, =I.9gN(2,33; 0,28), entre o
periodo de humectacio e a incidéncia de 1. pirina nas folhas de pereira envasadas. Apos 24h de
humectagio, a incidéncia de . pirina nas folhas atingiu o maximo. A area média das lesdes de pedrado
variou de 0,10cm? a 0,22cm?, quando o perfiodo de humectagao variou de 8h a 24h. Aparentemente, a
resisténcia ontogénica foi mais efectiva nos periodos de humectagio mais baixos.




Os conidios de V. pirina foram viaveis ap6s trés periodos de humectagio de 24h, intervalados por dois
periodos secos de 30min. Em caso de dano ou incapacidade aparente de crescimento da ponta do
tubo germinativo, formaram-se novos tubos.

As epidemias naturais de 1. pirina atingiram 65,1% a 100% dos frutos durante os cinco anos do
estudo. No final da estacdo, o nimero de lesdes por fruto infectado variou de 15,0 a 44,6. A incidéncia
de V7. pirina nas folhas atingiu o maximo de 29,7% nas plantulas, 87,0% nas pereiras envasadas e
89,2% no pomar sem tratamento, em 1998. A severidade maxima variou de 2,7% nas folhas do pomar
sem tratamento a 11,5% nas pereiras envasadas, sujeitas a 24h de humectagdo. O nimero maximo de
lesGes por folha variou de 5,8 em condi¢cbes naturais a 9,3 nos ensaios de inoculacio (24h de
humectacio).

Obtiveram-se varias telacoes incidéncia— severidade, Incidéncia=1-¢*, baseadas em corimbos, frutos ou
folhas. O pardmetro a vatiou entre 0,046/ lesio a 0,140/ lesio nos frutos e 0,162/ lesio e 0,384/ lesio
nas folhas e x foi o nimero de lesdes nos frutos ou folhas.

Um modelo de infecgdo desenvolvido para o pedrado da pereira (MIP) permitiu simular a curva
epidémica e estimar a incidéncia da doen¢a nos frutos. As constantes do modelo dependeram da

temperatura 6ptima (To=21°C), do petiodo mediano de humectacio (W, =15h), do coeficiente de

compensacio térmica (k=0,23/°C) e da intensidade inicial da doenga (I,=1% frutos infectados). O
nimero de perfodos de infecgdo variou entre oito em 1996 e 21 em 1998 e 2000. O MIP permitiu
determinar os meses de maior probabilidade de infeccdo: em Abril e Maio a possibilidade de infeccdo
foi alta; em Marg¢o e Julho média; e em Junho e Agosto baixa. Os periodos de infecgio ocorreram de
forma agregada em 75,5% dos casos. Nas parcelas onde o MIP foi utilizado na tomada de decisio
observou-se a incidéncia de pedrado em 0,2% a 5,1% dos frutos a colheita. O nimero de tratamentos
realizados variou de trés em 1996 a 11 em 2000 (média 6 tratamentos). Foi desenvolvido um sistema
pericial (JusClem), que recolhe, processa e disponibiliza a informacio de estacGes meteorolégicas aos
agricultores na forma de mensagens escritas para telemovel. A utilizacdo do sistema pericial permitiu
reducdes no nimero de tratamentos até 80% em relacdo ao sistema tradicional.

Palavras-chave: VVenturia pirina, simulagao, sistemas periciais, sistemas de avisos.
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ABSTRACT

Sobreiro, J. A. V. 2002. Development of an expert system for pear scab (Venturia pirina) in the
Oeste region. PhD Thesis. ISA/UTL. Lisboa. 219p.

From 1995 to 2000 the behaviour of the fungus Venturia pirina in Pyrus communis Rocha, the most
important cultivar in the agroecosystem of the West region of Portugal was studied.

It was confirmed that 1. pirina overwinters mainly as pseudothecia. The scab lesions on the branches
were rare (only observed in 1998) and the bud scales infection apparently absent. The infection
pattern of the fungus in the host was random in the first cycles of primary infection.

The fall of the pear leaves usually happened from November to December and the pseudothecial
initiation from December to January. In this period, the average rainfall (>100mm, Dec- Jan) and the
low temperature (>400h, < 7,2°C, Nov- Feb) increased the number of pseudothecia per leaf. The
average number of pseudothecia was 6,6/cm? of leaf in 1996 and 7,6/cm? in 1997, in an unsprayed
orchard. In a commertcial orchatrd 1,1 pseudothecia/cm? of leaf were obsetved in 1997. The fully
expanded leaves of the pear tree measured on average about 18 cm?. The pseudothecial production by
fertile lesion was assessed in 20,2+ 9,3. The average number of asci per pseudothecium ranged from
84 asci in 1996 to 206 asci in 1997, and the average of three-year study (1996 to 1998) was 142,3 asci.
The lower temperature in January or February seems to condition the largest number of asci formed
per pseudothecium.

The asci maturation evolution followed the model A,,,,.,.=7-¢""*""*, based on the cumulative degree-
days (base= 0°C) (x), from the first appearance of mature ascospores in the pseudothecia (on average,
1st March). The ascospotre maturation rate used (0,00415) was from Spotts and Cervantes in Oregon.
The end of ascospore maturation occurred after about 900°C. Ascospore discharge rarely happened
when inside the pseudothecia less than an average value of 20% to 30% of morphological-mature
ascospores was observed.

A method to assess the ascospore productivity was developed, based on the same leaf samples over
the season. The ascospore discharge followed the model N(572,5; 252,9) in 1996 and N(689,1; 316,8)
in 1997, over cumulative degree-days since 1% March. The ascospore discharge curve was close to the
empty asci curve and far from the mature ascospore curve, whenever the orchard conditions were
favourable to the ascospore discharge. It was observed that the ascospore and asci maturation are
different events. First the ascospores matured and only ten or more days afterwards the asci acquired
dehiscence.

The airborne-trapped ascospores followed the distribution N(537,6; 150,0), over cumulative degree-
days since 15t March. The ascospores were trapped for six to eight weeks. Most of the ascospores were
captured during the photoperiod (90,3% to 98,0% from 6:00 a.m. to 18:00 p.m.) and after the rain. In
long periods with absent rain (>1 month) and occurring strong night dew, some ascospores (2,4% to
6,0% of the total annual) were trapped in the night period or in following dawn.

The West of Portugal’s climate influenced the pathosystem: cold and rainy winters (Type 1) advanced
the beginning of annual growth, while mild and dry winters (Type 4) delayed it. In mild and rainy
winters (Type 2) the 1. pirina development anticipated that of the pear tree; in cold and dry winters
(Type 3) the pear tree was ahead in relation to the growth of the fungus. This lapse of time could be
up to 15 days.

At 20°C, 8h was the minimum wetness period for infection of seedlings or on one-year old pear trees
by conidia. At 20°C, the latent period in laboratorial conditions ranged from 9 to 11 days. It was
possible to obtain the significant relationship Incidéncia,,, ~I.9gN(2,33; 0,28), between the wetness
period and the incidence of 1. pirina on the one-year old pear tree leaves. After 24h of wetness, the
incidence of 1. pirina on the leaves reached the maximum. On average, the area of scab lesions ranged
from 0,10cm? to 0,22cm?, when the wetness period changed from 8h to 24h. Apparently, the
ontogenic resistance was more effective in the short wetness periods.
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The 1. pirina conidia were viable after three wetness periods of 24h, splitted by two dry periods of
30min. In case of damage or apparent growth incapacity of the spore germ tube tip, new germ tubes
were formed.

The natural . pirina epidemics infected 65,1% to 100% of the fruits during the five-years study. In
the end of the season, the number of lesions per infected fruit ranged from 15,0 to 44,6. The
incidence of . pirina on leaves reached the maximum of 29,7% in the seedlings, 87,0% in the one-
year pear trees and 89,2% in the unsprayed orchard, in 1998. The maximum severity changed from
2,7% on the leaves of the unsprayed orchard compared to 11,5% on the one-year pear trees (24h of
wetness period). The maximum number of lesions per leaf varied from 5,8 in natural conditions to 9,3
in the inoculation rehearsals (24h wetness).

Several incidence—severity relationships, Incidéncia=1-¢*, based on corymbs, fruits or leaves were
obtained. The parameter « ranged from 0,046/ lesion to 0,140/ lesion in the fruits and from 0,162/
lesion to 0,384/ lesion on the leaves, and x was the number of lesions on the fruits or leaves.

A model for pear scab infection (MIP) was developed. It simulates the epidemic curves and the
assessment of the disease incidence on the fruits. The constant parameters of the model depend on

the fungus optimal temperature (To=21°C), the median wetness petiod (W.. =15h), the thermal

compensation coefficient (k=0,23/°C) and the initial inoculum (I,=1% infected fruits). From eight
(1996) to 21 (1998 and 2000) infection periods were recorded. MIP allowed calculating the months of
larger infection probability: In April and May the infection probability was high, on average in March
and July and low in June and August. The infection petiods occutred in a clumped pattern in 75,5% of
the events. In the orchards where MIP was used for the risk assessment and decision-making, the scab
incidence ranged from 0,2% to 5,1% of fruits at harvest. The number of sprays ranged from three in
1996 to 11 in 2000 (on average 6 sprays). An expert system (JusClem) that collects and processes data
from weather stations and disseminates written mobile phones messages to the growers was
developed. This expert system allowed reductions in the number of sprays up to 80% in relation to
the traditional system.

Keywords: Venturia pirina, modelling, expert systems, warning systems
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Panoramica

O presente trabalho teve como principal objectivo constituir conhecimento biolégico
aprofundado sobre o pedrado da pereira (IVenturia pirina Aderh.) de forma a
conseguir previsoes reais do seu comportamento num ecossistema agrario especifico,
a regido do Oeste de Portugal. Esse conhecimento foi reunido na forma de um
. e o 11 . . .

sistema pericial, cujo corpo comporta os diferentes modelos concebidos e

validados, assim como o demais conhecimento obtido.

O leitor sera guiado ao longo do primeiro Capitulo, partindo da descri¢io do caso em
estudo, a doenga do pedrado da pereira, analisada através dos seus principais
intervenientes; os fungos, os hospedeiros, o papel do ambiente sobre ambos, e por
fim a ac¢do do Homem, actor no ecossistema agrario. Face ao conhecimento ja
existente faz-se uma proposta dos pontos a estudar, de forma a clarificar aspectos

dabios ou preencher lacunas de conhecimento.

O segundo Capitulo comeg¢a com a discussio filosofica do problema real
representado pela doenga do pedrado na sociedade actual e a forma como essa
sociedade o entende. A maneira como a doenga afecta o alimento péra. Segue-se o
ponto fulcral do trabalho, a dedug¢do matematica dum modelo explicativo para o
mecanismo de infecgdo e o conjunto de factores indispensaveis a ser calculado ou
avaliado. No fim deste Capitulo apresenta-se o resumo do peso econémico actual da
doenga no ecossistema agrario do Oeste de Portugal, o que permitira futuras analises

economicas para o sistema pericial.

O terceiro Capitulo versa o material e métodos utilizados nas linhas de investigacao
reunidas em quatro grandes componentes; analise climatica, estudo da
epidemiologia da fase sexual (teleomorfo) do fungo, factores ambientais com

influéncia no patossistema e aspectos de protec¢ao da doenga do pedrado.

'As definicdes adoptadas neste trabalho para os termos em negtito sio referidas no Glossatio.




No quarto Capitulo faz-se a apresentagao dos resultados e a discussao pertinente dos

mesmos face ao estado anterior do conhecimento.

No quinto Capitulo sao focadas as principais conclusGes para as componentes

principais dos diferentes estudos.

No sexto e ultimo Capitulo, a énfase final centra-se nas novas questdes em aberto,
surgidas durante os anos de trabalho, as quais é preciso responder e a que foi
impossivel encontrar a solugao satisfatoria. Desta forma procura-se estimular jovens

investigadores, ou outros especialmente vocacionados e motivados para esta matéria.




Capitulo 1 O caso em estudo

Natureza do problema: a doenga causada por V. pirina

O pedrado da pereira, doenga causada pelo fungo Venturia pirina Aderh. (anamorfo:
Fusicladium pyrorum [Lib.] Fuckel) é das mais importantes doengas da pereira (Pyrus

communis 1..) em todo o Mundo.

Para o agricultor, o maior prejuizo provocado por . pirina reflecte-se na reducao da
qualidade dos frutos, mas a doenga pode afectar a arvore e a producio de varias
maneiras. A infec¢do severa pode impedir o vingamento de frutos; a infec¢ao de
flores, pedicelos e jovens frutos durante ou imediatamente apoés a floracdo, pode
causar a queda de flores e frutos. As peras jovens deformadas por uma simples lesio
de pedrado tornam-se incomercializaveis e podem sofrer reducdo de tamanho ou
modificagio da forma, que se torna assimétrica ao longo do seu crescimento. Uma
infeccdo severa nas folhas pode causar desfoliacao e reducao no vigor da arvore. Ao
interferir no mecanismo da diferenciacao floral e constituicio de reservas, a doenca
pode impedir a formacao de gomos com boa diferenciacio floral, limitando o

potencial produtivo da arvore no proximo ciclo vegetativo.

Origem e distribuicio geografica do pedrado da pereira

O pedrado da pereira possui vasta area de dispersio (Fig. 1), e é problema
principalmente grave em regides temperadas com tempo frio e humido durante a
Primavera. Em algumas regides semi-aridas pode ocorrer em alguns dos anos
observando-se reduzido numero de lesdes. As regides onde tal acontece incluem
partes da Australia (7, 120), Africa do Sul, costa Oeste dos Estados Unidos e Chile

(7). O Sul de Portugal apresenta caracteristicas climaticas similares.

O fungo 1. pirina teve provavelmente origem na Asia ou na zona do Caucaso onde
coevoluiu com Pyrus silvestres (Pyrus cancasica Fed.), antecessores de todas as
cultivares de pereira europeia. Khokhryakova (80) fez a revisao da distribuicao

geografica dos fungos Ascomycota sugerindo a Asia Oriental como origem da maior




parte dos fungos patogénicos do grupo, caso do 1. pirina e Venturia inaequalis (Cke.)

Wint..

60 J

Y

Fig. 1  Mapa da distribui¢do do pedrado (Venturia pirina) da pereira (Pyrus communis) no
mundo, segundo os paises indicados pelo CMI (7).

Nas montanhas do Caucaso e em redor do Mar Negro e Caspio existiam extensas
florestas de caducifélias: macieiras, pereiras, marmeleiros, ameixeiras, cerejeiras,
amendoeiras, aveleiras, damasqueiros e pistaschias. Os humanos recolectores comiam
estes frutos milhares de anos antes de os cultivarem (214). Ha cerca de 6000 anos os
caucasianos migraram para o Crescente Fértil e Mediterraneo Oriental transportando,
possivelmente, a pereira consigo, que se estabeleceu em novas localizagdes. Deste
ponto o pedrado tera talvez dispersado por toda a Bacia do Mediterraneo
acompanhando a colonizagao da pereira. A pereira era a fruteira mais cultivada na
antiga China (214). A pereira asiatica, Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak., era cultivada nas
margens do rio Amarelo ha pelo menos 3000 anos. No Norte da China a espécie

mais cultivada era Pyrus ussuriensis Max. e os seus hibridos.

Desconhece-se a primeira alusio ao pedrado da pereira, porém, no século XIX o

problema era objecto de investigaciao, documentado e amplamente conhecido (4, 97).




Um dos registos mais antigos da presenga de pedrado em épocas remotas pode ser
contemplado num quadro do pintor Floris van Dijck (Rijksmuseum, Amesterdao),
‘Natureza morta com queijo’, pintado entre 1615 e 1620. As naturezas mortas (cerca
de 10) foram pintadas com detalhes de extrema precisao, permitindo assim identificar

inequivocamente lesoes de pedrado presente numa péra e em magas (Fig. 2).

Fig. 2 ‘Natureza morta com queijo’ do pintor Floris van Dijck, principio do século XVII. Na
fruteira da esquerda foram representadas magds, uma delas apresentando trés lesées
activas de pedrado. Na parte superior da péra representada no lado direito existe uma
lesdo necrotica de pedrado.

A doenca do pedrado na regido do Qeste de Portugal

Segundo Amaro (4), Verissimo de Almeida publicou no Portugal Agricola o primeiro
trabalho sobre o pedrado da pereira (F. pirinum) em Portugal, em 1891, salientando a
sua importancia na cultura da pereira. Na regido do Oeste observam-se infec¢oes de
V7. pirina com diferente expressio de acordo com a natureza do ano. Nalguns anos a
doenga atinge a totalidade dos frutos a colheita (156, 159, 163). A protecgao contra as
epidemias de 1. pirina baseava-se na protecgdao quimica; normalmente, entre 10 e 15

aplicagbes fungicidas eram necessarias nos esquemas tradicionais de protec¢ao (157,
160).
Descricao geral

O fungo /. pirina infecta com sucesso o género Pyrus. Este género com varias

espécies inclui ainda varias variedades e cultivares que exibem diferentes graus de




resisténcia a doencga: pequenas pontuagoes, lesoes cloréticas ou necréticas, com ou

sem conidios.

O fungo hiberna fundamentalmente sob a forma de pseudotecas imersas nas folhas
mortas da pereira (Fig. 3). A fase sexual inicia-se ap6s o periodo curto de actividade
saprofitica que segue a abscisio das folhas. Na Primavera as pseudotecas, quando
molhadas pela chuva ou orvalho, emitem ascésporos que o vento dispersa. A
emissao dos ascosporos ¢é influenciada pela presenca da luz do dia. O fungo pode
também hibernar na forma de estroma em lesdes sobre os ramos ou nas escamas de
gomos. Conidios produzidos assexualmente siao dispersos pela copa através das
gotas de agua. Deste modo, o indéculo primario, composto fundamentalmente por
ascosporos, podera incluir conidios se estiverem presentes lesdes sobre ramos e
escamas de gomos. Do inéculo primario desenvolvem-se lesdes que produzem
conidios (in6culo secundario) os quais causam infec¢oes em folhas, frutos ou ramos
jovens durante os periodos molhados ao longo da estagao. As folhas podem também
ser infectadas durante o Outono (157).
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Fig. 3 Ciclo de vida do pedrado da pereira causado pelo fungo Venturia pirina na regido do
Oeste de Portugal (158).

O numero de ascosporos produzidos num pomar depende largamente do numero de

folhas infectadas até a sua queda e da quantidade de folhas mortas que permanece no




solo do pomar durante o Inverno e Primavera. A maturagdo dos ascos ocorre
sucessivamente durante varias semanas, com infcio por altura do intumescimento dos
gomos da pereira e terminando pouco depois do vingamento dos frutos. Contudo, ¢
necessaria chuva ou orvalho intenso para que a absor¢dao de agua pelas pseudotecas
permita a emissao de ascosporos. Os ascosporos emitidos dispersam-se na atmosfera,

aleatoriamente, através do vento que deposita a maior parte até 200 m da origem.

A germinagao do ascosporo e a subsequente penetragio na cuticula pelo tubo
germinativo depende da superficie molhada da arvore, enquanto a taxa de
desenvolvimento e as fases posteriores de crescimento do fungo ocorrem,

fundamentalmente, em func¢ao da temperatura.

O crescimento da hifa entre a cuticula e a parede da epiderme ao longo do tempo da
origem ao desenvolvimento do estroma seguido da formagao de conidiéforos e por
fim de conidios, que irrompem através da cuticula. Quando isto acontece a lesao do
pedrado é macroscopicamente bem visivel. Os conidios sio produzidos nas lesGes
durante quatro semanas, aproximadamente. A dispersio dos conidios, realizada
através das gotas de agua, ocorre dentro da canépia da arvore onde foram originados
e as condi¢oes climaticas para a infec¢ao dos conidios sio semelhantes aos requisitos

de infeccdo para os ascosporos (148, 157, 158, 201, 205).

As folhas tornam-se mais resistentes a . pzrina com a idade, adquirindo a imunidade
quase completa em adultas. Contudo, o aparecimento substancial de novas lesdes de
pedrado no Outono, sugere que as folhas velhas ou senescentes se tornam mais
susceptiveis a0 pedrado (157). Os frutos sdo bastante susceptiveis aumentando a
resisténcia com a perda de pubescéncia ou da clorofila (158). Novas infec¢des nos
frutos sao improvaveis de acontecer durante a conservacio. Os lancamentos e as

escamas dos gomos sao susceptiveis até a lenhificacdo dos tecidos.

Sintomas

O fungo 1. pirina infecta folhas, peciolos, flores, sépalas, langamentos e escamas dos

gomos.




Sintomas nas folhas

As lesbes de . pirina podem ser isoladas, dispersas, ou tdo numerosas que coalescem
e preenchem a folha quase totalmente. As lesGes desenvolvidas em folhas jovens sio
bastante grandes atingindo por vezes 10 mm de diametro. A infec¢ao da folha adulta
resulta numa lesdo pequena devido ao aumento de resisténcia. As folhas ficam
geralmente com ligeira deformacgio no local da lesao. As lesdes podem ocorrer na

pagina superior, inferior, nervuras ou nos peciolos das folhas.

4 .

Fig. 4  Sintomas de pedrado da pereira causado por Venturia pirina em folhas. Infec¢do
primaria na pagina superior A e inferior B da folha. Infecg¢oes secundarias na pdgina
superior C e inferior D da folha.

Na pagina superior

A lesio de /. pirina aparece na pagina superior das folhas com aspecto verde
amarelado, mais claro que os tecidos da folha (Fig. 4A). O desenvolvimento do
fungo dentro da folha ¢é visivel observando a folha a transparéncia, imediatamente
antes do aparecimento da lesdo. As lesdes sdao circulares e o micélio cresce
radialmente a partir do ponto de penetragao. A lesio verde olivicea aumenta de
tamanho e torna-se aveludada, com contornos bem definidos (148), devido a intensa

producio de conidiéforos e conidios que formam uma rede difusa nos tecidos




vegetais. Nas folhas infectadas, as varias lesGes, semelhantes a pontos negros (5— 10
mm de diametro), podem coalescer formando manchas maiores (Fig. 4C). Com o
envelhecimento das lesGes o centro inactiva-se, morre, e adquire o tom cinzento ou
castanho. Nesta altura a necrose pode expandir-se para a face inferior da folha e o
empolamento dos tecidos da lesio pode ser observado, correspondendo uma
concavidade a pagina inferior da folha. As infec¢Oes na face adaxial de folhas adultas

assemelham-se a picaduras.

Na pagina inferior

Frequentemente, os sintomas aparecem mais cedo na pagina inferior das folhas.
Embora os sintomas sejam semelhantes em ambas as paginas da folha, ¢ usual que as
lesGes na pagina inferior se estendam ao longo da nervura principal ou das nervuras
laterais e aparecam difusas, com fronteiras mal definidas (Fig. 4B,D), por oposi¢ao as
lesGes bem delineadas, comuns na pagina superior. Aparentemente, as folhas adultas

apresentam maior susceptibilidade nas nervuras e menor no limbo.

Nos peciolos

As lesoes de 1. pirina nos peciolos sao semelhantes as observadas no limbo, contudo,

caracterizam-se pelo seu aspecto eliptico.

No Outono

No Outono, as lesdes de pedrado nas folhas tornam-se dificeis de distinguir pois
parte delas nao apresenta o seu aspecto caracteristico, sendo facil confundi-las com

outras lesdes de origem diversa.

LesGes muito pequenas aparecem por vezes na pagina superior e inferior das folhas
no fim do Verdo e principio do Outono, como resultado de infecgdes de . pirina
ocorridas no fim da Primavera, inicio do Verao (148) ou talvez no Outono (157). As
novas lesoes, indistintas macroscopicamente, tomam o aspecto de pequenos pontos
circulares cobertos de micélio cinzento a castanho-escuro (Fig. 5B). Por observagao
microscopica constata-se o crescimento micelial esparso no ponto de origem da
infecgdo, sem aparentemente danificar os tecidos adjacentes. O fungo pode crescer

profusamente ao longo da nervura principal ou das laterais mais importantes sem




afectar o restante tecido da folha. As nervuras infectadas observadas
microscopicamente podem apresentar-se castanho-avermelhado, revelando a
presenga de pequenos tufos de . pirina com conidiéforos e conidios. As lesdes
podem também aparecer na margem superior da folha na forma de pequenos pontos
vermelhos de margens indefinidas nos quais tufos de conidiéforos e conidios sao
também observados adjacentes as lesdes. Em alguns casos, as folhas nao apresentam

sintomas evidentes, mas pode ser observado o crescimento difuso do fungo,

exibindo conidiéforos com conidios caracteristicos.

Fig. 5 Sintomas de origem diversa, observados nas folhas da pereira no Outono. Lesdes de
Venturia pirina discretas na pagina inferior duma folha caida sobre o solo A. Infec¢oes
difusas de V. pirina na pagina inferior duma folha em Outubro, no local assinalado,
observadas a lupa binocular B (10x). Necrose provocada na pdgina inferior da folha
pela acgdo alimentar duma psila (Cacopsilla pyri) C (20x). Lesdo causada na pdgina
inferior da folha por infecgdo de fungo patogénico ndo identificado D (20x).

No Outono podem ser confundidos sintomas nas folhas, resultantes da infecgdo de
fungos diversos ou do ataque de psila (Cacopsilla pyri Foerster) com lesdes de pedrado.
As psilas originam manchas negras de contornos indefinidos resultantes da

coloniza¢ao da melada por fungos saprofitas, estas manchas por vezes destacam-se
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raspando, exibindo a necrose castanha (Fig. 5C), o que ndo acontece com as lesGes

resultantes da infec¢do dum fungo patogénico (Fig. 5D) (158).

Sintomas nas flores

As sépalas sao geralmente os primeiros tecidos susceptiveis expostos quando o0s
gomos evoluem na Primavera. As sépalas sao muito importantes pois permanecem

aderentes ao fruto até a colheita, podendo ser a fonte de in6culo secundario para o

jovem fruto em desenvolvimento.

Fig. 6  Sintomas de pedrado da pereira causado por Venturia pirina nas flores. Lesdes sobre o
ovario das flores a queda das pétalas (estado fenologico H) A. Lesdo sobre o cdlice
duma flor ao vingamento (estado fenologico 1) B.

Todas as partes externas do botao floral sao susceptiveis a infeccdo quando o
corimbo se torna exposto (estado fenolégico D). As pétalas da flor nao sio
infectadas. A lesao no receptaculo ou no pedicelo apresenta-se como um ponto
difuso verde-olivaceo (Fig. 6A). As lesoes observadas nos pedicelos sao alongadas
lembrando as ocorridas nos peciolos das folhas. O jovem fruto pode cair se a lesao
rodear os feixes vasculares da base do receptaculo, ou se ocorrer no pedicelo. As
infec¢oes de pedrado na flor podem conduzir a quedas acentuadas de frutos ou a

infec¢Ges severas nos frutos em desenvolvimento (Fig. 6B);

Sintomas nos frutos

As lesdes de pedrado nos frutos apresentam cor mais negra e contornos melhor
definidos em relacdo as das folhas. As lesdes velhas sao castanho-acinzentado,
suberificando o centro com a morte do fungo. No entanto, na bordadura da lesao o

fungo continua activo e pode originar numerosas infec¢oes secundarias. As lesoes de
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pedrado podem ocupar grande area do fruto provocando o seu fendilhamento

devido a tecidos afectados que nao acompanham o crescimento do fruto.

A infecgao de frutos jovens resulta em lesGes extensas pois a susceptibilidade é
maxima nesta fase (Fig. 7A). O fruto infectado sofre deformagdes, devido ao

crescimento diferencial dos tecidos sdos (Fig. 7B). Shabi (148) refere que, no inicio da

estagao as primeiras lesdes nos frutos surgem no topo do calice adjacente as pétalas.

Fig. 7 Sintomas de pedrado da pereira causado por Venturia pirina nos frutos. Lesdo primaria
sobre a péra resultante do primeiro ciclo de infec¢do A. Lesdo primaria de pedrado
ocupando 30% a 50% do fruto B. Lesoes secundarias sobre a epiderme do fruto em
desenvolvimento C. Lesdo primaria e lesdes secundarias sobre a epiderme do fruto
proximo a colheita D (cortesia de Josué Clemente). Infecgoes secunddrias que ocorreram
perto da maturagdo dos frutos e cujas leses se manifestaram durante a conservagdo E
(cortesia de Claudia Neto).
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Mais tarde, as lesdes podem aparecer em qualquer ponto do fruto (Fig. 7C). Com a
idade o fruto aumenta a resisténcia e surgem pequenas lesdes secundarias,
normalmente em redor das grandes lesdes primarias (Fig. 7D). As lesoes
desenvolvem-se lentamente quando as infec¢des ocorrem perto da maturacio dos
frutos e podem aparecer durante o periodo de conservacao (82, 157, 168), nesta

altura apresentando-se semelhantes a pequenos pontos negros, sem o aspecto

aveludado (Fig. 7E).

Sintomas nos gomos e lancamentos

Fig. 8 Sintomas de pedrado da pereira causados por Venturia pirina na epiderme dum
langamento anual. Na Primavera A e no Qutono B.

Nos langcamentos as lesdes tomam o aspecto de pequenas pustulas castanho-claro a
negro-olivaceo. Kienholz e Childs (82) observaram infec¢des nos ramos da pereira
durante todo o seu ciclo de crescimento, todavia, as infec¢oes foram mais comuns na
Primavera com chuvas frequentes. Durante a Primavera e Verdo as infecgées nos

ramos poderao ser imperceptiveis ou apresentar-se como pequenas picaduras.

Na cultivar Rocha as infecgdes nos ramos sio pouco frequentes. Quando estas
ocorrem, s6 ¢ infectada a madeira dos ramos anuais e aparentemente a dos mais
vigorosos do interior da copa (158). As lesdes causadas nos ramos herbaceos anuais
sao esporadicamente observadas nos anos com condi¢des muito favoraveis ao

desenvolvimento da doenca (Fig. 8A). Forma-se por vezes uma camada suberosa
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debaixo das lesées, destacando-as dos ramos durante a estagdao, permanecendo em

seu lugar uma pequena depressao (Fig. 8B).

As lesdes nas escamas dos gomos apresentam-se como pequenas pontuagdes
olivaceas, sobreelevadas, semelhantes ao observado na madeira anual. As escamas
externas dos gomos sio as mais afectadas, podendo permanecer aderentes a arvore
algum tempo apds o intumescimento dos gomos, acabando por se soltar antes da

floragio.
Aspectos biologicos do fungo V. pirina

Evolucao historica da nomenclatura do fungo

O teleomorfo das formas que ocorrem em pereira e macieira foi pela primeira vez
descrito por Cooke em 1866 e o fungo foi apelidado de Sphaerella inaequalis (97).
Goethe em 1887 foi o primeiro a perceber que as pseudotecas eram as frutificagdes
“perfeitas” do fungo que causava o pedrado na pereira e macieira, mas o seu
contributo nio recebeu o devido mérito (97). Foi Aderhold quem provou
cientificamente em 1896 que o fungo causador de pedrado, cujas lesoes podiam ser
observadas durante o Verao, produzia igualmente pseudotecas no Inverno. Foi
também este autor que associou os fungos causadores do pedrado na pereira,

macieira e cerejeira a espécies distintas (97).

Segundo McAlpine (104) o anamorfo foi reconhecido pela primeira vez na Europa
em 1819 sobre os frutos, e nas folhas em 1833. O anamorfo foi descrito pela
primeira vez em 1832 e classificado como Helminthosporium pyrorums; contudo, foi

Fuckel quem o incluiu dentro do género Fusicladinm em 1870 (151).

Uma raga distinta do fungo 1. pirina foi apontada como a causa do pedrado
observado em P. pyrifolia e P. ussuriensis no Japao. Embora esta raga infecte espécies
de pereira distintas, possua conidios e ascosporos ligeiramente menores e
pseudotecas um pouco maiores que 1. pirina, alguns micologistas consideravam-na
uma variagdo dentro mesma espécie (148, 151). Tanaka e Yamamoto (185)
propuseram uma nova espécie (Ienturia nashicola Tanaka e Yamamoto) para a raca

que infecta diferencialmente P. pyrifolia e P. wussuriensis. Estudos recentes (69)
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clarificaram este ponto demonstrando que as ragas do fungo associadas ao P.
communis € aos P. pyrifolia e P. ussuriensis sao resultado de especiagdao apresentando-se
como espécies distintas, aparentemente, sem possibilidade de realizar cruzamentos

férteis.

Filogenia

V. carphophila V. asperata V. cerasi V. pirina V. nashicola

V. inaequalis

Fig. 9  Arvore filogenética das diferentes espécies dentro do género Venturia, obtida por
comparagdo entre o DNA ribossomal (137).

O ftungo 7. pirina relaciona-se filogeneticamente com outras espécies do género
Venturia segundo a relagao indicada na Fig. 9 obtida por comparagio entre a

sequéncia genética do DNA ribossomal presente neste grupo de fungos (137).

Patossistema

Os fungos V. pirina e V. nashicola infectam plantas do género Pyrus. As espécies
cultivadas dentro deste género (P. communis, P. pyrifolia e P. ussuriensis), com todas as
suas cultivares e espécies nao cultivadas, caso de numerosas variedades como o Pyrus

siryaca Boiss., podem também ser infectadas.

De acordo com Sivanesan e Waller (151) o fungo 7. pirina pode também infectar a
nespereira Eriobotrya japonica (Thumb.) Lindley. Oliveira (118) refere o anamorfo do
pedrado da nespereira designando-o por Fusicladium eryobotriae e portanto pertencente

a espécie distinta do anamorfo de I pirina.

O fungo tem grande variabilidade, quer morfoldgica, quer patogénica. Wiltshire (218)

publicou em 1915 os primeiros estudos sobre o comportamento patogénico de 1.
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pirina. Em  Inglaterra foram encontradas quatro ragas identificadas pela
patogenicidade diferencial que exibiam perante diferentes cultivares de pereira (172).
Em Israel foram identificadas pelos mesmos métodos cinco ragas, usando diferentes
cultivares de pereira e P. siryaca (150). No Japdo, a utilizacdo de trés hospedeiros
distintos, permitiu isolar trés ragas (1, 2 e 3) de 1. nashicola. A raga 1 s6 infecta a
cultivar Kosui, a raca 2 infecta apenas a cultivar Mamenashil2 e a raga 3 infecta

simultaneamente as duas cultivares anteriores, mas nao a cultivar Kinchaku (70).

Teleomorfo, estado perfeito ou fase sexual

Os organismos que causam o pedrado da pereira sao os fungos Venturia pirina Aderh.

ou Venturia nashicola Tanaka e Yamamoto.

Sio fungos superiores do filo Ascomycota, classe Loculoascomycetes da ordem Pleosporales
e da familia Venturiaceae (2, 3). A classe Loculoascomycetes caracteriza os fungos que
apresentam ascos bitunicados e simultaneamente aqueles cujo ascocarpo é um
ascoestroma. Na ordem Plosporales o ascocarpo ¢ piriforme contendo ascos
cilindricos e pseudoparafises permanentes. A caracteristica diferenciadora da familia
Venturiaceae é possuir ascoésporos uniseptados, verdes, amarelados ou castanho-
oliviceo. O género Venturia distingue-se pela auséncia de micélio superficial,
ascoestromas septados ou ligados por hifas e pseudotecas que se mantém imersas ou

se tornam irrompentes (97).

V7. pirina e V. nashicola sio fungos heterotalicos. Hifas miceliais com caracteristicas
sexuais compativeis, provenientes de lesoes distintas (esporos distintos), sao as unicas
capazes de iniciar a fase sexual, as lesOes sdo auto— incompativeis (69, 89, 185). Cada
lesao distinta é hermafrodita originando hifas nas extremidades das quais existem

anteridio ou ascogonio (89).

Como se originam as pseudotecas?

O inicio do desenvolvimento das pseudotecas tem lugar na extremidade de uma hifa
aparentemente indistinta das hifas vegetativas. A hifa desenvolve-se helicoidalmente,
alargando para formar o ascogonio ladeado pelo inicio da parede da pseudoteca, o

qual produz um tricoginio. Na extremidade de outra hifa diferencia-se o anteridio
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multinucleado. Os dois 6rgaos entram em contacto e forma-se um poro através das
paredes das hifas. O nuacleo passa através do tricoginio para o ascogoéonio, onde
emparelha com o nucleo do ascogénio sem no entanto existir a fusio nuclear. No
interior do ascogoénio sio entio produzidas células multinucleadas que originam
varias hifas binucleadas, em cujas células terminais se desenvolverao os futuros ascos.
Os ascos sao formados em cavidades uniloculares, directamente no interior do
estroma micelial (2, 3). O ascocarpo deste tipo chama-se pseudoteca (2, 3, 213) e
distingue-se da periteca, entre outros aspectos, em virtude de dar origem a ascos de
dupla membrana (bitunicados), ao contrario daquela que origina ascos de parede

simples (unitunicados) (3, 213).

Anamorfo, estado imperfeito ou fase assexual

O estado imperfeito do fungo V. pirina é designado por Fusicladium pyrornm (Lib.)
Fuckel. e identifica-se pelos conidios desenvolvidos nas extremidades de
conidiéforos originados por micélio imerso. O género Fusicladinm possui

conidiéforos denticulados.

Resumo das caracteristicas principais do fungo

Na descricao do fungo V. pirina incluem-se as seguintes caracteristicas chave (151):

O teleomorfo possui pseudotecas com 100— 200pum de diametro, de forma globosa a
conica, com ou sem setae (Fig. 3). Os setae rodeiam o ostiolo e situam-se num colo
curto. As pseudotecas estao imersas no interior de folhas caidas, onde passam o

Inverno.

Os ascos (40— 70um x 8— 12um) sao oblongos, bitunicados, contendo no seu

interior oito ascésporos (12— 20um X 4— 8um) bicelulares, lisos e oblongos,
ligeiramente constrangidos que, quando maduros, sio verde palido. Dentro dos

ascos, a célula mais pequena dos ascosporos orienta-se para a base.

O anamorfo possui conidios (17— 30um X 6— 10um) fusiformes, unicelulares

(existem alguns bicelulares) lisos ou rugosos de cor castanho esverdeado. Crescem
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em conidi6foros (comprimento maximo de 90um e 4— 5pum de espessura) simples e

erectos, com cicatrizes indicando o local da separacao dos conidios.

Os ascosporos de 7. pirina sao mais compridos e largos que os de 7. nashicola (10—
15um x 3,8— 6,3um) e os conidios de 1. pirina sao significativamente mais longos

que os de V. nashicola (7,5— 22,51m x 5,0— 7,5um). Resultados de cruzamentos em

meio de cultura mostraram claramente o isolamento sexual entre as duas espécies

(69, 185).

Formas de hibernacio

Os fungos 1. pirina e 1. nashicola apresentam-se em duas formas distintas
condicionadas pela fase de actividade da pereira ao longo da estagio. A forma
teleomorfa ocorre nas folhas mortas durante o periodo inactivo do hospedeiro e
permite ao fungo ultrapassar a auséncia de 6rgaos susceptiveis. A forma anamorfa
aparece frequentemente associada a fase vegetativa da pereira, podendo ocorrer
também em lesdes nos ramos ou nas escamas dos gomos onde permanece durante o
Inverno (27, 37, 38, 81, 82, 91, 103, 104, 109, 118, 148, 173, 185, 198, 199, 202, 216,
221).

Sobrevivéncia na forma anamorfa

Os estudos mais antigos referem a forma assexual como a mais importante na
hibernacio do fungo, possivelmente devido a dificuldade em identificar ou
quantificar as pseudotecas nas folhas mortas, ou os ascésporos na atmosfera (81, 82,
103, 104, 118). Embora alguns estudos sobre 1. pirina, na tltima metade do século
XX, revelem a presencga da forma anamorfa viavel durante o Inverno (27, 82, 109,
173, 198, 199, 202, 216) nao existe consenso mundial sobre o contributo relativo

desta forma de hibernagao nas infec¢oes primarias da Primavera seguinte.

Na superficie de folhas e frutos do hospedeiro

Aparentemente, as estruturas assexuadas do fungo, conidios, conidiéforos ou

micélio, sao incapazes de sobreviver ao Inverno na superficie de folhas e frutos, que
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persistem na arvore ou sobre o chio, tal como acontece com o fungo . inaequalis

7).

Estromas e conidios nas escamas infectadas de gomos

Em 1902, McAlpine (104), referindo-se a forma de hibernagao do pedrado da pereira
na Australia diz “parece mais que provavel, no que respeita a zona de Victoria, ser a
unica fonte de infeccdo a ter em atencgao, os esporos produzidos pelo fungo nas
folhas e frutos na estagdo, que ficam retidos nos pélos e escamas dos gomos,

possibilitando assim a infec¢ao na esta¢ao seguinte”.

Conidios de 1. nashicola originados em lesdes nas folhas no inicio do Outono sao
arrastados pela agua da chuva ao longo dos ramos e podem infectar as partes vivas e
expostas das escamas dos gomos da pereira asiatica. Durante o Inverno, pequenas
lesGes aparecem nas escamas dos gomos as quais formam conidiéforos e conidios no
final da estagao (198, 199, 202). Em trés cultivares de pereira o nimero observado de
gomos infectados pelo pedrado variou de 2,4% a 37,8% (199). Dados de um outro
estudo de Umemoto (198) revelaram que o nimero de conidios presentes na agua
canalizada por um funil, colocado em redor de ramos cujas escamas dos gomos
apresentavam lesdes, variou de 1 a 13 conidios por mililitro de agua, cuja taxa de
germinagao foi de 25% a 100%, entre 18 de Abril e 23 de Maio. No Outono, durante
o petiodo de queda das folhas, o nimero de conidios vatriou de 22 a 543/mL em
1983 ¢ de 7 a 160/mL em 1984 (202). No final do Inverno, a taxa de germinagio dos
conidios aumentou de 30% observada a 8 de Fevereiro, para 70%, observada apods 2
de Marco. Aparentemente, este facto deveu-se a novos conidios formados nas lesoes
hibernantes (202). A dispersao dos conidios de 1. nashicola produzidos em lesoes nas
escamas dos gomos e partes basais dos gomos florais ocorre, geralmente, na altura da
floracdo da pereira (meados de Abril), e o nimero de conidios interceptado pela agua

da chuva recolhida dos langamentos da pereira tende a aumentar dai em diante (198).

Aparentemente, estromas hibernados em gomos de pereira infectados no Verdo
anterior produzem muitos conidios apds a floracao da pereira e sdo a fonte principal
das infec¢des primarias, na regiao chinesa de Habei. O fungo parece infectar os

gomos de Junho a Setembro, com especial preponderancia durante Agosto (221).
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No Sul da Australia, Jefferey, citado por MacHardy (97) examinou na Primavera as
escamas dos gomos de duas macieiras com aproximadamente 30% de gomos
infectados. Existiam conidios viaveis nas lesoes das escamas mas as folhas
desenvolveram-se livres de pedrado. Este autor concluiu que sé os ascosporos
constitufam o indculo primario. Na Australia ocidental nao existe pedrado contudo,
pensa-se que importagoes de macieiras com escamas dos gomos infectados, durante
o Inverno de 1947, foram responsaveis pela epidemia observada no ano de 1947-48.
Nao existiam relatos de infec¢oes de pedrado nos cinco anos anteriores. As folhas de
corimbos inteiros foram severamente infectadas e distorcidas pelo pedrado mesmo
antes das folhas completarem o seu desenvolvimento (97). Num estudo exaustivo
realizado em macieira por Louw (95) na regido sul-africana do Cabo centenas de
gomos foram examinados microscopicamente. Conidios isolados de escamas ou
lexiviados por agua destilada foram a incubar em placas de Agar. Nenhum conidio
germinou nem nunca foi observado micélio viavel nas escamas. Louw concluiu que o
fungo nio seria capaz de sobreviver ao Inverno na forma de conidios ou micélio na

zona mediterranica do Cabo.

Nos EUA Becker e Burr (17) detectaram 2— 15 conidios viaveis por gomo em
pomares nao tratados no ano anterior. Conidios removidos ao intumescimento de
gomos infectados e inoculados em estufa sobre plantulas de macieira causaram
infecgoes indicando que os conidios sobreviveram ao Inverno. Lesoes de pedrado
foram detectadas na face adaxial de 12 dos 1000 gomos observados em Abril de
1990. Os autores atribuiram a viabilidade dos conidios a protec¢ao climatica
oferecida pelas escamas, a intima associagao entre os conidios e os tecidos vivos e ao

nivel constante de humidade sem dissecamento.

Estromas e conidios em les6es nos ramos

As lesoes existentes nos ramos, caso nao se destaquem durante o Verdo, poderdo
constituir a fonte alternativa de conidios primaveris no ano seguinte (16, 27, 37, 38,
81, 82, 91, 103, 109, 173, 216). Apds o intumescimento dos gomos da pereira o
fungo evolui através da epiderme dos ramos formando uma pequena lesio na qual

numerosos conidios se formam, geralmente antes do botio verde. A maioria das
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lesGes destaca-se dos ramos durante o Verdo mas ocasionalmente as poucas que
restam podem produzir conidios na estagao seguinte. Evidéncia de infec¢oes
anteriores pode ser observada nos ramos de dois a cinco anos na forma de
depressoes circulares (82). Em pereiras, lesoes viaveis (contendo conidios viaveis),
foram detectadas na Noruega, de Junho a Novembro em lancamentos anuais, e de

Fevereiro a Novembro em ramos com dois ou trés anos (173).

Virios estudos efectuados nos EUA sobre esta forma de hibernagdo no fungo 1.
inaequalis em macieira revelaram que as lesdes presentes nos ramos de dois pomares
produziram a média de 191 e 281 conidios por lesio em Julho com 21% e 47% de
viabilidade, respectivamente. Em Outubro desse ano, o numero de conidios por
lesio nos mesmos dois pomares tinha baixado para 97,6 e¢ 9,8 com viabilidade
inferior a 7%. Na Primavera seguinte nao foram detectados conidios nas lesdes num
dos pomares e no outro somente uma lesio produziu 10 conidios, cinco dos quais
viaveis. Os autores concluiram que as lesdes nos ramos nao constitufam fonte

significativa de inéculo primario (17).
Sobrevivéncia na forma teleomorfa

Pseudotecas em frutos infectados

A presenca de pseudotecas formadas durante o Inverno na superficie de frutos que
permanecem no chiao do pomar nunca foi mencionada para /. pirina e é um caso

muito raro para 1. inaequalis (97).

Pseudotecas em folhas infectadas na manta morta

Em 1896, Aderhold demonstrou que os ascésporos emitidos pelas pseudotecas em

folhas mortas de pereira podiam germinar e infectar folhas novas (1, 97, 151).

Os pedrados da pereira e macieira possuem enorme capacidade de resisténcia a
condi¢oes desfavoraveis em folhas infectadas sobre o solo. Podem sobreviver ao
Inverno em camara frigorifica de atmosfera normal ou controlada (-1°C a 1°C),
seguido de um Verdo em caixas secas ao ar livre e mesmo assim, se essas folhas
forem colocadas no chio do pomar, conseguem formar pseudotecas que

amadurecem e produzem ascésporos na Primavera seguinte (170). Aparentemente,
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s6 as folhas colocadas em contacto com o solo originam pseudotecas viaveis (97,

170).

Sobreiro (158) verificou a formacdao normal de pseudotecas de . pirina em folhas
recolhidas a queda e colocadas horizontalmente sobre uma rede a cerca de cinco
centimetros do solo, no interior de bolsas de nylon. Aparentemente, niao foi

necessario o contacto directo com o solo para a formagao das pseudotecas.

Formas de hibernacgdo na regido do Oeste de Portugal

Oliveira (118) referiu em 1932 a auséncia da fase sexual do fungo 1. pirina no
ecossistema agrario do Oeste, apos um longo estudo de prospecgdo sobre o qual, a
dado momento disse “nao podemos investigar a ac¢do da temperatura sobre a
germinacdo dos ascosporos, por nao termos encontrado em Portugal, 7z natura, as

< 992
formas Venturia’

. Refor¢ou ainda a ideia aquando das experiéncias que realizou no
anamorfo, referindo que “estas observagdes tiveram de ser realizadas sobre culturas,
pois nunca conseguimos obter qualquer forma, mesmo incipiente, da formacao
peritecial nas folhas de macieira, pereira e nespereira, que deixamos a hibernar no
campo com esse fim™. Propds entdo a hipétese da temperatura invernal ndo ser
suficientemente baixa para permitir o aparecimento da forma teleomorfa do fungo.
Em tais circunstancias . pirina sobreviveria na forma estromatica em lesdes nos
ramos ou em gomos. Cruz (37) em 1973 foi o primeiro a identificar a presenca da
fase sexual na regido do Oeste e deduziu ser possivel ao fungo hibernar como
teleomorfo, no interior de pseudotecas em folhas caidas no solo, ou como anamorfo,
através de estromas em lesdes nos ramos ou nas escamas dos gomos. Noutras
regioes de Portugal a fase sexual do pedrado da pereira foi igualmente observada pela
primeira vez na década de 70 (128). Até 1995 nio se conhecia a contribuicio relativa,

para as infec¢bes primarias, das duas formas de hibernacao de 1. pirina na regiao do

Oeste. Sobreiro (158) apds varias observagoes visuais na Primavera de 1994, em

% Referéncia bibliografica 118, pag. 100.
3 Referéncia bibliografica 118, pag. 287.
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diferentes pomares da regido, constatou serem aleatorias as lesGes dos primeiros
ciclos de infecgdo primaria e verificou a elevada frequéncia de pseudotecas
hibernantes nas folhas caidas. O aparecimento de pseudotecas era evidente quer em
pomares abandonados, quer nos regularmente pulverizados na estagao anterior. A
contribuicdo da fase sexual na epidemiologia do fungo era mais elevada que o

suposto inicialmente.

Resumo do modo de hibernagdo do fungo V. pirina

O fungo IV pirina sobrevive ao Inverno na forma de pseudotecas imersas em folhas
infectadas sobre o solo e em lesGes nos ramos ou nas escamas de gomos infectados.
Quando o fungo s6 hiberna em folhas infectadas, os ascosporos emitidos pelas
pseudotecas siao a unica fonte de indculo primario. Quando as lesdes nas escamas
dos gomos ou nos ramos existem, conidios viaveis destacados das lesGes podem
constituir parte do indculo primario, embora o papel destes conidios nas epidemias
de pedrado varie de negligenciavel a importante, dependendo das regides geograficas,
temperatura invernal e condi¢oes de humidade. Em casos raros, os conidios do
fungo podem sobreviver aderentes no interior dos gomos, contribuindo também
para o indculo primario. Geralmente, o fungo presente na superficie da arvore nao

sobrevive ao Inverno.

Factores que influenciam a fase sexual

A fase sexual do ciclo de vida do fungo 7. pirina inicia-se no Outono com a queda da
folha e termina com o fim da emissao dos ascosporos, na Primavera seguinte. Dentro
das folhas, ocorre um pequeno periodo de crescimento micelial do fungo nas duas a
trés semanas apos a abscisio, durante o qual tem inicio a fase de produgao e

maturagao das pseudotecas.

Sendo os ascésporos a tunica ou a principal fonte de indculo primario, o
conhecimento de todos os factores condicionantes desta fase do fungo é crucial para
o entendimento profundo da relagdo entre a fase sexual e o desenvolvimento

epidémico inicial do pedrado da pereira.
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Factores que actuam antes da queda das folhas

Cultivar

Independentemente da cultivar poder influenciar a producio de ascésporos de 1.
inaequalis por unidade de folha, os ascésporos amadurecem a mesma taxa nas folhas,

da cultivar onde foram produzidas (73, 97, 108).

Tipo e numero de les6es presentes nas folhas

As infec¢oes primarias dao frequentemente origem a lesdes discretas, com o centro
necrético e rodeadas de micélio estromatico difuso. Nas infec¢oes do fim da estacao

predominam as margens difusas e a baixa concentragao micelial.

Nas lesoes discretas de 1. inaequalis as pseudotecas sao formadas junto as margens
das lesoes. Nas lesoes difusas, que se desenvolvem em maior quantidade na face
inferior da folha, as pseudotecas desenvolvem-se abundantemente em toda a
extensao da lesao (97). Wilson (217) observou a reduzida expansao das ramificagoes
das hifas de 1. inaequalis através dos tecidos infectados, apos a queda das folhas, e
raramente observou pseudotecas a mais de um centimetro das lesdes. A presenca de
lesGes macroscopicamente invisiveis nas folhas verdes levou a falsa concepgiao da

ramifica¢do das hifas em grande extensao no interior do tecido das folhas.

Um dos factores que influencia o desenvolvimento da fase sexual é o numero de
lesGes existentes por folha, dado este aspecto ser condicionante do numero de
encontros entre hifas sexualmente compativeis e assim do numero de pseudotecas
formado. Em 7. inaequalis Gadoury e MacHardy (51) encontraram, para baixo nivel
de incidéncia de pedrado a queda das folhas, relacdo positiva entre a incidéncia da
doenca e a fertilidade das lesoes. As lesGes com pseudotecas maduras aumentavam
de 3% para 9% quando a incidéncia de pedrado nas folhas aumentava de 0,1% para

5%.

Fungicidas aplicados no ano anterior
A acc¢ao dos fungicidas persiste até 14 dias apos a sua aplicagiao, dependendo da
substancia activa. Aplicacdes sucessivas de fungicidas, ao diminuirem o numero de

lesGes, influenciam negativamente o numero de pseudotecas formado apds a queda
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das folhas. Alguns fungicidas possuem a capacidade de reduzir o in6culo primario,
embora nio seja claro se a sua acgdo se exerce sobre o anamorfo, o teleomorfo ou
em ambas as fases do ciclo de vida do fungo. Alguns fungicidas aplicados depois da
infec¢do podem evitar o desenvolvimento de sintomas ou levar a sua manifestagao
através de manchas cloréticas. O fungo pode neste caso ficar inibido em vez de
destruido, e nestas condigbes ndo foi provado se as infecg¢des inibidas se
desenvolvem ou ndo nos tecidos do hospedeiro de modo a originar

emparelhamentos, ap6s a queda das folhas.

Data da queda das folhas

De modo geral, as ultimas folhas a cair produzem maior numero de pseudotecas e
maior quantidade de ascésporos. Este facto deve-se principalmente a temperatura e
humidade mais favoraveis que ocorrem nas quatro semanas apos a queda das folhas.
A queda da folha da pereira (cv. Rocha) ocorre na maioria dos anos, na regiao do
Oeste de Portugal, desde o inicio de Novembro até meados de Dezembro, seguindo
a curva normal (Fig. 8) (158).

100%
90% | —— 1993
80%
70% |
60% |
50% |
40% |
30% |
20% |
10% 1 F(x) = N (18-Nov; 11 dias) R? = 0,984

0% i ‘ ; ‘ :
18-Out 28-Out 7-Nov 17-Nov 27-Nov 7-Dez 17-Dez 27-Dez

Desfoliagdao semanal

Fig. 10 Evolugdo semanal da queda das folhas num pomar de pereira (cv. Rocha) localizado no
Painho (Cadaval) durante o Outono de 1993 (p<0,001) (158).

A probabilidade de ocorrerem maior nimero de infecgoes por folha é maior nas
folhas que caem mais tarde devido a infec¢oes de fim de estagao. O periodo da queda
das folhas condiciona o desenvolvimento das pseudotecas, e assim ¢ provavel que a
queda tardia das folhas da macieira seja favoravel a melhor sincronizagdo da

populacdo das pseudotecas na Primavera seguinte (97).
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Factores que actuam apdos a queda das folhas

Local de hibernagao

Aparentemente, em . inaequalis o desenvolvimento da fase sexual na manta morta
nao difere significativamente entre diferentes pomares, a menos que sujeitos a
diferentes condicionalismos, caso de areas encharcadas, onde o desenvolvimento das

pseudotecas sera prejudicado (97).

Tropismos

Sobreiro (158) verificou que folhas colocadas em bolsas de rede plastica no Outono,
a queda das folhas, apresentavam na Primavera as pseudotecas de /. pirina com os
ostiolos orientados para a luz, independentemente da face da folha exposta a luz.
Quando as folhas de pereira se sobrepunham, e nessas circunstancias permaneciam
ao longo do Inverno, as folhas inferiores nao apresentavam pseudotecas nas faces

sobrepostas.

Gadoury e MacHardy (50) verificaram que em folhas com lesoes em ambas as faces,
mais de 90% das pseudotecas de 1. inaequalis se encontravam orientadas para a face
superior durante a hiberna¢ao no escuro. Os autores concluiram que o geotropismo
era determinante na orientagao das pseudotecas para a face superior, durante as
ultimas etapas do desenvolvimento das pseudotecas, mas nio excluem a possivel
influéncia do fototropismo na colonizagdo do tecido das folhas mortas pelo fungo,
antes e durante a formagao das pseudotecas ou no estado anterior a formagao dos

aSCOS.

Temperatura

Para 1. inaequalis as baixas temperaturas parecem favorecer o nimero de pseudotecas

desenvolvidas nas folhas infectadas.

Wilson (217) verificou que temperaturas entre 13°C e 16°C sdo o estimulo 6ptimo
para o inicio da fase sexual e crescimento inicial das pseudotecas. Cerca de 90% das
pseudotecas sao formadas nos 28 dias ap6s a queda das folhas (48). Nos EUA, 4°C
no més seguinte a queda das folhas, parece ser a temperatura na qual se forma o

maior nimero de pseudotecas (48, 116). Na Aftica do Sul a temperatura que induz o
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aparecimento do maior nimero de pseudotecas varia entre 7°C e 13°C, mas parece
depender da raca de 1. inaequalis presente (95). Ross e Hamlin (134) observaram, em
laboratério, que a formacao das pseudotecas de 1. inaequalis era mais abundante a

temperatura de 4°C, cessando acima de 15°C.

A temperatura 6ptima para o desenvolvimento das pseudotecas varia de 10°C, no
aumento inicial do seu diametro, para 20°C na maturagao dos ascésporos (48). Para

temperatura acima de 24°C verifica-se o abortamento de pseudotecas (116).

A temperatura também influencia o nimero de ascos de 1. inaequalis produzido. O
numero de ascos produzidos por pseudoteca de 1. inaequalis varia de 100 a 130
(média de 122) (51, 52) e para 1. pirina de 136 a 150 (média de 143) (169). Na regiao
do Oeste de Portugal os valores oscilam entre 84 e 206 ascos por pseudoteca de 1.
pirina (157).

Num estudo efectuado por Gadoury e MacHardy (52) o nimero de ascos por
pseudoteca foi inversamente proporcional a temperatura no perfodo desde o
aparecimento dos primeiros ascos até ser atingido o numero maximo de ascos por
pseudoteca. O desenvolvimento dos ascos em folhas no pomar foi continuo durante
cerca de cinco semanas. As pseudotecas incubadas a 6°C e 12°C durante o periodo de
desenvolvimento dos ascos e maturacao dos ascosporos produziram 125 e 73 ascos
por pseudoteca, respectivamente. A variagdo da temperatura apds o aparecimento
dos primeiros ascosporos maduros nao parece alterar o nimero de ascos formados

por pseudoteca.

Temperaturas de cerca de 20°C aceleram o processo de maturacdo dos ascosporos
(48, 71). Temperaturas baixas favorecem a formagdo dos ascos e temperaturas altas

favorecem a maturagao dos ascosporos.

Humidade

O grau de humidade influencia o fungo 1. inaequalis em todas as fases de
desenvolvimento sexual iniciado com a abscisao da folha. Num estudo de Wilson
(217) o fungo niao cresceu nos tecidos de folhas secas, apds um periodo de 20 dias;

em folhas molhadas ramificou em trés dias. O fungo nao cresceu no interior de
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folhas verdes destacadas e mantidas sem dissecar mas cresceu para o interior dos
tecidos das folhas, trés dias apds o seu acastanhamento. Para Wilson o nivel de
humidade que mantivesse as folhas “totalmente maleaveis”, talvez o fornecido pelo
orvalho, seria suficiente para iniciar o desenvolvimento das pseudotecas. Folhas
sujeitas a 37,8 mm, 10,2 mm e 0,2 mm de precipitagao nos 15 dias apds a sua queda
produziram pseudotecas com diametros médios de 39um (1,1um/dia), 49um
(1,0nm/dia) e 20pm (0,4pum/dia) medidos 36, 50 e 56 dias ap6s a queda das folhas.
O atraso no desenvolvimento das pseudotecas da terceira experiéncia foi atribuido a
presenca de condig¢des secas (0,2 mm) nos 15 dias seguintes a queda da folha. Wilson
também estudou a influéncia do nivel de humidade na maturacio dos ascosporos
mantendo folhas permanentemente molhadas, himidas e alternadamente secas e
molhadas. Nas folhas permanentemente molhadas observou o menor nimero de
ascos com ascosporos maduros em relacio aos outros tratamentos. Nas folhas
maleaveis as pseudotecas amadureceram rapidamente o mesmo acontecendo nas
folhas sujeitas a condi¢bes alternadamente secas e molhadas. Assim, “a humidade

continua conduziu a certas anormalidades no desenvolvimento das pseudotecas”

(217). Louw (95) confirmou as observagoes de Wilson (217).

Dos estudos de Wilson (217) e Louw (95) concluiu-se ser necessaria a humectacao
das folhas na formagdo das pseudotecas, contudo o excesso de humectagdo ou a
humectagao continua pode ser prejudicial. Ciclos intermitentes secos e molhados nas
folhas, como ¢é normal ocorrerem no pomar, sio os mais favoraveis ao

desenvolvimento da fase sexual do fungo 1. inaequalis.

Louw (95) concluiu que as pseudotecas se formam em folhas molhadas ciclicamente
por orvalho, contudo, o nimero de pseudotecas nelas formado era muito menor, em
relagao ao numero observado em folhas molhadas em laboratério. A secagem das
folhas ap6s a queda reduz o desenvolvimento das pseudotecas, mas periodos secos
de dois ou trés meses nas folhas hibernantes parecem nao ser prejudiciais ao fungo,
apos esta fase. Folhas mantidas secas durante 16 dias, ou sé molhadas por orvalho 16

ou mais dias apds a queda, resultou no decréscimo substancial do nimero de
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pseudotecas formado e isto pode ter impacto significativo nas epidemias do pedrado
95).

A formagao de pseudotecas nao ocorre em folhas de macieira mantidas secas mas
estas evoluem e atingem a maturagao quando expostas a humidade relativa de 100%

(71). Contudo, a presenga de condi¢oes acima de 95% de humidade relativa aumenta

o numero de pseudotecas de 1. inaequalis tormadas nas folhas (116).

Em V. inaequalis, apés a formacao dos ascos, a maturacio destes ocorreu
independentemente da emissao dos ascosporos quando as folhas foram incubadas a
15°C, com 90% de humidade relativa e molhadas em intervalos de 7, 14 ¢ 21 dias. A
acumula¢ao de ascos com ascosporos maduros, entre os periodos de emissio, nao
inibiu a maturagao dos restantes ascos dentro das pseudotecas. Nao houve diferenca
significativa na taxa de maturacdo dos ascos para as diferentes modalidades (52).
Contudo, estudos em Franca revelaram que a frequéncia da humectacdo sobre folhas
hibernantes colocadas no pomar ao abrigo da chuva, se relacionava com o nimero
de unidades de calor necessarias para completar a maturagao dos ascésporos. Quanto
menor foi a frequéncia da humectagio maior foi o nimero de unidades de calor

necessario para completar a maturagao (97).

De acordo com Jeger e Butt (72) o Novembro frio e molhado (favoravel a formagao
das pseudotecas de /. inaequalisy pode compensar, no inicio da Primavera,
temperaturas baixas menos favoraveis a maturagao das pseudotecas. O contrario nao
acontece. Precipitagao elevada (> 100 mm) no meés seguinte a queda das folhas
(Novembro) pode compensar, na mesma altura, temperaturas altas pouco favoraveis
a formagao das pseudotecas. O contrario também nio se observa. Precipitacao
inferior a 50 mm no més seguinte a queda da folha estende o perfodo normal de

matura¢ao dos ascosporos na Primavera de 15 a mais de 30 dias.

O efeito da humidade sobre a fase sexual do fungo parece funcionar como factor
limitante no processo e nao como variavel que altere a taxa de progressao. Acima de
determinado nivel minimo de humidade, a formacao, desenvolvimento e maturaciao

das pseudotecas é determinada prioritariamente pela temperatura.
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pH e nutrientes das folhas

As folhas cafdas no solo adquirem consisténcia mole e desintegram-se devido a
microrganismos varios que colonizam os tecidos das folhas. Dai resultam alterages
no pH e teor de nutrientes das folhas. Muitos nutrientes sao lexiviados e varia¢oes
continuas de pH e nutrientes ocorrem na manta morta. Em virtude destas mudangas

o fungo IV pirina é capaz de produzir as pseudotecas.

Abundantes pseudotecas foram produzidas em 2,5% de Agar com 0,5% de extracto
de malte incorporando a decocgao obtida por 2,5% de folhas mortas secas. De
salientar que a adicao ao meio da decoc¢ao de folhas de macieira nao estimula a
formagdo de pseudotecas de 1. pirina e vice-versa. A decocgdo de folhas duma
cultivar resistente aos isolamentos testados foi tao eficiente como a de outra cultivar
muito susceptivel. Cinzas de folhas mortas de pereira tinham pequeno ou nenhum
efeito estimulante na producio de pseudotecas (89). A inoculagao do meio com duas
racas de 1. pirina permitiu obter pseudotecas no menor intervalo de tempo quando
as placas foram incubadas a 20°C por 12 dias (para promover o rapido crescimento
vegetativo), de seguida 7°C até a formagao inicial dos ascos e finalmente 15°C (89).
No periodo anterior ao inicio da formagao dos ascos a temperatura de 7°C foi critica

para a formacao dos ascésporos.

Aplicagbes de calcario dolomitico a razao de aproximadamente cinco toneladas por
hectare reduziram em 34% a area das folhas da pereira na manta morta (166). Os
autores observaram que as redugdes de area foliar (11% a 34%) eram
consideravelmente menores que a reducdo da dose potencial de ascosporos (PAD)
(46% a 88%), calculada apos a aplicacdo do calcario. Spotts ef al (166) concluiram
estarem envolvidos outros factores no decréscimo da PAD, para além do decréscimo
da drea foliar e apontam o aumento indiscutivel do pH nas folhas de pereira,
provocado pelo calcario, como o factor mais plausivel. Contudo, nio quantificaram o

nivel desse aumento.

A aplicagao de ureia aumenta o pH para valores préoximos de 7,4. Cook, citado em
MacHardy (97) sugeriu que a auséncia de pseudotecas de V. inaequalis advém das

condi¢bes alcalinas estabelecidas imediatamente apds a aplicagio de ureia. Cook
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deduziu ser a metabolizagdio da wureia na superficie das folhas pelo fungo,
transformada em amonfaco, na quantidade suficiente para elevar o pH da folha e
assim inibir a formacdo das pseudotecas. De acordo com este autor, a actividade
microbiana esgotava a ureia do tratamento no perfodo de trés a quatro semanas, daf
resultando a acumulacio de elevadas concentragdes de compostos amoniacais.
Aplicacoes de ureia a 2% (p/v) reduziram a produtividade de ascosporos de . pirina

por unidade de area foliar em 79,8% (90).

Quando as folhas infectadas por ragas compativeis de pedrado caem, o fungo cresce
dentro dos tecidos mortos durante um breve periodo, forma o inicio do ascocarpo,
emparelha e produz pseudotecas. Estas formam-se numa estreita gama de
concentracoes de azoto. Diferentes catides e sais interferem também na fase sexual

do fungo.

Etapas do desenvolvimento das pseudotecas

A maioria das pseudotecas de . inaequalis forma-se no més seguinte a queda da
folha, durante o qual a temperatura e a humidade sio as variaveis climaticas
determinantes do numero de pseudotecas formado. Apds a sua formagao, as
pseudotecas desenvolvem-se continuamente se a temperatura ¢ a humidade forem
favoraveis. De modo semelhante, a formagao e maturagdo de ascos e ascOsporos
progride continuamente, dependendo da influéncia da temperatura e humidade. De
modo geral, a taxa de crescimento e maturacio das pseudotecas depende da
temperatura. No inicio do Inverno as pseudotecas observam-se em diferentes
estados de desenvolvimento devido principalmente a diferentes condigbes
observadas a queda das folhas. Ao longo do Inverno o crescimento das pseudotecas
abranda. No fim do Inverno a maturagdo acelera em resposta a temperatura,

progredindo regularmente se a humidade nao for factor limitante.

Antes do intumescimento dos gomos da macieira ou da pereira poderdo observar-se
ascosporos maduros de . inaequalis ou 1. pirina mas poucos estudos indicam a
emissao de ascosporos antes desta fase. Existe forte evidéncia indicando a
sincronizagao entre a maturagao das pseudotecas e o intumescimento dos gomos.

Alguns ascosporos poderao amadurecer antes desta fase mas os ascos requerem
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unidades adicionais de calor que lhes permitam absorver agua, inchar, rebentar e
emitir os seus ascosporos maduros (97). Nos ascos de . inaequalis parece existir a
maturidade diferencial entre os ascosporos maduros (ascésporos corados de verde
palido com septo bem nitido) e os ascos correspondentes, isto é, verificou-se apds o
estimulo muito favoravel, pseudotecas sem a emissao dos ascosporos presentes em

ascos aparentemente maduros (55). Nao existem estudos comparativos para . pirina.

Outro aspecto importante é a observacao de pseudotecas de . pirina com o ostiolo
ausente contendo no interior ascéosporos maduros. A formacgao do ostiolo é por

vezes posterior ao inicio do amadurecimento dos ascosporos (157).

Dose potencial de ascosporos (PAD)

Este conceito foi definido por MacHardy e Jeger, pesando as diferentes variaveis que
influenciam o numero de ascosporos antes do intumescimento dos gomos do
hospedeiro (97). A dose potencial de ascésporos ¢é a producio de ascosporos
estimada por m” de superficie de pomar. Segundo MacHardy (97), a dose potencial de
ascosporos representa actualmente a melhor previsio da produgio de ascosporos
num pomar contudo, podera ser ainda necessario introduzir novos refinamentos. O

método baseia-se na contagem de lesdes macroscopicamente identificaveis.
A dose potencial de ascoésporos resulta do produto da densidade de lesées (DI) x n°®

de pseudotecas por lesio (Dp) x n° de ascos por pseudoteca (Da) x n° de ascésporos

por asco x densidade da manta morta (Dmm). A densidade das lesdes é o nimero de
lesdes por m” de folha e a densidade da manta morta ¢ a fraccio do solo do pomar

coberto por folhas ao intumescimento dos gomos da pereira (estado B).
PAD (ascésporos/m” de pomar) = DI x Dp x Da x 8 x Dmm

A estimativa do numero de lesoes é realizada no Outono nas folhas de lancamentos
terminais, local onde a maioria das lesdes é observavel e que constitui mais de 75%

das folhas da arvore (51).

As estimativas da dose potencial de ascésporos poderdo ser uteis para comparar
diferentes estratégias de protec¢ao em diferentes pomares. Diferengas no valor da

dose potencial de ascésporos podem explicar o sucesso da estratégia, tratamento ou
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outra pratica cultural num pomar, e nao noutro, sujeito as mesmas condi¢oes
climaticas (96).

Spotts et al. (167) mediram as variaveis necessarias ao calculo do PAD no estado de
Oregon (EUA), em relagdo ao pedrado da pereira. A area média das folhas da pereira
foi avaliada em 20 cm?® o nimero de lesdes por folha variou entre 1,8 e 2,2. Das
pseudotecas imersas nas folhas, verificaram que 13,5% a 41,7% eram férteis,
variando o seu numero de 15,2 a 24,4 por folha. O nimero médio de ascos por
pseudoteca foi de 131,5. A densidade da manta morta atingiu valores de 0,34 a 0,67
em pomares sujeitos ou ndo ao corte das infestantes, respectivamente. Nestas
circunstincias, o PAD calculado vatiou de 1114 a 708320 ascésporos/ m’® de
superficie, para pomares comerciais ou abandonados, respectivamente. A incidéncia

de pedrado nas folhas variou de 0,1% a 32,3%.

Padrao sazonal da maturac¢ao e emissao dos ascosporos

Poucos ascosporos amadurecem e podem ser emitidos antes do intumescimento dos
primeiros gomos florais da pereira. Na maior parte dos anos, em diferentes locais do
mundo, os primeiros ascosporos de /. pirina estio maduros entre o intumescimento
(estado fenolégico B) e a ponta verde (estado fenoldgico C) dos gomos florais do
hospedeiro (16, 82, 90, 91, 109, 131, 169, 210). A maturagao dos ascOsporos
apresenta geralmente o seu pico maximo entre o estado fenologico de botao branco
(E) e a queda das pétalas (H). Pouco apds esta fase acaba o periodo de maturagao
dos ascosporos. Duas a seis semanas apés a plena floragdo finalizam as emissoes e
acaba a época das infecgdes primarias. Dentro das pseudotecas podem entio
observar-se ascos vazios, em degeneracdo, ascosporos andémalos e alguns ascos

imaturos que aparentemente perderam a faculdade de formar ascésporos (157).

As pseudotecas de 1. pirina realizam o processo de maturagio e emissio de
ascosporos num periodo de dois (16, 210, 2106), trés (27, 38, 41, 60, 81, 82, 198) ou
quatro meses (90, 91, 109, 120, 169).

Em climas do tipo mediterranico, os ascésporos de 1. pirina amadurecem e podem

ser emitidos num periodo de quatro a 10 semanas (16, 157, 210), mas a maioria é
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emitida num menor intervalo de tempo, durante os dois a cinco periodos de chuva
primaveris principais  (157). A  maturagdo dos ascésporos e dos ascos
correspondentes nao ¢ simultanea. O processo de maturagio completa-se
aparentemente em dois passos, primeiro amadurecem os ascosporos no interior dos
ascos e sO depois o asco ganha a faculdade de emitir os seus ascosporos. No inicio da
estacdo os dois processos podem estar separados por varios dias (157). O fim da
época das infecgoes primarias ocorre quando o numero de ascos com ascOSPOros

maduros ¢ superior a 95% do seu numero maximo (97, 157, 162, 169).

Na auséncia de condigbes climaticas para a emissao dos ascésporos o fungo 7.
inaequalis acamula os ascésporos maduros dentro das pseudotecas sem inibir o

processo de maturagao dos restantes (52).

Emissdo dos ascésporos

O fungo V. pirina apresenta varios mecanismos de adaptagao biética. Por exemplo,
os ascosporos amadurecem quando evoluem os primeiros tecidos vegetais
susceptiveis. Por outro lado, a emissio de ascosporos acontece nos periodos de
chuva principais (proporcionam aos ascosporos as condi¢cdes Optimas a germinagao e
penetracao da cuticula). Estes e outros mecanismos optimizam a eficacia de infecgao

do fungo.

A emissdo dos ascosporos de V. inaequalis e V. pirina acontece quando as
pseudotecas absorvem agua e o asco se distende através do ostiolo de forma a expor
os dois ou trés ascosporos da extremidade. Nesse momento 0s ascOsporos estio
alinhados no interior do asco, em fila. Quando a extremidade do asco rompe, o asco

retrai de modo a expulsar os oito ascoésporos em rapida sucessao (30, 154, 157).

A chuva fraca de 0,0025mm ¢ suficiente para iniciar a emissio dos ascésporos de 1.
inaequalis (97). Contudo, o mais comum ¢é observarem-se capturas acima de 0,2mm de
chuva (97, 65), mesmo em pomares com dose potencial de ascosporos elevada (97).
Por vezes, alguns ascosporos ficam retidos no interior dos ascos, fenémeno

frequente no final da esta¢ao (157). Simultaneamente, podem ser observados varios
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ascos distendidos através do ostiolo; contudo niao existe emissao sincronizada de

ascosporos por varios ascos no mesmo momento (157).

Os ascos proporcionam aos ascosporos a for¢a necessaria para alcancarem distancias
maximas de sete milimetros (12, 197) e permite-lhes sair da camada limite existente
em torno das folhas, arrastados pela turbuléncia atmosférica. A presenca da luz ¢é

necessaria a emissao dos ascosporos.

Dose de ascosporos versus produtividade de ascosporos

Os capta-esporos volumétricos foram desenvolvidos por Hirst (63) em 1952 e sdo o

meio de medir a concentracao de esporos na atmosfera do pomar.

O termo dose de ascosporos foi introduzido por Hirst (64) e representa o total da
concentragao horaria anual estimada no pomar. Expressa-se no nimero acumulado
de esporos capturados por m’ de ar. Este valor pode ser utilizado para comparar o
in6culo de diferentes pomares ou o inéculo do mesmo pomar em diferentes anos.
Esta medida representa o nimero total de esporos expostos as folhas e frutos do

pomar na proximidade da armadilha.

O termo produtividade de ascésporos foi igualmente introduzido por Hirst (65, 60)
para indicar o nimero total de esporos capturados num tanel de vento, dos tecidos
de folhas molhadas varias vezes ao longo da estagao, geralmente, em intervalos
semanais, até a maturacdo de todos os ascos e emissdo dos seus ascosporos. A
produtividade de ascésporos é definida pelo nimero total de ascosporos produzido
por cm” de tecido vegetal. A produtividade de ascésporos representa a producio de
ascosporos estimada por cm’ de folha, capturados num tainel de vento ou noutro

dispositivo que recolha os ascoésporos emitidos pelas folhas em laboratério.

Ambos os termos representam a produgao relativa de esporos e nao o valor absoluto

dos esporos emitidos.

A principal diferenca entre as duas formas de estimativa, ¢ a dose de ascésporos
depender de outros factores para além da area de folha amostrada. Estes factores
incluem a densidade da manta morta, o nimero de ascosporos captados pelo coberto

vegetal do solo, o numero de ascésporos lexiviados do ar pela chuva e a velocidade
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do vento, durante os periodos de emissao dos ascosporos. A densidade da manta

morta reduz-se constantemente durante o periodo hibernante do fungo.

Efeito da temperatura na emissdo dos ascosporos

A taxa de emissdao dos ascosporos de 1. inaequalis diminui para temperaturas abaixo
de 10°C. Com temperaturas proximas da congelacio a emissao dos ascosporos é
muito limitada. Abaixo de 10°C verifica-se o atraso de duas a trés horas na captura de
90% dos ascosporos desse dia (97). Gadoury e al. (56) e Stensvand ef al. (1706)
verificaram o aumento consistente na taxa de emissao dos ascosporos de . inaequalis
nos minutos seguintes ao aumento da temperatura acima de 1°C (de 1°C para 20°C).
A baixa temperatura produz trés efeitos nitidos na emissiao dos ascosporos. Primeiro,
o intervalo de tempo necessirio para o inicio da emissio dos ascésporos é
inversamente proporcional a temperatura. Segundo, as temperaturas baixas
diminuem a taxa de emissdo. Terceiro, a baixa temperatura diminui o numero total de

ascosporos emitidos num dado intervalo de tempo (176).

Efeito da luz na emissao dos ascosporos

Em laboratério, a emissao dos ascosporos de 1. pirina tem resposta rapida a luz
branca ou vermelha (612- 800nm) e lenta a azul (390- 492nm) ou verde (484-
612nm); ao contrario do fungo /. inaequalis, onde o estimulo azul ou verde nio
produz efeito (32). Na auséncia da luz, poucos sio os ascosporos emitidos pelas

pseudotecas dos dois fungos (30, 31, 32, 97).

A emissao dos ascésporos pelas pseudotecas de V. inaequalis e V. pirina parece ser
estimulada pela presenca da luz. Este facto foi observado em experiéncias realizadas
em laboratério (30, 31, 32, 97) e no campo (65, 90, 99, 109, 157, 167, 174, 192, 193,
208, 210), recorrendo a variados dispositivos de captura de esporos.

Para o fungo 1. pirina existe uma relagdo linear entre o aumento da intensidade

luminosa e o nimero de ascésporos capturados na superficie duma lamina de vidro

situada quatro milimetros acima da folha molhada contendo as pseudotecas (97).

Em condi¢oes de campo existem alguns resultados, aparentemente contraditorios,

para os quais ainda nao foi encontrada explicagio logica. Se, em alguns casos, a quase
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totalidade dos ascésporos é capturada durante o fotoperiodo (90, 99, 157, 192, 193,
210), outros ha, em que quantidades significativas de ascosporos sao capturadas

durante a noite (16, 169, 174, 175, 208).

Certos autores fixaram o nivel de radia¢ao solar global considerado necessario para
separar o dia da noite em 11,1Wm?, sensivelmente a radiacio captada na hora antes e
depois do nascer e por-do-sol (21). Outros utilizaram niveis de radiagao global
semelhantes (0,22 - 16,4\X/m’2) (97, 169, 175) ou bastante superiores, como o0s
presentes ao nascer e por-do-sol (100, 208). Esta disparidade de critérios pode
explicar diferengas na classificacio das capturas de ascosporos (nocturnas ou
diurnas). As capturas nocturnas de ascosporos sao assinaladas, fundamentalmente,
em trabalhos realizados em latitudes mais elevadas, onde a distin¢do entre dia e noite
acontece de forma mais esbatida, tornando menos preciso o estabelecimento do
periodo nocturno com base em critérios como o nascer e por-do-sol (174, 175, 208).
Em V. inaequalis 0,5 pW/ cm’ no comprimento de onda de 725nm representa o
limite minimo de intensidade luminosa que acelera a emissiao dos ascosporos (97) e

na Noruega sio registados valores acima deste limite as quatro horas da manha (175).

No caso de V. pirina e 1. inaequalis, o pico da emissao dos ascosporos coincide com
o meio-dia solar, altura do maximo fluxo radiante. Contudo, este fenémeno pode

depender também da temperatura do ar (99).

A maioria dos ascosporos de . pirina presentes nos pomares sao emitidos durante o
periodo diurno e o pico ocorre das 11:00 as 14:00 horas de acordo com o maximo de

radiacao solar (91, 157, 210).

Efeito da chuva na emissdo dos ascosporos

A emissao dos ascosporos depende da presenca de um filme de agua sobre as folhas

que contém as pseudotecas.

Borecki (27) refere que a emissdo macica de ascosporos de /. pirina s6 ocorre
quando a precipitagdo é superior a 0,4mm. Todavia, nio indica os valores de
temperatura onde verificou este facto. Segundo Gadoury e a/ (56) a baixa

temperatura (2 a 8°C) atrasa a emissdo dos ascosporos de /. inaequalis por varias
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horas. Williamson e Burchill (216) referem a emissao de alguns ascosporos de 1.
pirina com precipitagao ligeira (inferior a 0,25mm). Segundo os mesmos autores,
pequenas quantidades de ascosporos foram emitidas nos periodos de elevada
humidade relativa, que ocorreram até 24 horas apds a chuva. Todavia, é mais
plausivel pensar que a captura de ascosporos durante esses periodos é dependente de
ascosporos emitidos durante a chuva presentes na atmosfera até 24 horas apos a sua

emissao.

Em laboratério, sob condi¢des de humectagao continua, a maioria dos ascosporos de
V. inaequalis sio emitidos num intervalo de 75 minutos e poucas descargas
acontecem 120 ou 150 minutos apds a permanéncia nestas condi¢oes (55, 57). Em
pomares, 75% dos ascoésporos emitidos na sequéncia de chuvas ligeiras fazem-no em
intervalo inferior a trés horas (65). Quando o periodo de chuva ¢ muito extenso, apos
o primeiro pico de ascésporos no ar segue-se o segundo, nove a 14 horas apos o
primeiro (100).

Hirst (65) indica 0,2mm de precipitagao como o minimo para emissao de quantidades
substanciais de ascésporos de 1. inaequalis, embora com valores inferiores se possam
emitir alguns. Aylor e Sutton (14) obtiveram quase 50% dos ascésporos de 1.

inaequalis capturados do ar em perfodos onde a intensidade da chuva foi inferior a

0,25mm/h.

A absor¢ao de agua pelo asco possibilita o aumento da pressao hidrostatica no seu
interior que produz a energia propulsora para os ascOsporos, assim que a ponta do
asco rompe. A parte final do processo envolve a ruptura da extremidade da
exotunica, mecanismo dependente da luz, talvez devido a composto foto-receptor
presente na extremidade desta estrutura. Se a chuva comega durante a noite, a
quantidade de ascosporos emitida é muito baixa até a intensidade luminosa
interceptada pela manta morta ser superior ao limite necessario ao processo. Se a
chuva ocorre durante o dia, o mecanismo de ejeccao esta completamente funcional e
a emissao dos ascosporos pode ser imediata. Desta forma, talvez o fungo evite emitir
os seus ascosporos durante os periodos de orvalho, a maioria demasiado curtos, para

o processo de infeccao.
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Efeito do orvalho na emissdo dos ascosporos

O papel do orvalho na emissao dos ascésporos de . pirina é referido como bastante
importante por alguns autores e pode constituir uma diferenca em relagao ao 1.

inaequalis (146, 148, 169).

Geralmente, a presenca de orvalho nocturno ¢ insuficiente para a emissao de
quantidades significativas de ascésporos de 1. pirina, na regido do Oeste. Contudo,
em 1997 obsetvou-se a captura de 160 ascésporos/me durante a manha na sequéncia
de forte orvalho nocturno (registou-se 0,2mm de precipitagdo). O fenémeno

aconteceu durante a auséncia prolongada de chuva (43 dias) (157).

Brooke (30) constatou que a presenca de orvalho promove a emissio de alguns
ascosporos de 1. inaequalis, mas muito poucos, em compara¢ao com a chuva. O forte
orvalho pode desencadear a emissio dos ascosporos, mas a baixa velocidade do
vento associada a formagdo do orvalho, ou o grosso filme de dgua formado nas
superficies, contribui para a deposi¢ao dos ascosporos no chio do pomar ou no
interior do filme de agua. Dessa forma, poucos atingirao a atmosfera, e daf a copa das
arvores. Contudo, se a noite calma se seguir o vento matinal, poder-se-a conjugar

uma das raras situacdes que permite a presenc¢a de ascosporos na atmosfera.

Dispersao e deposicao dos esporos

A emissdo dos esporos pelo fungo marca o inicio do processo de dispersao, que
termina na deposicao dos esporos sobre o hospedeiro. Os esporos atingem a
superficie dos 6rgaos susceptiveis por diversos meios. Estes incluem a sedimentagao,
a troca na camada limite, a deposi¢ao pela turbuléncia, o impacto ou a lavagem pela
chuva (8, 86). Quando os esporos estio presentes na atmosfera, correntes aéreas
forcam o seu impacto nas superficies. Se estas tém textura aspera, caso dos frutos ou
das folhas jovens, ou se estio molhadas, a probabilidade de ai permanecerem ¢

elevada.

Como grande nimero de lesdes de pedrado surge na pagina inferior das folhas, a
acgdao do impacto parece ter um papel importante, sendo a forma privilegiada para a

atingir. Dependendo a eficiéncia do impacto da velocidade do vento e da diminuicao
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do diametro do obstaculo, ramos, peciolos e pedinculos, nao ficam imunes ao

estabelecimento da infeccao.

Ascosporos

Nos habitats naturais a oportunidade dos ascésporos do 1. pirina concretizarem a
infecgdo é mais provavel de acontecer com a sua deposi¢ao nos tecidos susceptiveis
da arvore da qual a folha infectada se destacou. Atingir a préxima pereira, no meio de
outras arvores e arbustos densos, constitui formidavel desafio. A concentragao do
hospedeiro favorece a progressao das epidemias, facilitando o seu contacto com o

parasita.

A concentra¢ado dos ascosporos presentes no ar decresce exponencialmente com a
distancia do solo. Nos pomares de pereira japonesa, a maioria dos ascosporos
encontra-se nos dois primeiros metros do perfil atmosférico (197). Umemoto (197)
observou que os ascosporos de 1. pirina se dispersam a mais de 10 metros, em

relacdo a fonte de in6culo.

Segundo MacHardy (97) a maioria dos ascésporos de 1. inaequalis sio depositados a
menos de 100m do foco epidémico. Geralmente, os ascosporos nio se dispersam

para além do pomar de origem.

Os ascosporos sao esporos relativamente pesados, com velocidades de sedimentagao
de 2 a2 6mm/s (10, 12, 14). Assim, com vento fraco ou folhas cobertas por pelicula de
agua de espessura suficiente para impedir a sua progressio, grandes quantidades
serdo perdidas (158). Varias experiéncias indicam que o numero de folhas ou frutos

infectados diminui exponencialmente com a distancia ao foco epidémico (97, 86).

Conidios

Durante o ciclo vegetativo do hospedeiro podem existir varias geragdes de lesoes de
pedrado. A primeira geracao de leses, também conhecida por infec¢ao primaria, da
origem a varias geraces de lesGes subsequentes que dispersam o 7. pirina. Estas

constituem a infecgdo secundaria do fungo.

Diferentes procedimentos foram desenvolvidos 7z vitro com o objectivo de produzir

conidios de 1. pirina de forma eficiente e manté-los conservados a longo prazo. A
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produgao 7 vitro envolve a cultura na superficie estéril de gaze, saturada com extracto

de malte a 10% (130) ou noutro meio sintético apropriado (19).

Os conidios formam-se naturalmente nas lesdes sobre as folhas, sépalas, flores,
frutos, ou mais raramente nos langamentos. Sio os responsaveis pelo aumento do

pedrado durante a época das infecgdes secundarias.

Cada lesao de V. inaequalis produz o maximo de 100 000 conidios (25), embora
MacHardy (97), num estudo com diferentes cultivares de macieira, refira valores

inferiores (até 30 000 conidios por lesao).

A esporulagao de 1. inaequalis ocorre para temperaturas de 4°C a 28°C, (16- 20°C é o
intervalo o6ptimo) e humidade relativa de 70% a 100% (6ptimo a 90%). A
esporulagdo reduz-se para metade a 80% ou 100% de humidade relativa (97). A
intensidade da radia¢ao luminosa e o fotoperiodo nao afectam o comportamento dos

conidios (97), mas a auséncia continua de luz diminui a sua produgao (28).

Numa experiéncia realizada por Tomerlin e Jones (191) plantulas inoculadas e
mantidas a baixa HR (60- 70%) por 30 dias nao exibiram lesdes. Embora nas
condi¢des da experiéncia o desenvolvimento subcuticular do fungo fosse normal, as

lesbes nao apareceram porque o fungo foi incapaz de esporular.

Os conidios sio libertados principalmente durante os periodos de chuva ou orvalho.
Os conidios soltam-se por um processo passivo, destacando-se do conidiéforo pela
acgao abrasiva do vento (178). A concentracao maxima de conidios de 1. pirina e 1.
inaequalis no ar coincide com o periodo do dia de temperatura mais elevada (64, 109).
Durante os periodos secos os conidios permanecem ligados aos conidiéforos e sao
dificeis de destacar. Durante os dias de chuva os conidios dispersam-se dentro da
copa das arvores de origem, através das gotas de agua. O vento pode transportar
conidios para fora da copa em pequeno nimero ou a curta distancia. Segundo
Umemoto (197) os conidios de 1. nashicola podem viajar pelo menos oito metros em

relagdo ao local de origem.

Em pomares comerciais de pereira, onde a protec¢ao fitossanitaria ¢é eficaz

(incidéncia nos frutos inferior a 1,5%) a captura de conidios nas fitas de capta-
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esporos ¢ um acontecimento raro, mesmo quando existem lesdes nas arvores junto

ao dispositivo (157).

Germinacio e viabilidade dos esporos

Temperatura e humectagdo sdo os factores particularmente determinantes na

germinac¢ao dos esporos.

Ascosporos

Umemoto (201) verificou que a germinacdo dos ascosporos de /. nashicola na
superficie de agua de Agar ocorre de 3°C a 28°C, com o 6ptimo de 15°C. Os
ascosporos de 1. inaequnalis germinam numa gama de temperatura similar (0,5°C a
32°C, 6ptimo de 17°C) (28).

Louw, citado por MacHardy (97), ao estudar a germinagdo dos ascésporos de 1.
inaequalis na superficie foliar ou sobre laminas de vidro, verificou que o0s ascosporos
aderem fortemente as duas superficies, no intervalo de duas horas. Quando isto
acontece torna-se muito dificil desloca-los. A germinagao ocorre de modo similar nas
duas superficies contudo, na superficie foliar o apressorium forma-se na
extremidade dum tubo germinativo mais curto. Sobreiro (157) confirmou estas

observagoes no caso dos conidios de . pirina.

Os ascosporos de . inaequalis germinam e penetram o tecido vegetal directamente,
com ou sem formagiao de apressoria (152). Enzimas do tipo cutinase, provenientes do
fungo, parecem estar envolvidas no processo de penetragao de 1. inaequalis (85) ou

V7. nashicola (112).

Conidios

Umemoto (201) constatou que os conidios de 1. nashicola germinaram na superficie
de agua de Agar para temperaturas de 3°C a 30°C. A temperatura 6ptima foi de 20°C.
Os dados sao similares aos reportados por MacHardy (97) para 1. inaequalis (0°C a
32°C, intervalo 6ptimo de 16°C a 20°C). Os conidios de 1. nashicola ndo germinaram
em periodos de humectacio inferiores a trés horas e s6 existiu ligeira germinagao ao

fim de seis horas a 20°C (201). Em dois ensaios efectuados por Umemoto a 20°C,
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metade da populagao de conidios germinou no periodo de 9h a 12h. Apéds o intervalo
de 24 horas, a formacio de apressoria nos conidios foi “muito elevada” (201). A
temperatura 6ptima, mais de 95% dos esporos de 1. inaequalis formaram os apressoria

no intervalo de 24 horas (196).

Para a generalidade dos conidios germinados de 1. inaequalis observa-se a morte da
célula apical do tubo germinativo apds a breve interrupgao da humectagao. A restante
parte do conidio ou do tubo germinativo continua viavel e é capaz de reiniciar o
crescimento da hifa quando humectado. Becker e Burr (18) sugerem que os danos na
célula apical desencadeiam a rapida obtura¢do do poro septal, que comunica com a
célula adjacente, através de corpos de Woronin. Os danos na célula apical ocorrem
ap6s um breve periodo seco de 15 a 120 minutos. Os conidios de 1. pirina parecem
possuir um mecanismo semelhante. Conidios de . pirina a 20°C, depositados sobre
laminas de vidro e sujeitos a quatro periodos de humectagao de 24h, alternados com
petiodos secos de 30 minutos, apresentaram a capacidade de formar novas hifas em
pelo menos dois dos trés periodos de humectacio que sucederam o primeiro. A

maioria dos conidios nao perdeu a viabilidade ap6s dois periodos secos (157).

No caso de V. inaequalis, nas experiéncias de Becker e Burr (18), periodos secos de
48h, 72h e 96h reduziram de 19% a 29% o indculo viavel. Os conidios exibitam
maior mortalidade imediatamente apés o término da humectagdo e embora o
aumento do petriodo seco causasse mortes adicionais, elas ocorreram gradualmente
ao longo do tempo. Nao existiram diferencas significativas na estimativa da

mortalidade de conidios sujeitos a periodos secos de 15 minutos a 12 horas.

Quanto a viabilidade dos conidios expostos as condigdes atmosféricas, Aylor e
Sanogo (13) verificaram que a radiagdo solar ndo era, aparentemente, forte
impedimento a sobrevivéncia de conidios de 1. inaequalis destacados e depositados
em folhas, até periodos de 12 horas. Conidios nao expostos a radiagao solar directa
(ex. depositados no interior da copa das arvores) e sujeitos a temperaturas de 20°C a
30°C, nao sofreram decréscimo significativo da faculdade germinativa. Assim,

segundo os autores, existe forte razao para acreditar que os conidios depositados em
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folhas do interior da copa das arvores possam sobreviver dois ou mais dias no

pomatr.

Factores abioticos e bioticos com influéncia na infeccao de folhas e

frutos

A temperatura e a humectagao das superficies, resultado de chuva ou orvalho, em
conjunto com a humidade relativa presente no ar envolvente, sao os factores
abidticos mais determinantes na infec¢ado dos ascésporos e conidios de . pirina.
Densidade de indculo, cultivar e fase do ciclo vegetativo da pereira (quantidade e
qualidade do tecido vegetal susceptivel a infecgdo) sio os factores bidticos com

influéncia marcante no nivel de infeccao.

Aspectos abidticos
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Fig. 11 Periodo minimo de humecta¢do observado a cada temperatura para expressdo do
pedrado da pereira, apos inoculagdo laboratorial por ascosporos de Venturia pirina A e
conidios de V. pirina ou V. nashicola B (148, 157, 168, 205).

Com base em diferentes estudos laboratoriais (148, 157, 168, 205), relacionando o
periodo de humectagio com a temperatura, determinou-se o periodo minimo de
humectacdo necessario a infecgao por ascésporos e conidios (Fig. 11). Nao existem
diferencas significativas no periodo minimo necessario a infeccdo da pereira por
ascosporos de 7. pirina e conidios de 7. pirina ou 1. nashicola. Como os ensaios

foram realizados em laboratério, inoculando as folhas do hospedeiro no periodo de
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maxima susceptibilidade e utilizando quantidade elevada de inéculo, os valores sio

conservadores na maioria das condigoes observadas nos pomares (157).

A temperatura 6ptima para a infecgdo do . pirina é de 20°C a 21°C (148, 157, 158,
168, 205). No intervalo de 15°C a 25°C a infec¢dao é maxima. A temperatura minima
para a infeccdo de 1. pirina e V. inaequalis é geralmente supetior a 1°C e a maxima
inferior a 30°C (25, 148, 205). A temperatura 6ptima de infecgao pelos dois tipos de
esporos de /. pirina ou V. nashicola em pereira e V. inaequalis em macieira é muito

semelhante (25, 78, 97, 100, 107, 140, 148, 157, 168, 201, 205).

O periodo minimo de humectacio continua necessario a infecgao de . pirina por
conidios é de oito horas (157). Os esporos de V. inaequalis necessitam, dentro do
intervalo 6ptimo de temperatura, o minimo de seis horas continuas de humectagao,
para infectarem os tecidos do hospedeiro (78, 79, 97, 111, 140, 176, 181). Apds 24 a
30 horas de humectacdo a temperatura 6ptima o nivel de infecgdo, expresso pelo
numero de lesdes causadas, atinge o seu maximo (97, 201, 205). Quando o periodo
de humectagdo ¢ interrompido por um periodo seco de duragao superior a 30
minutos a evidéncia mostra que os conidios de . pirina, de modo semelhante aos
conidios de V. inaequalis, interrompem o seu ciclo de infeccao (157). Deste modo,
nestas circunstancias, considera-se findo o periodo de humectagao anterior e assume-
se o inficio de um novo periodo de humectagiao. A inviabilidade da parte terminal do
tubo germinativo do conidio determina a formac¢dao de novo tubo germinativo. A
humidade relativa interfere na rapidez de secagem das superficies, condicionado os

periodos de humectagao.

Em geral, a mortalidade de esporos atribuida aos periodos de secagem pode provocar

reduc¢des no numero de lesdes posteriormente desenvolvidas.

Aspectos bidticos

Aparentemente, o numero de infecgdes ¢ proporcional a densidade do indéculo

depositado ao acaso na superficie do tecido vegetal susceptivel.

Spotts e Cervantes (168) utilizando concentra¢ées conidiais de 1. pzrina de 0 a 50000

conidios/ml. encontraram a relacio linear entre a concentracio do inéculo e o
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numero de folhas infectadas por langamento, e entre a concentragdo do indculo e o

numero de lesdes por folha ou langamento. Segundo os autores, a concentragao de
in6culo de 1x 10° conidios/mL nio aumentou a infecgdo, quando comparada com
5% 10" conidios/ml.. Segundo Hartman ef a/. (58) a aplicagio de conidios de 1.
inaequalis na concentragio de 1x 10* conidios/ml. e a duplicagio do periodo de

humectagio, ou a aplicacio de 25x 10* conidios/ml. mantendo o periodo de
humectacio, tiveram efeito equivalente na incidéncia do fungo em folhas de macieira
(incidéncia elevada). Isto mostra que a relagdo entre o inéculo e a incidéncia sdao

linearmente independentes do periodo de humectagao.

As folhas sdao susceptiveis ao /. pirina durante a fase de expansao. Cerca de 15 dias
apos o Inicio deste processo as folhas estdo totalmente expandidas e tornam-se
resistentes. A susceptibilidade das folhas expandidas volta a aumentar no Outono,
observando-se entdao, ou a expressao de infec¢oes latentes desde a Primavera, ou a
presenca de novas infecgdes, caracterizadas pelo crescimento difuso do fungo nos

tecidos vegetais (157).

Stadelmann e Schwinn (171) estudaram o numero total de microorganismos nas
folhas, concluindo que o valor na macieira era superior ao da pereira provavelmente
pela maior quantidade de pélos presente na face abaxial. Essa circunstancia resultava
na menor lexiviacdo de nutrientes exsudados pela chuva e também no microclima
mais favoravel a proliferagdo de microorganismos saprofitas. A presenca de lesoes de
V. inaequalis ou V. pirina favorecia o crescimento dos saproéfitas num valor 16 a 77

vezes superiof.

Os frutos jovens (cv Rocha) sio os mais susceptiveis, diminuindo a sua
susceptibilidade ao longo da estagdo. Os frutos sio muito susceptiveis do botao
verde (estado D) ao vingamento, aumentando a resisténcia a infec¢do pelo aproximar
da maturagdo. No inicio da estagdo, sao mais frequentes nas jovens peras as lesdes no
calice ou lesoes laterais. No fim da estagao, a péra fica pendente e as lesoes tornam-se
comuns junto a fossa apical, devido a maior humectacio nessa area. Na pereira
japonesa (cv. Kosui) a susceptibilidade é muito alta do estado fenolégico de botao

verde (D) até 15 dias ap6s a floragao. A susceptibilidade decresce entio dos 25 aos 50
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dias apos a floragao. Depois desta fase, a susceptibilidade volta a aumentar e os
frutos atingem uma fase de grande susceptibilidade de 75 a 90 dias apds a floragao
(203). Na macieira a susceptibilidade dos frutos ao . inaequalis decresce ao longo da

estacao (142, 144).

Existe a influéncia marcada do nivel de certos nutrientes minerais no aumento ou
decréscimo da susceptibilidade da pereira japonesa a infeccio por 1. nashicola.
Segundo Umemoto (200), a aplicagdo excessiva de azoto esta directamente
relacionada com o aumento da incidéncia de 1. nashicola nas folhas da pereira (cv.
Chojuro). Existe a correlacdo positiva significativa entre o azoto total na terceira ou
sétima folha e a incidéncia da doenga. No mesmo estudo, 2,69% de azoto total na
sétima folha ¢ tido como o limite que separa a circunstancia favoravel a baixo nivel
de incidéncia de pedrado, da favoravel ao nivel elevado. Aplicacdes de azoto acima
de 50 ou de 100 kg/ha provocaram até 50% de aumento de pedrado nas folhas.
Existe também uma relacdo negativa entre o teor de calcio nas folhas e a incidéncia
de pedrado. Os resultados mostraram que o aumento da fertilizagdo azotada aumenta
o azoto total e o magnésio nas folhas, decrescendo o conteido em calcio das

mesmas, favorecendo assim a maior susceptibilidade da pereira japonesa ao pedrado.

Factores abioticos e bioticos com influéncia no periodo latente

Para a temperatura e a humidade relativa mais elevadas as lesGes tornam-se mais
numerosas e aparecem mais cedo. A temperatura é o factor abiético mais importante
na duracio do periodo latente (127, 225). A densidade do indculo, a cultivar, ¢ a

idade das folhas ou frutos condicionam igualmente a duragao do periodo latente.

Factores abioticos
O periodo latente depende da temperatura e da humidade relativa.

Em plantulas de pereira ou em jovens pereiras envasadas (cv. Rocha), inoculadas por
conidios e colocadas a 20°C em condicdes de 90% a 95% de HR, as lesdes iniciaram
o seu aparecimento ao fim de 10 e 11 dias, respectivamente. Normalmente, o menor
periodo latente observado em pomares de pereira (cv. Rocha) situados na regido do

Oeste de Portugal ¢ de 12 a 18 dias (157).

47



Tomerlin e Jones (191) constataram a dependéncia da duracdo do periodo latente de
V. inaequalis da humidade relativa do ar que rodeia o hospedeiro. As lesdes nao se
desenvolveram em plantulas inoculadas e mantidas continuamente a niveis baixos de
HR (60- 70%), nem em plantulas mantidas a baixa HR, apds trés a seis dias de
permanéncia em condi¢des de 95% a 100% de HR, durante os 30 dias da experiéncia.
Em macieira, para condi¢bes de humidade relativa superior a 95% e a 20°C,
observou-se o perfodo latente de cerca de 10 dias. O periodo latente foi
significativamente mais longo (15 e 18 dias) quando as plantulas permaneceram nove

ou 12 dias a baixa HR, respectivamente, antes de serem transferidos para alta HR.

O periodo latente em frutos perto da maturagiao pode durar varios meses e as lesoes

s6 se evidenciarem durante o processo de conservacao frigorifica das peras (168) ou

das macas (142, 144, 190).

Em tragos gerais, o periodo latente decresce um dia por cada 1,11°C adicionado num
intervalo de temperaturas de 9,5°C a 18,5°C. Na temperatura 6ptima de cerca de
20°C o periodo latente atinge o seu minimo. Aparentemente, o periodo prolongado
de baixa HR, ao invés de impedir a coloniza¢ao do fungo sob a cuticula, atrasa
consideravelmente o aparecimento das lesGes ao impedir a esporulagiao. Este

fenémeno pode ser particularmente importante em regides de clima seco.

Factores bioticos

Umemoto (201) determinou, para a pereira das cultivares Chojuro e Kosui,
inoculadas por ascosporos e conidios de . nashicola em ambas as paginas da folha e
mantidas numa estufa sem qualquer regulagao climatica, um periodo latente minimo
de 13 e 16 dias, respectivamente. A concentragio de esporos utilizada foi de 10°
esporos/mL. Quando a inoculagio foi realizada na pagina supetior das folhas com
uma concentra¢ao de esporos 10 vezes inferior, o menor periodo foi de 16 e 38 dias

para ascosporos e 14 e 22 dias para conidios.

Shabi (148) refere periodos latentes de 1. pirina de oito dias nas folhas jovens de
pereira a mais de 60 dias nas folhas velhas. A presenca de resisténcia ontogénica,

em folhas totalmente expandidas ou em frutos perto da maturacdo, na altura da
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inoculagao, pode prolongar o periodo latente. Em folhas de macieira totalmente
expandidas (adultas) o periodo latente pode prolongar-se por 56 ou mais dias devido
a resisténcia ontogénica que inibe o . inaequalis, logo apds a penetracio na cuticula

(97, 139).

No caso de infecgoes foliares, dois periodos latentes distintos poderdo existit no
mesmo lancamento: o periodo curto nas folhas jovens em expansio (sem resisténcia
ontogénica) e o periodo mais longo nas folhas velhas, nas quais a resisténcia
ontogénica esta presente. Varias semanas poderdo separar os dois perfodos. Este

facto pode ter implica¢Ges nas estratégias de protecgao.

Aspectos de proteccio em ecossistemas agrarios

A histéria da protecgdo ao pedrado da pereira e macieira remonta ao final do século
XIX. Na década de 1880 foram iniciadas as primeiras experiéncias de protec¢io ao
pedrado, utilizando calda bordalesa, seguindo a histéria de sucesso protagonizada
pela utilizagdo desta calda na protecgao do mildio da videira (Plasmopara viticola Berk e
Curt). Segundo MacHardy (97) iniciava-se a aplicacio da calda quando os jovens
rebentos das arvores atingilam seis a oito centimetros de comprimento ou ao
vingamento dos frutos (36), e o sucesso do tratamento dependia da sua realizagao em
intervalos de 14 dias. Cedo se evidenciou o aumento da carepa nos frutos, causada
pela calda bordalesa. Na primeira década do século XX, outros compostos utilizados
na protec¢ao do pedrado eram: o arsenito de chumbo, a nicotina, a calda sulfocalcica

ou o enxofre em po, no entanto bastante menos populares que a calda bordalesa.

Apbs 1940, a procura de peras e magas com epiderme perfeita fomentou de forma
sustentada a protec¢ado do pedrado baseada na aplicagio de produtos

fitofarmaceéuticos.

Protecgdo cultural e os primeiros sistemas de avisos

Quando, em 1896, Aderhold resolveu o mistério do modo de hiberna¢ao do fungo
surgiram as primeiras formas de proteccao cultural, baseadas na destruicao das folhas
da manta morta no Outono ou ao inicio da Primavera. Curtis (41) verificou em 1922

que o enterramento das folhas, através da lavoura, diminufa o quantitativo de
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pedrado hibernante em cerca de 70%. A queima das folhas seguida de enterramento
¢ um método efectivo de redu¢io do pedrado, todavia demasiado lento e oneroso
para a utilizagdo pratica em pomares comerciais (97). Diferentes estratégias de
erradicagdo do fungo foram desenvolvidas de 1920 a 1940 com o objectivo de baixar
a populaciao hibernante de pedrado e assim as infec¢des no ano seguinte. Outro
objectivo colateral destas estratégias era permitir a aplicacio de compostos quimicos
menos eficientes na protec¢ao ao pedrado, ou reduzir o nimero de aplicagdes por
ciclo cultural (119). Contudo, o aparecimento na década de 1940 de fungicidas
organicos, pouco fitotoxicos e bastante eficazes, eliminou a necessidade de tais
estratégias. Na mesma década, e com o intuito de melhorar a oportunidade dos
tratamentos fungicidas, surgiu o sistema de previsao de Mills (93, 107). O sistema
permitia a aplica¢ao do enxofre molhavel imediatamente apds a ocorréncia de chuvas
prolongadas na Primavera, de forma a maximizar a sua eficicia e travar a progressao
do fungo. Os avisos eram emitidos por telefone ou via radio. Com o sistema de Mills
as aplicagbes fungicidas destinavam-se as condi¢oes de infec¢do e assim, entendido
pelos agricultores, como uma melhoria na eficacia dos fungicidas e a forma de
reducgio de custos (123, 124). Desprezada por muitos agricultores era a simples ideia

dum tratamento erradicante adicional, fora do ciclo cultural da pereira.

Fungicidas: o desaparecimento dos inorgdnicos e o inicio da era dos orgdnicos

As principais desvantagens dos fungicidas inorganicos eram a fitotoxidade para as
arvores e o seu resultado na reducao da colheita (94), assim como a dificuldade de

preparacao das caldas. A calda bordalesa foi substituida por solugdes mais vantajosas.

O inicio da era dos fungicidas organicos ocorre segundo MacHardy (97) quando, em
1934, Tisdale e Williams referem a acgao e patenteiam os compostos ditiocarbamatos
em 1934. O Ferbam, o primeiro fungicida activo para o pedrado, foi difundido
mundialmente. Durante as décadas de 1940 e de 1950 seguiram-se outros fungicidas
ditiocarbamatos preventivos para o pedrado (zinebe, manebe, mancozebe e tirame).
A captana (153) apareceu em 1951, seguida do folpete e do metirame. Em 1959 surge
o primeiro fungicida organico preventivo e curativo para o pedrado, a dodina.

Durante a década de 1970 difunde-se o benomil, o primeiro fungicida curativo de
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acgdo sistémica, capaz de se difundir entre folhas adjacentes. Szkolnik (183) definiu a
acgdo sistémica do seguinte modo: “a absor¢io do fungicida pela folha e o seu
movimento no ramo para uma ou mais folhas (ou frutos), acima ou abaixo dela, em
concentragao suficiente para exercer actividade contra o organismo ou seus efeitos
nocivos”. Durante a década de 1970 generalizou-se o aparecimento de resisténcia do
pedrado a dodina e ao benomil nos pomares comerciais. Uma nova geragao de
fungicidas aparece na década de 1980: os inibidores da biossintese dos ester6is (IBE),
como bitertanol, fenarimol, miclobutanil, fluzilazol e triforina. Este grupo de
fungicidas afecta a sintese da membrana celular do fungo quando o fornecimento do
ergoesterol ¢ interrompido (87). A década de 1990 foi caracterizada pelo
aparecimento de dois novos grupos com ac¢do no pedrado; as estrobilurinas (ex.
cresoxime-metilo) e as anilinopirimidinas (ex. pirimetanil, ciprodinil). As estrobil-
urinas inibem a respiracao, bloqueando o complexo mitocondrial bel, parando a
transferéncia de electroes e a sintese de ATP do fungo (223). As anilinopirimidinas

inibem a sintese da metionina e a secrecao das enzimas hidroliticas.
Tipo de accdo dos fungicidas

Terminologia para os tipos de ac¢ao fungicida

Alguns fungicidas actuam eficazmente se aplicados antes da infec¢ao. Outros ha, cuja
acgdo se exerce s6 apos a infecgdao. Certas substancias activas complementam a sua
acgdo, impedindo o desenvolvimento da esporulagao, se aplicadas antes ou apds o
desenvolvimento dos sintomas. Os diferentes tipos de accido definem-se por

preventivo, curativo, pré-sintoma ou pos-sintoma (183, 184).

Acgao preventiva: a acgao quimica do fungicida evita a infec¢ao do fungo. O fungicida
com estas caracteristicas deve ser aplicado antes ou durante o periodo de
humectagao, mas antecedendo a infec¢ao. O fungo é bloqueado antes de penetrar a

cuticula ou de estabelecer a infec¢ao abaixo da cuticula (ex. captana).

Acgao curativa: a acgdo quimica do fungicida trava a colonizagao do fungo apos a
infecgdo ocorrer. Nos fungicidas actuais, a acgdo curativa exerce-se se aplicados de

oito a 120 horas ap6s o inicio do periodo de infecgdo (ex. triforina).
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Fig. 12 Fases do ciclo de infecgdo do fungo Venturia pirina apresentando os diferentes periodos
de eficacia. Os fungicidas de ac¢do preventiva actuam desde o inicio da germinagdo até
a infecgdo. Os fungicidas de acgdo curativa actuam no interior dos tecidos vegetais apos
a infec¢do e antes do aparecimento dos sintomas. Os fungicidas com caracteristicas anti-
esporulantes ndo impedem a formagdo de lesées contudo limitam a formagdo de micélio

ou de conidios sobre as lesoes, se aplicados antes ou depois do aparecimento das lesées
(156, 158).

Accao pré on pos-sintoma: a accdo do fungicida suprime a esporulagdo ou o micélio
constituinte das lesdes. A ac¢ao anti-esporulante ocorre se aplicados apds 120 horas
do inicio do periodo de infeccio (158). As lesGes desenvolvem-se clordticas, ou

observam-se sem esporulagao.

esporo fungicida

Fo% 0080000, cuticula

@ [_}[_][_][_J[:][_}—» epiderme

Fig. 13 Os fungicidas de ac¢do exclusivamente preventiva actuam acima da cuticula dos tecidos
vegetais impedindo a germinag¢do ou a penetra¢do dos esporos A. Actuam durante os
periodos de humecta¢do pelas moléculas absorvidas no interior dos esporos B. Os
fungicidas de ac¢do curativa sdo absorvidos através da cuticula dos tecidos vegetais
actuando no espaco subcuticular sobre as hifas primarias e secundarias de Venturia
pirina, apos a infecgdo, bloqueando o avango da colonizagdo do fungo C (161).
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Os diferentes tipos de acgdo estdo referenciados na Fig. 12 de acordo com as etapas

do ciclo de infec¢ao do pedrado.

A actividade do fungicida preventivo ocorre a superficie da cuticula logo que o
esporo absorve agua, apos o inicio do periodo de humectagao (Fig. 13). A accio
curativa acontece quando as moléculas fungicidas atingem o espago subcuticular e

bloqueiam o processo de colonizagao do fungo.

Propriedades quimicas de algumas substincias activas fungicidas

Dia da aplicagao

&
Passado 574732 T WA 27347576775 Futuro

—»

omil
anol
captana

Ciprodinil |
esoxime-metilo |
ditianao

nazol |

ben

bitert

CI

difenocad

!
fenari

Tuquincg

odina
ol

Nnazo

flusila

zol |

mancozebe

\ miclok

yutanil |

nuarin
pencorn

nol

azo

pirifend

X

pirimetanil

tebucomazol
tirame

triforina

<> Inicio da humectagdo © Accéo preventiva
(O Accéo curativa

Fig. 14 Periodo minimo de acgdo de diferentes substancias activas fungicidas apés o momento
da aplicagdo, nas doses de aplicagdo recomendadas pelos fabricantes e na auséncia de
arrastamento do deposito fungicida inicial (155, 158).

Na Fig. 14 resume-se o tipo de ac¢do e o periodo minimo de ac¢ao de algumas

substancias activas utilizadas na protec¢ao do pedrado da pereira, reportadas em
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relagio a0 momento da aplicagdo. As formula¢ées comerciais incluem diversas
misturas realizadas com base nas substancias activas existentes, procurando aumentar

a eficacia, através da combinac¢ao de substancias activas de acgao complementar.

Os fungicidas com cobre sdao fracos preventivos para o pedrado, sem propriedades
curativas. A aplicagdo de cobre a ponta verde s6 se justifica caso se manifeste

caréncia de cobre nos pomares e na presenga de baixo nivel de in6culo (141).

A temperatura pode influenciar a acgdo curativa dos fungicidas ao alterar a
permeabilidade da cuticula. Os fungicidas IBE dependem da temperatura para atingir
o espag¢o subcuticular. Para temperaturas abaixo de 12°C, a menor concentra¢io de
fungicida abaixo da cuticula torna-o menos eficaz sobre a colonizagao dos tecidos
vegetais pelo fungo apds a infec¢ao (113). No caso das estrobilurinas e das
anilinopirimidinas, a sua acgao parece independente da temperatura, talvez devido a
diferencas na polaridade das suas moléculas ou a dimensao destas. Estes grupos
actuam no espa¢o subcuticular, independentemente do valor da temperatura no
momento da aplicagao, sendo uteis em situacdes de baixa temperatura, vulgares no

inicio da Primavera.

Melhoria do equipamento e da técnica de aplicacdo

Em simultineo com os novos compostos fungicidas surgem novos pulverizadores
que melhoram a técnica de aplicagio de caldas. As turbinas axiais de jacto
transportado foram introduzidas no inicio de 1950 e permitiram aumentar a area
tratada e a eficiéncia do tratamento. O aparecimento das aplicagdes a baixo volume
permitiu redugdes no volume de agua e na dose de fungicida por unidade de area
tratada (cerca de 20%). Mais area pode entdo ser tratada e menor nimero de vezes ¢é
necessario encher os tanques (125). Novas técnicas de aplicagao (Tree Row Volume -
TRV) surgidas nos ultimos anos ajustam a dose de aplicacdo ao volume das arvores e
ao indice de area foliar (179, 180). Contudo, em Portugal a aplica¢do de pesticidas
seguindo o método de calculo do volume das linhas das arvores ainda nao é pratica

corrente.

54



Programas de proteccdo integrada de doencas

Na década de 1980 os programas de protecgao ao pedrado consistiam em manter a
incidéncia do fungo nos frutos abaixo de 1%. Normalmente, os programas de
protec¢do apoiavam-se exclusivamente na protec¢ao quimica, facto corrente devido
ao esforco cientifico ser fundamentalmente canalizado para a descoberta de novas
substancias activas, técnicas, material de aplicagdo e estratégias de aplicagdo de
fungicidas (97, 114, 115, 215). As recomendag¢des eram realizadas com base no
territorio nacional ou nas particularidades regionais de cada pais. Consideragoes
sobre a susceptibilidade varietal ou as particularidades de cada pomar nio eram
avaliadas no momento da decisao. Assumia-se que o nivel de inéculo em todos os
pomares era suficientemente alto para conduzir a prejuizos, caso as aplicacOes
rotineiras de fungicidas ndo fossem realizadas. Nos pomares comerciais o esfor¢o de
tirar vantagem do baixo nivel de indculo conseguido no ano anterior, devido a
estratégia de protecgdo eficaz, era ausente. Na década de 1990 o Mundo assistiu a
uma mudanga profunda na protecgdo das doencas, consolidada pela crescente

consciéncia ambiental.

Estratégias baseadas em factores abiéticos

Este tipo de estratégia s6 depende das propriedades dos fungicidas ou de outros

compostos quimicos e da previsao dos periodos de infecgao.

Estratégia preventiva (Fig. 15)

Baseia-se na acgao preventiva dos fungicidas e nas previsdes meteorologicas. Os

tratamentos fungicidas sao aplicados em intervalos regulares de sete a 10 dias.
Vantagens:

e permite proteger os perfodos de infecgdao por antecipagao;

e para perfodos do ano onde as infecgoes sao frequentes e proximas.
Desvantagens:

e clevado nimero de tratamentos fungicidas;

e clevado nimero de passagens nos pomares;
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e cficaz quando se consegue aplicar o fungicida antes dos periodos de infecgao.

@ Tratamentos
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Fig. 15 Estratégia preventiva de protec¢do a Venturia pirina. Baseia-se na aplicagdo de
fungicidas de ac¢do preventiva antes ou durante os periodos de infecg¢do. Nos periodos
de maior risco a doenga efectuam-se tratamentos em cobertura total baseados no
periodo da acgdo preventiva do fungicida (actualmente de sete a 10 dias) (164).

Estratégia curativa (Fig. 16)

Baseia-se na ac¢ao curativa dos fungicidas e na previsao dos periodos de infecgao
através de dados climaticos. Os tratamentos devem ser realizados até quatro a cinco

dias ap6s o inicio do perfodo de infecgao.

Vantagens:
e os fungicidas sdo aplicados ap6s a detecgao de periodos de infecgao;
e para perfodos de infec¢ao espagados no tempo;

e para exploragoes agricolas pequenas ou com grande capacidade de resposta.

Desvantagens:

e apds o inicio do perfodo de infec¢ao, a acgao curativa dos fungicidas actuais

nao supera 4-5 dias;
e o0s fungicidas de maior acgdo curativa tém acg¢ao preventiva curta, 3-4 dias;

e os fungicidas curativos tém custos mais elevados.
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Fig. 16 Estratégia curativa de protec¢do a Venturia pirina. Baseia-se na aplicagdo de fungicidas
de acgdo curativa, apos a previsdo dos periodos de infeccdo. Os tratamentos sdo
realizados no intervalo inferior ao periodo de ac¢do retroactiva do fungicida curativo
(actualmente inferior a cinco dias). Depende da previsdao dos periodos de infecgdo (164).

Estratégia mista (Fig. 17)

Procura associar as vantagens da estratégia preventiva com as da estratégia curativa.
Os tratamentos sao realizados até quatro a cinco dias apds a previsao do periodo de
infeccdao. A mistura de substancias activas com ac¢do preventiva garante a protec¢ao

adicional nos sete dias seguintes ao tratamento.

Vantagens:
e permite diminuir o nimero de aplica¢es fungicidas;
e permite aumentar o intervalo entre as aplicagoes;
e para situagoes meteorologicas instaveis e de alto risco;

e retarda o aparecimento de resisténcia aos fungicidas pois baseia-se em

substancias activas com tipos de acgao distintos.

Desvantagens:
® tratamentos mais caros;

e nio tem em conta as particularidades do pomar.
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Fig. 17 Estratégia mista de protec¢do a Venturia pirina. Baseia-se na aplicagdo de fungicidas de
acgdo preventiva e curativa, apos a previsdao dos periodos de infec¢do. Os tratamentos

sdo realizados no intervalo inferior ao periodo de acgdo retroactiva do fungicida
curativo (actualmente inferior a 5 dias). Depende da previsdo dos periodos de infecgdo.

Deve ser utilizada em periodos de elevado risco de pedrado pois prolonga a cobertura

do tratamento curativo, permitindo deste modo evitar futuros periodos de infec¢do (164).

Estratégias anti-resisténcia

As estratégias anti-resisténcia procuram manter a estrutura genética da populagao do
tungo 1. pirina em relagdo ao aumento da frequéncia de resisténcia. A aplicagao de
fungicidas pode alterar o equilibrio no seio da populagao de pedrado através do
desenvolvimento de racas com caracteristicas especificas, as quais englobam por
vezes a resisténcia a determinados compostos quimicos. As novas ragas condicionam
o modo como o Homem efectua a protec¢io as populacdes de pedrado nos
ecossistemas agrarios, tornando muitas técnicas de protecgao insustentaveis a médio
ou longo prazo. Os fenémenos de resisténcia a certas substancias activas advém
destas actuarem em mecanismos muito especificos do fungo, passiveis de sofrerem
evolucdes, criando vias metabolicas alternativas. No seio das substancias activas
actuais, as com maior probabilidade de sofrerem processos de resisténcia englobam
os compostos unisitio (0 modo de acgao do fungicida exerce-se sobre uma etapa
especifica duma via metabédlica do fungo). A dodina e os benzimidazéis foram as

primeiras substancias activas onde o fenémeno foi detectado, apés 1977, em macieira

58



(75, 88, 105, 135, 138) e pereira (68, 147, 149, 204). Existem procedimentos para a

deteccao deste tipo de resisténcia no campo (83, 84) ou em laboratério (204).

Também a familia das anilinopirimidinas (24), das estrobilurinas (23, 117) e dos IBE
(121) sao passiveis de exercer deriva genética nos fungos o que conduzira

inevitavelmente a diminui¢ao da sua eficacia.

Os fungicidas multisitio como as ftalimidas (ex. captana, folpete), os ditiocarbamatos
(ex. mancozebe, tirame), o ditiando e o enxofre, actuam no fungo simultaneamente
em diferenes etapas de vias metabdlicas distintas, diminuindo a probabilidade de

ocorréncia de deriva genética direccional na populagao dos fungos.

A manutengao do baixo nivel de resisténcia quimica no seio duma populagao de 1.
pirina pode ser realizada de diferentes formas, incluindo a restricio do numero de
aplicagoes por familia quimica, no caso de fungicidas unisitio. Outra alternativa sera a
mistura de substancias activas com diferentes caracterfsticas quimicas (ex. fungicidas
unisitio e fungicidas multisitio) o que sera preferivel do ponto de vista da eficacia, a
alternancia entre familias uni e multisitio (76). Uma estratégia frequentemente
utilizada foi a aplicagao de compostos unisitio antes da queda da folha com o
objectivo de evitar a formacio de pseudotecas (26, 97). Contudo, este tipo de
estratégia deve ser evitado por favorecer a seleccdo de ragas menos susceptiveis e o

seu posterior emparelhamento.

Estratégias de proteccao cultural

O tipo de sistema de rega adoptado no pomar pode promover o aumento da
incidéncia de pedrado, se a rega ¢é realizada sobre a copa das arvores. Sugar e
Lombard (177) observaram que a incidéncia de . pirina nos frutos aumentava cerca
de 10% durante o Verdo no Oregon, consequéncia de cinco regas por aspersio com
18h de duracio, a taxa de 4,25mm/h. O aumento médio da incidéncia nos blocos

com rega ao nivel do solo foi de apenas 1,7%.

A aplicacao de herbicida sob a copa das arvores e o tipo de herbicida utilizado (129)
condicionam o comportamento da fase sexual do fungo. A aplicacio outonal de

diurao na concentracao de 0,2% reduziu em 78% o numero de ascos formados nas
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pseudotecas de 1. pirina (77) e o mesmo tratamento realizado de Dezembro a

Fevereiro foi igualmente eficaz.

A alteragao quimica das caracteristicas da manta morta é outro factor a considerar.
Aplicagoes de ureia na concentracao de 2% (90) a 5% (22, 33, 34, 216, 220), ou a
aplica¢ao de calcario dolomitico (166) a queda das folhas, foram suficientes para
reduzir em mais de 80% a produtividade e mais de 45% da dose potencial de

ascosporos (PAD) presentes na manta morta (90, 166).

Drapaux et al. (43) verificaram em Franca que aplica¢oes de ureia na dose de 5kg/ha
ou 10kg/ha, reduziram 98% a 99% a emissdo dos ascésporos de . pirina e 1.
inaequalis na Primavera seguinte. Os tratamentos foram realizados de Novembro a

Janeiro.

Em Inglaterra, a imersao de folhas de pereira infectadas por 1. pirina em solugao de
3% a 5% de ureia no Outono, suprimiu a formacao de ascosporos na Primavera
seguinte. Quando a imersao das folhas ocorreu no fim do Inverno, antes do
intumescimento dos gomos das arvores, sé parcialmente foi suprimida a formagao
dos ascosporos. Tratamentos realizados no Outono e repetidos no fim do Inverno
nas concentragbes acima indicadas, suprimiram a emissao dos ascosporos, mas

estimularam a producao de conidios nas lesdes dos ramos (210).

Na Jugoslavia (15) ureia aplicada a pereiras (cv. Williams) imediatamente apos a
colheita, na concentragdo de 4%, evitou a formacgdo das pseudotecas de . pirina.
Segundo o autor, cinco tratamentos primaveris com fungicidas conferiram melhor
proteccdo as arvores tratadas com ureia, relativamente aos oito tratamentos

efectuados em arvores nao pulverizadas com ureia.

Nalguns casos, as aplicagdes de ureia foram realizadas com concentragdes entre 5% e
10% (15, 77, 102, 188, 189). Na Alemanha, aplicacbes outonais de ureia a 5,5%
(1300L/ha) suprimiram a producio de ascésporos de . pirina em 99,7%, estimativa
realizada a maturagado das pseudotecas, em folhas de pereira Beurré Hardy (102).
Aplicagoes primaveris de ureia a 7% sobre as folhas de pereira na manta morta
reduziram de 78% a 81% a formacdo dos ascésporos de 7. pirina (189), ou 64,5%

quando a ureia foi aplicada a 5% (188). AplicacGes realizadas no Outono, apds a
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queda da folha, foram nestes casos menos eficazes (188, 189). Noutro estudo,
realizado ao Outono, aplicando ureia na concentragao de 7%, reduziu-se o nimero

de ascos de 1. pirina formado nas pseudotecas em 98% (77).

Um estudo recente realizado em macieira demonstrou que a aplicagao outonal de

ureia a elevada concentragao (superior a 5%) danifica os gomos da macieira (220).

O aumento de pH na cuticula das folhas da pereira ou da macieira pode influenciar
negativamente a germina¢ao dos esporos na superficie foliar (211, 212, 219). Seis a
dez aplica¢oes de hidréxido de calcio a 2% reduziram significativamente a incidéncia

de pedrado nos frutos (até 41%) ou nas folhas da pereira (até 89%) (212).

Estratégias de protec¢ao baseadas em factores biéticos

As estratégias biologicas tém por finalidade diminuir a populacio do fungo por

intermédio de organismos vivos.

Estratégias de proteccéo bioldgica

Este tipo de estratégia consiste em aplicar um fungo antagonista (ex. Athelia
bombacina) as folhas do hospedeiro, apds a sua queda (6, 29, 39, 40, 61, 222). O fungo
ao desenvolver-se decompoe as folhas impedindo a formacao das pseudotecas de 1.
inaequalis. Pode ser uma estratégia interessante para diminuir o impacto do indéculo
hibernante do fungo na Primavera seguinte e também para evitar o aparecimento de

resisténcia aos fungicidas.

Estratégias de proteccao cultural

Neste tipo de estratégia, a forma e altura ideais da copa das arvores sao importantes
para minimizar a intercep¢ao dos esporos primarios do fungo ou reduzir os periodos
de humectacdo. Sdo igualmente aspectos a considerar a orientagio das linhas das
arvores, em relacao aos ventos dominantes, a altura ao solo da inser¢ao das primeiras
pernadas, assim como o compasso mais favoravel. Num estudo de trés anos, na
China, a infec¢ao de V. nashicola atingiu 12,1% das folhas no interior da copa e 5,4%

no exterior da copa das pereiras. Pereiras plantadas no compasso 5x 4m,

apresentaram 15,8% dos frutos infectados, enquanto outras plantadas a 4x 2m, foi

observada 29,6% de infeccao nos frutos (74). O vigor da arvore parece interferir
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também no grau de susceptibilidade ao pedrado. Jia e Jia (74) verificaram que as
arvores de menor vigor eram as mais infectadas. As arvores podadas no Inverno, de

normal vigor vegetativo na Primavera seguinte, apresentaram menor infecgio.

Outro factor importante ¢ o tipo de coberto vegetal presente no solo dos pomares,
as espécies envolvidas e a cadéncia dos cortes ocorridos, especialmente durante a

época das infec¢Oes primarias.

Estratégias de proteccéo genética

Neste tipo de estratégia, cultivares com diferentes graus de susceptibilidade ao
pedrado sdo plantadas de modo a promover a biodiversidade na populagao do fungo.
Do ponto de vista tedrico, a melhor situagdo seria seleccionar trés a quatro cultivares,
com diferentes graus de susceptibilidade ao pedrado (35) e efectuar a sua plantacio
aleatéria. Do ponto de vista agronémico, tal facto s6 seria possivel com cultivares de
grande semelhanca fisiologica de forma a facilitar as diferentes tarefas agricolas, caso
da colheita. Desta forma, ao promover a deriva genética da populagao do fungo,
diminuir-se-ia a quantidade de in6culo com os genes especificos para cada cultivar e
assim o risco de infec¢do proveniente de indculo presente em arvores vizinhas. A
plantacao uniforme baseada numa sé cultivar resistente deve ser evitada pois

promove o aparecimento de ragas resistentes do fungo (122).

Estratégias de protecgao baseadas em factores biéticos e abidticos

Estratégias inteligentes (Fig. 18)

Tém em atengdo o comportamento biolégico da populagio de /. pirina e do
hospedeiro, em consonancia com o padrio climatico, tirando partido das
especificidades de cada pomar, das propriedades das substancias activas fungicidas,

bem como da sequéncia das aplicagbes fungicidas.

Este tipo de estratégia baseia-se na estimativa da populagiao do fungo, nos niveis da
doenca e nas regras de decisio com o intuito de poupar tratamentos em

determinados pomares.

Quando se observa menos de 8% de folhas infectadas pelo pedrado no Outono a

populacao hibernante sera baixa e varios tratamentos iniciais poderao ser suprimidos
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na Primavera seguinte. Segundo MacHardy (97) nestas circunstancias a protecgao
quimica no pedrado da macieira torna-se irrelevante até ao aparecimento do botao

rosa (Estado E), caso ndo se observem mais de trés periodos de infecgio.

O fim da emissdao dos ascosporos acontece quando as pseudotecas apresentam 5% a
10% de ascos intactos no seu interior (97, 157, 162). Em pomares com incidéncia de
pedrado nos frutos inferior a 1%, alguns ou todos os tratamentos podem ser
eliminados no fim da emissao dos ascésporos, em condigoes climaticas de baixo risco
(155, 157). Em pomares sem lesoes de pedrado visiveis, os tratamentos podem ser
eliminados no final da emissdao dos ascésporos (155, 157).
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Fig. 18 Estratégia inteligente de protecg¢do a Venturia pirina. Baseia-se na estimativa do risco
efectuada no pomar a queda das folhas, na presenga ou auséncia de esporos primarios,

na incidéncia de infec¢bes primarias no pomar, na previsdo dos periodos de infec¢do e
nas propriedades quimicas dos fungicidas (164).

Proposta de estudo

Os estudos tiveram como objectivo conceber um novo sistema de protecgao a 1.

pirina flexivel e adaptado a regido do Oeste de Portugal.

Deu-se énfase ao estudo do teleomorfo de 1. pirina devido a sua importancia na
epidemiologia do fungo. Clarificar este aspecto pareceu muito importante pois os
estudos anteriores eram contraditérios quanto a presen¢a e importiancia da fase

sexual na regiao do Oeste.
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Descricao dos objectivos

Andlise climatica
Este objectivo visou a reuniao de uma base de dados climatica do ecossistema agrario

que servisse de suporte as observagoes experimentais do campo. Deste modo optou-

se por recolher dados climaticos na cadéncia de 15 e 60 minutos.

As variaveis climaticas definidas como importantes para o estudo foram a

temperatura do ar, o periodo de humectagao e a precipitacao.

Aspectos de epidemiologia do teleomorfo de V. pirina

Evolucgao das pseudotecas e da maturagao dos ascos e ascésporos

A correcta previsao da taxa de maturacao dos ascésporos ¢ importante pois marca o
eventual infcio da protec¢ao ao pedrado da pereira. Por outro lado, condiciona o final
da protecgdao, caso a doenga esteja ausente apds o fim das infec¢Oes primarias,
permitindo também conhecer o indculo primario potencial esperado durante a

Primavera.

Deste modo, o desenvolvimento dum modelo matematico para o processo seria
vantajoso pois permitiria, baseado em factores climaticos mais facilmente
observaveis, prever o desenvolvimento biolégico do fungo durante a época das
infecgdes primarias e assim optimizar a utilizagao dos meios de proteccio.

O objectivo consiste em:

e avaliar a extensdo do periodo das infec¢des primarias;

e desenvolver ou validar um modelo matematico para a evolugao da maturagao

dos ascosporos.

Método de previsdo do grau de maturagcédo dos ascos e ascosporos
Procurou-se desenvolver um método simples que permitisse medir a produtividade
de ascésporos mantendo as amostras constantes ao longo do tempo. O método

deveria ser suficientemente flexivel para a utilizagdo em laboratério e no campo. O
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método poderia entdo ser utilizado em diferentes experiéncias que envolvessem o

processo de hiberna¢iao ou a emissao de ascosporos pelo teleomorfo.

O objectivo consistiu em:

e desenvolver um método para medir a produtividade de ascésporos em

condigbes predefinidas.

Dinamica dos ascésporos na atmosfera

Esta linha é das mais importantes para o conhecimento da influéncia dos factores
abidticos e bidticos na emissao dos ascosporos de . pirina para a atmosfera. Desta
forma procurou-se avaliar a quantidade de ascosporos na atmosfera dos pomares ao
longo da época das infecgoes primarias. O equipamento escolhido foi a utiliza¢do
dum capta-esporos volumétrico da marca Burkard, devidamente padronizado a nivel

mundial para este tipo de estudo.

O objectivo consistiu em:

e avaliar a extensio da época das infecgoes primarias em varios anos assim
como a influéncia da luz, chuva e orvalho na emissio dos ascosporos de 1.

pirina.
Importancia dos ascésporos nas infec¢bées primarias

Clarificar este ponto revestiu-se da maxima importancia para as futuras estratégias de

proteccdo ao pedrado da pereira na regiao do Oeste.

A estratégia tomada foi a observacio, ao nivel do ecossistema agrario, do padriao das
lesdes provenientes do primeiro ou primeiros ciclos de infec¢ao. Caso o indculo
estivesse presente em gomos ou em ramos nas arvores, locais proximos alguns
centimetros dos locais a infectar, podia-se esperar o padrao de infecgao agregado,
imediatamente observavel nos primeiros ciclos de infecgao. Caso o indculo estivesse
presente em locais afastados alguns metros do material vegetal susceptivel o padrao
observado durante os primeiros ciclos de infec¢ao seria sempre aleatério, dado que
seria aleatério o caminho seguido para atingir os locais susceptiveis (percurso do

esporo através da atmosfera). Neste ultimo caso poderiam ainda haver duas
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hipéteses, o inéculo primario proviria de folhas mortas da estagdo anterior ou de

hospedeiros alternativos sobre os quais passaria o periodo dormente da pereira.

O objectivo consistiu em esclarecer:

e onde hiberna o fungo 1. pirina na regiao do Oeste de Portugal e qual a

importancia relativa das diferentes formas de hibernagao.

Aspectos de natureza abidtica e bidtica na evolugdo do patossistema

Evolugao fenolégica do hospedeiro

A evolugao fenoldgica corresponde ao comportamento bioldgico da pereira no inicio
da estagdo de crescimento. Procurou-se conhecer a frequéncia dos gomos florais

dentro de cada estado fenologico.
O objectivo foi:

e a avaliacio da frequéncia dos estados fenolégicos da pereira ao longo da
Primavera, para conhecimento global do funcionamento do patossistema no

ecossistema agrario da regiao do Oeste de Portugal.

Estudo laboratorial da infec¢ao por conidios

O conhecimento do mecanismo de infecgdo do fungo 1. pirina no seu hospedeiro é
um aspecto epidemiolégico muito importante. Procurou-se estudar o mecanismo de
infec¢ao dos conidios do fungo para diferentes valores de periodo de humectagao, a
temperatura considerada 6ptima. Decidiu-se analisar o comportamento de dois tipos
diferentes de material biolégico: plantulas de pereira obtidas por via seminal e plantas
de pereira (cv. Rocha) envasadas com um ano de idade. Embora fosse interessante
ensaiar varias temperaturas, houve a consciéncia inicial da impossibilidade de

concretizacdo, dado os meios a envolver.
O objectivo foi:
e analisar as capacidades de infec¢ao dos conidios de . pirina a temperatura de

20°C em plantulas de pereira ou em pereiras envasadas (cv. Rocha) com um

ano de idade;
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e avaliar a capacidade de germinagdo e sobrevivéncia dos conidios.

Validagao do modelo de infec¢ao do pedrado (MIP)

A validagao do modelo de infecgao do pedrado (MIP) foi a parte mais importante do
trabalho. Procurou-se utilizar o modelo de infecgdo previamente desenvolvido (158)
e valida-lo num ecossistema agrario especifico, o da regiao Oeste de Portugal. Novos
melhoramentos seriam introduzidos no modelo original, de forma a fazer depender
as previsoes do nivel de in6culo atingido a cada momento, para além da dependéncia

da temperatura e do periodo de humectacio.

O objectivo desta linha foi:

e melhorar e validar o MIP previamente desenvolvido em trabalhos anteriores.

Evolugao das epidemias de V. pirina no ecossistema agrario do Oeste

Procedeu-se ao estudo da evolugao natural das epidemias de pedrado numa parcela
sem tratamentos fungicidas. Procurou-se estabelecer relagées entre o nivel de lesoes
observadas nos corimbos, frutos e folhas, com a incidéncia dos 6rgaos infectados.

Estas relagdes poderiam facilitar e indicar novos métodos de amostragem.
O objectivo foi:
e observar a progressao da doenga nos corimbos, frutos e folhas;

e cxplorar relagées entre o numero de 6rgaos infectados e o numero de lesoes
dentro destes, ou seja, definir relagdes incidéncia— severidade no caso do

pedrado da pereira;

e observar o aspecto das lesdes de . pirina no fim das epidemias, no Outono.

Aspectos de protecgdo de V. pirina

Sequéncias de protecgdo quimica
Estabeleceram-se diversas sequéncias de protecgdo quimica, utilizando fungicidas
preventivos, curativos ou sua mistura, de forma a verificar a viabilidade da utilizacao

das previsdes do MIP em pomares comerciais. Sempre que possivel, os fungicidas
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curativos foram aplicados apos os periodos de infec¢ao determinados pelo MIP. No

final do ano, avaliou-se a incidéncia de pedrado nos frutos, dentro de cada estratégia.
O objectivo foi:
e cstabelecer uma estratégia preventiva tradicional e compari-la com a

estratégia conduzida pelo MIP, tendo por base a estimativa do inéculo de

pedrado observado num pomar durante a Primavera.
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Capitulo 2 Principios conceptuais

Filosofia do problema V. pirina

Evolucao da proteccio de doengas das plantas nos ecossistemas

A evolugio da protec¢ao das doengas das plantas esta intimamente ligada a evolugao
do pensamento social das diferentes épocas, condicionado por objectivos

frequentemente antagonicos, quer de indole econémica, quer ambiental.

Num ecossistema natural, a vegetacao climaxica impera e toda a energia solar captada
pelo ecossistema flai permitindo a vida a determinado numero de seres vivos
(capacidade de sustentagio do ecossistema). A espécie humana ha muito que
ultrapassou a capacidade de sustentacio dos ecossistemas onde se implanta, pelo que
o seu crescimento acontece porque utiliza quantidades de energia superiores as
interceptadas pelos ecossistemas agrarios da Terra em cada momento. Sdo varios os
sustentaculos energéticos da sociedade humana, basicamente toda a energia
acumulada nos dltimos milhdes de anos (ex. petrdleo, carvao, gas natural). Essa
energia acumulada esta a ser incorporada nos ecossistemas naturais, transformando-
os em ecossistemas agrarios, onde animais e plantas sao optimizados pela eficiéncia
da conversao energética directa (dos alimentos fornecidos) e pela qualidade visual, ao

invés da eficiéncia global e qualidade intrinseca.

A agricultura sustentavel é uma forma de agricultura intimamente ligada aos
ecossistemas naturais; evita os desperdicios energéticos e pode ser realizada durante
séculos. Engloba todos os aspectos sociais, trabalha os alimentos da forma energética
mais eficiente e procura do consumidor a aceitagao para o género de alimento
produzido. Esta forma de agricultura sera indissociavel do mercado, da publicidade

ou da distribui¢ao global.

Diferentes passos tém sido realizados de forma a se atingir a agricultura sustentavel
(Fig. 19). A agricultura biolégica e a produciao integrada sdo alternativas que

procuram realizar a fusdo entre os sistemas de protecgdo e os sistemas de produgao
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de modo a optimizar a utilizagio energética. Todavia, nesta concepgao os agentes
econémicos envolvidos na producio e na distribuicio sio entidades distintas
frequentemente sem interligacao. Luta quimica cega, luta quimica aconselhada e
protecgdo integrada sio diferentes sistemas de protecgao utilizados no seio de
sistemas de produ¢ao menos optimizados. Os sistemas de protec¢ao que utilizam luta
quimica cega sio os menos eficientes e os mais poluentes. Nos sistemas de protec¢ao
integrada a eficiéncia da utilizacdo dos pesticidas ¢ grande mas a optimizagao
energética circunscreve-se ao sistema de protec¢ao. Nestes trés sistemas (luta quimica
cega, luta quimica aconselhada e protecgao integrada) existe a separagio clara entre o

sistema de proteccdo e o sistema de produgaio.

Ecossistemas naturais

| Agricultura sustentavel |—

Ecossistemas agrarios

Agricultura biolégica
Produgéo integrada

Sistemas de producao

Protecg¢éo integrada
Luta quimica aconselhada
Luta quimica cega

Sistemas de protecgéo

[ | ]
Fitopatologia Epidemiologia Ecologia
Perspectiva no individuo Perspectiva na populagao Perspectiva na comunidade
[ | ]

Ciéncias associadas a protecgao
de doencas das plantas

Fig. 19 Niveis de integragdo entre os varios sistemas de protec¢do de doengas das plantas e as
ciéncias associadas.

As ciéncias envolvidas nos sistemas de protec¢ao de doengas das plantas estudam a
doenca a trés niveis de integracao. A fitopatologia analisa o problema do ponto de
vista do patogénio, isto é na perspectiva individual. A epidemiologia interessa a
dinamica da populacao do patogénio associada ao hospedeiro, enquanto que para a
ecologia, a énfase ¢ na comunidade formada pela populacio do patogénio e pela

populacio do ou dos possiveis hospedeiros presentes num patossistema (225, 220).
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Paradoxo do Mundo no final do século XX

Os aspectos visiveis provocados pelo fungo 1. pirina nos frutos resumem-se a
suberificagbes na epiderme das peras; quando a infecgdo ¢ intensa, a epiderme de
alguns frutos pode fendilhar. Alguns frutos podem nao vingar, mas o fenémeno ¢é
insuficiente para a redugao da produgao. As infec¢oes nas folhas apresentam-se sob a
forma de lesGes com extensdo insuficiente para diminuir significativamente a
capacidade fotossintética das arvores e s6 marginalmente a acumulagio de reservas

para o ano seguinte.

O fungo V. pirina ao provocar o pedrado da pereira nio interfere marcadamente na
produtividade da arvore e os frutos infectados encontram-se em boas condigdes de
consumo e tém aptidao para a conservagao. Parte do problema assume caracteristicas
cosméticas enraizadas na nova cultura mundial do pds-guerra que provoca no
consumidor repulsa pelos frutos infectados, prevendo a qualidade inferior. Do ponto
de vista do consumidor hda que ponderar se é preferivel o consumo do fruto
infectado, eventualmente sem ou com baixo teor de residuo fungicida, ou pelo
contrario, o consumo de frutos perfeitos mas passiveis de provocar no Homem
interacgdes imprevisiveis. No balanco destas duas questdes nascem os principios de
proteccdo e manutencao dos ecossistemas agrarios, fortemente condicionados pelas
estratégias de publicidade das empresas de producio e distribuicio globais, e pelas

politicas também globais que orientam os diferentes pafses.

Aos cientistas, cabe encontrar solugdes para o paradoxo do consumidor, exigente de

frutos perfeitos e simultaneamente isentos de substancias artificiais.
Simulacio de periodos de infeccio e epidemias de V. pirina

Concepgio de um modelo

Simular significa imitar, decalcar ou ser mimético do fenémeno observavel (59). O
acto de simular materializa-se pela transposicio matematica de diferentes atributos

do fenémeno, isto €, através da construcio de modelos.
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Duas vias podem ser utilizadas na constru¢gao do modelo. Aos resultados empiricos
obtidos por experimenta¢ao cuidada podera ser ajustado o modelo simples que
explique os dados obtidos. Os resultados deste tipo de modelos sao validos dentro
do intervalo experimental. Outro caminho ¢é conceptualizar o modelo tedrico
explicativo e valida-lo procurando os valores dos diferentes parametros. A vantagem
deste tipo de modelos ¢ a possibilidade de extrapolar conclusdes para além dos

valores experimentados ou observados.

Os modelos podem ainda ser divididos entre deterministicos e estocasticos. Nos
primeiros os valores produzidos pelo modelo assumem cariz absoluto enquanto que,
nos segundos se associam a probabilidades de observagdo. Os primeiros sio os
preferidos pela simplicidade, embora os segundos possam ser por vezes mais

realistas.

No caso concreto de modelos utilizados para simular epidemias existem os que
entendem as epidemias como uma entidade unica determinada por um conjunto
reduzido de factores, os modelos analiticos, ou os modelos sintéticos onde as

epidemias sao subdivididas por etapas (59).

Modelo de infecgao do pedrado (MIP)

O modelo de infeccio do pedrado teve origem num modelo universal de infecciao
desenvolvido por conceptualizagio tedrica que envolveu a seguinte equagio

diferencial nao homogénea de segunda ordem (158):

~ " ' _
Equagdo 1wy + Aw(,r) +BZJ/(T> =C

Posteriores desenvolvimentos do modelo conduziram por simulagio a seguinte

expressao, pela qual o periodo de humectagao () se relaciona com a temperatura (1):

E G0 2 1 " + a—1 ’ + W, 1+ 1
quagcao —W —’ 2 » =W w P -
g,éz (1) ak (T) (1) T P

ou

~ " [ 2 _ 2 ”}To 1
Equagdo 3wy, +£(1 —a)u/m —ak W =—ak’| wy, — I (1 +;)
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Da resolugao da Equagao 3 obtemos a seguinte solugao geral:

Funcgado 1 w

4T T wy, 1
oy =be b vy, — . (1+—)
¢

a

Transformando a Fungao 1 em torno da temperatura 6ptima (10), obtém-se:

b (T— _ W 1
Funcdo 2 Wy = byre A(T-To) +b2Toeak<T 7o) +wy, = 61” (14—;)

Em que:

_ —kTo _ akTo ~ :
by, =be """ e b, =b,e™" sdo constantes reais

Um conjunto de solugdes particulares da Funcdo 2 pode ser obtido estabelecendo as
seguintes condig¢oes iniciais (1) e (2):
O periodo de humectagio w, atinge o minimo quando a temperatura para a infeccao é a dptima

(To). Quando a temperatnra atinge To o valor de wy,, é igual ao periodo minimo de humectagio

(wr,) ou seja a funcao esta sujeita as restrigoes seguintes:
" "

D we,y =0 e wy, >0

@) Wiry =W,

_ blTa

A condigdo (1) conduz a b,,, = (a#0) e aigualdade wy, =k’by,, +a’ kb
a

2To >

positiva se (lam >0Ana> —1)v (lam <0na< —1), e consequentemente resulta:

o eak(T—To) w 1
Funng 3 ll/([> = b“b gﬂé(l ~To) +— |+ ﬂ/»[vg _ Z;o (1 +_j
a (4 a

wTo

Da condig¢ao (2) resulta b, = , (w” >0) que substituindo na Funcio 3 e

rearranjando conduz a funcao seguinte:

P T=T0) _q
—1+— |+w,
a

w
. _ 7T —k(T~To)
Fungdo 4 WT sy, Toka) = o ¢
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Na Fungao 4 (Fig. 20 e 21) pode-se demonstrar facilmente, por simulacio, que
a=1n(To), qualquer To>7 no caso da infeccdo por V. pirina, 1. nashicola ou 1.

inaequals.

Periodo de humectagéo (h)

5 — 5 —
B
0 | | | | | A 0 | l | | l
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
30 T 30 |
_ 251 — 25— -
=
= w(T,8)
]
— —] 20 [~ —
£ w10 2
B s
Ei(Tilz) 15— =4 15 —
3 w(T,18)
g - 10 — 10— -
£ W(T.28)
= 5 — 5 -
C D
0 | | | | | 0 | l | | |
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
30 I 30 I
—_ 251 = 251 =
<
2 w(T,8)
S WT0) 20— - 20 —
8 ...l
sg WL s - 15 _
3 w(T,18)
'§ - - 10— — 10 ]
E w(T,28)
51 — 5 -]
E F
0 | | | | | 0 l | | | |
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
T T
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fig. 20 Relagbes entre o periodo de humecta¢do (h) e a temperatura (°C), para diferentes
intensidades de resposta (%) calculadas com base em periodos minimos de humectagdo
(Wr,) de 8h, 10h, 12h, 18h e 28h, determinadas pelo modelo de infec¢do (Fungdo 4).
Temperatura optima (To) de 21°C A, B, C e D ou 15°C E e F. Coeficiente de
compensagdo térmica (k) de 0,1/°C A, 0,2/°C B, 0,3/°C C e E, 0,4/°C D e —0,3/°C F.
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Fig. 21 Relagbes entre a intensidade de resposta (%) (calculadas com base em periodos de

humecta¢do wer,) de 5h, 10h, 12h e 18h) e a temperatura (°C), determinadas pelo modelo
de infeccdo (Fungdo 4, resolvida em relagio a wr,=Wr,(T,we),To,ka). Temperatura
optima (To) de 21°C A, B, C e D ou 15°C E e F. Coeficiente de compensagdo térmica (k)
de 0,1/°CA, 0,2/°CB, 0,3/°CCekE, 0,4/°CD e -0,3/°C F.
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Fig. 22 Relagébes entre a intensidade de resposta (%), temperatura (°C) e periodo de humectag¢do
(h), determinada pelo modelo de infec¢dao (Fungdo 6). Temperatura optima (To) de 21°C
A, B, Ce D ou I5°C E e F. Coeficiente de compensagdo térmica (k) de 0,1/°C A, 0,2/°C
B, 0,3/°C C e E, 0,4/°C D e —0,3/°C F. Periodo mediano de humectacdo (yN/To) de 15h.

(Ambiente constante).
A intensidade instantanea de resposta I'(w) duma populacio de esporos de V. pirina,
V. nashicola ou V. inaequalis em germinagdo ou infec¢do, durante um perfodo de

humectagiao (»), pode ser descrita por um modelo estocastico, caso da fungao

densidade da distribui¢ao Lognormal (42, 158) (Funcio 5):

L et
Funcéo 5 I'(w) = "*

wo,, N 27

O petiodo mediano de humectagio (3, ) representa o perfodo de humectagio

necessario a 50% do evento.

Intensidade de resposta em ambiente constante

Quando a temperatura e o inéculo sao constantes ao longo do periodo de
humectacao, a distribuicdo Lognormal (Fig. 23) descreve a intensidade de resposta,
da populagio do fungo 1. pirina. Diferentes modelos estocasticos sio gerados
associando solugdes particulares da equacao diferencial (Equacdo 3) a distribuicdo

Lognormal (Fungao 06):

w 1
Fungdo 6 I(w)=|——=¢ aw,
! w’l'oo-log 27[ !

em que Gy, pode ser calculado de forma aproximada pela seguinte constante (158,
206, 207):

1

ln(in)

ou pelo valor do coeficiente de compensacao térmica (£), quando nos aproximamos

Glog ~

da temperatura éptima.

77



100
& 75
8
3 I(w,5)
g
5 (w1050
Q
< I(w,18)
g -
5 25
=
0
100
> 75
=8
g 1(w,5)
8
o I(w,10) 50
ST
g I(w,18)
T
5 25
S
0
100
& 75
8
3 I(w,5)
g—
g 19 50
Q
2 Lw,18)
g — -
5 25
=S
0
w w
Periodo de humectagéo (h) Periodo de humectagéo (h)

Fig. 23 Relagées entre a intensidade de resposta (%) e o periodo de humectagdo (h), para
diferentes valores de periodo mediano de humectagdo (w,, ) (5h, 10h e 18h, a

temperatura optima), determinada pelo modelo de infec¢do (Fungdo 6). Temperatura
optima (To) de 21°C A, B, C e D ou 15°C E e F. Coeficiente de compensagdo térmica (k)
de 0,1/°CA 0,2/°CB, 0,3/°CCeE, 0,4/°C D e —0,3/°C F. (Ambiente constante).
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Em ambiente constante a populagio do fungo reage estocasticamente, seguindo a
distribuicao Lognormal (Fun¢ao 6) num valor de temperatura e inéculo particular

(Fig. 22).

Intensidade de resposta em ambiente variavel

A intensidade de resposta pode ser calculada discretizando a Funcdo 5. Decompondo
o periodo de humectacdo em frac¢oes infinitesimais, supomos constante o inoculo e
a temperatura em cada fracgdo. A integracdo pode ser entdo realizada através dum

algoritmo de integracao numérica, como o método de Simpson (Funcio 7).

A Fungao 7 representa a intensidade de resposta da populagio do fungo em

ambiente variavel.

Fungao7  I(w) =]/imozlé[]'(w[)+4]'(wi+,,)+1'(wi+b)
h—> im1 2

O periodo de humectagao é decomposto em 7 intervalos finitos [w, w;,,] de
comprimento constante /. A aproximagio numérica ao valor da funcao sera tanto
melhor quanto menor 4. No caso do periodo de humectagao, valores de 4 de 10 a 15

minutos conduzem a uma boa aproximagao.

Accao do inéculo
O desenvolvimento epidémico do fungo 1. pirina pode ser descrito em ambiente

constante pela seguinte distribuicio de Gompertz (44, 46) (Fig. 24A):

Fung¢ao 8  I(t)= (IO ) e

Entre o inicio e o fim do ciclo de crescimento do hospedeiro o indculo no pomar
aumenta continuamente. Contudo, no final da estaciao verifica-se o decréscimo da
taxa de progressao das epidemias devido a menor disponibilidade de tecido vegetal
susceptivel, menor produtividade das lesdes ou balango desfavoravel da relacao entre

ambos.

A intensidade da doenga ao longo do tempo depende da intensidade inicial da doencga
(1) e da taxa de infeccao (7). A taxa de infeccio depende fundamentalmente da

observac¢ao de periodos de humectagao e da temperatura (Fig. 24B).
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Fig. 24 Evolugdo da curva epidémica de Venturia pirina ao longo do tempo segundo o modelo de
Gompertz, para taxas de infec¢do constantes de 0,05/dia, 0,1/dia e 0,2/dia e intensidade
inicial da doenga (1,) de 1% (Fungdo 8) A. Taxa de infec¢do r(w)= 1'(w), baseada no
coeficiente de compensacdo téermica (k) de 0,2/°C, temperatura optima (To) de 21°C e

periodo mediano de humectagdo ( wy, ) de 15h B. (Ambiente constante).

Em ambiente variavel a intensidade instantanea da doenca num instante temporal 7

obtém-se derivando e discretizando a Fungao 8, e é dada pela seguinte equagao com

atraso:

Equagio 4 1'(2.)=—r(t)I(+)1n[I(2)]

com a seguinte condicao inicial (1):

@ 10)=1,

0
em que r(4,)= {I'(u/.)

sew, =0

sew, >0

O modelo de infec¢ao do pedrado (MIP) (Funcido 9) baseia-se em ambiente variavel

no seguinte algoritmo de integracao, formalmente baseado numa equagao diferencial

estocastica com atraso:

Fungio 9 1(#)=1, +1/7irr(1) z%[l'(z‘i)+4I'(tl,+,i)+1'(t,.+,])
VA 2
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A Fungdo 3 ¢é universal para os mecanismos de infeccio dos fungos; a Funcao 4,
Func¢ido 5 e Funcao 6 simulam o processo de infeccdo dos fungos . pirina, 1.
nashicola e V. inaequalis e sio provavelmente também validas para outros fungos. A

Fungdo 7, Funcio 8 e a Func¢io 9 foram obtidas para 7. pirina.

Conjuntura econémica actual do pedrado da pereira

Na Nova Zelandia a protecgao do pedrado da macieira representa 10% a 15% dos
custos variaveis de producao (21). No Oeste a protec¢ao do pedrado da pereira e

macieira representam cerca de 6% a 8% dos custos variaveis de producao (158) (Fig.

25).

m colheita, escolha e calibragem
I protecgéo fitossanitaria
O conservacao frigorifica
3,5% 3.7% O fertilizantes
o O poda

5,1% | mobilizag&o de solo e transporte

mrega

Joutros

6,8%

42,6%
6,8%

15,0%

16,5%

Fungicidas

Aplicagéo - 10 %
QOutros - 4%

Fig. 25 Estrutura dos custos variaveis (%), dos diferentes componentes do sistema actual de
produgdo de péra no ecossistema agrario do Oeste.

Insecticidas

A protecc¢ao do pedrado da pereira na regiao do Oeste baseava-se em tratamentos de
caracter preventivo, efectuados em rotina semanal, utilizando fungicidas preventivos

ou curativos. Os tratamentos iniciavam-se, normalmente, em meados de Marco e




prolongavam-se até fim de Junho ou Julho. Com esta estratégia de protecgdo
conseguia-se, na maioria dos anos, um bom resultado, evitando a progressio da
doenga. Todavia o método conduzia, frequentemente, ao exagerado nimero de 10 a

15 tratamentos (160).

O sistema eficaz de proteccdo do pedrado passa pela utilizagio de estagoes
meteorolégicas automaticas e exige rapidez de informacdo. Os dados das estagoes
meteorolégicas  sio  processados num computador central que difunde
automaticamente alertas aos agricultores, ou possibilita o seu contacto pessoal via
telefone, caso seja detectado o risco de infecgdo. Desta forma, existe a oportunidade
da protec¢ao curativa eficaz. Para abranger uma regido ampla, como a regiao do
Oeste, ¢ necessario estabelecer uma rede com varias estagdes meteoroldgicas que
canalize a informacio diaria, via telefone, para o né central. E este que emite os
avisos tendo em conta a zona servida por cada estagao e a localizagdo da exploragao
agricola ou dos blocos pertencentes a cada agricultor (154, 157, 158, 159). A reducio
média anual de um unico tratamento para o pedrado da pereira justifica plenamente a

instalagao na regiao do Oeste de sistema similar ao exposto.

O sistema de produgao de péra na regiao do Oeste tem como componentes de maior
custo variavel o processo de colheita, escolha e calibragem, seguido da proteccio
fitossanitaria. Dentro da protecgdo fitossanitaria, os fungicidas representam, na
maioria dos anos, a maior parte do custo (45%) seguidos dos insecticidas (41%) (Fig.
25). A diminuicao dos custos de colheita, escolha e calibragem depende
fundamentalmente da capacidade empresarial de constituir equipas de trabalho
coesas a médio prazo, invertendo a tendéncia actual que assenta, geralmente, em
quadros médios e superiores pouco especializados, sem autonomia, de cariz
temporario e no trabalho sem planificagdo estratégica. A segunda componente com
maior custo variavel tem implicagoes, para além dos aspectos econdémicos, na
credibilidade dos sistemas de producao. Os sistemas de produgao mais eficientes sio
os mais optimizados, e correspondem a niveis de higiene e residuos alimentares mais

baixos, melhorando assim a seguranca alimentar do consumidor.
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Capitulo 3 Material e métodos

Analise climatica

Fig. 26 Estagdo meteorologica equipada com capta-esporos volumétrico, udometro, sensor de
periodo de humectagdo e sensor de temperatura do ar.

Os dados climaticos foram recolhidos com a frequéncia de uma ou quatro medi¢oes
por hora. As duas estagoes meteoroldgicas automaticas utilizadas localizaram-se na
Sobrena-Cadaval (Fig. 26) e Painho-Cadaval. Os dados horarios resultaram do valor
médio obtido pelas estagcdes durante o periodo horario, funcionando com frequéncia
de 10 segundos. Os dados quadri-horarios resultaram de medi¢oes pontuais

efectuadas a cada 15 minutos.

A estagao meteorologica da Sobrena estava equipada com um registador de dados,
modelo DT50 (Data electronics, Rowville, Australia) ao qual foi acoplado um sensor
da temperatura modelo SKH 2012 (Skye, Powys, Reino Unido), situado a 1,5 m de
altura num abrigo ventilado, e um sensor de humecta¢ao modelo SKLW 1900 (Skye,
Powys, Reino Unido) nao pintado, colocado horizontalmente a 0,7 m do solo, fora
da canodpia das arvores (67, 92). A estagdo meteoroldgica do Painho possufa um
registador de dados modelo CR10X (Campbell, Leicestershire, Reino Unido)

acoplado a sondas da temperatura e humectagio modelo 107 e modelo 237
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(Campbell, Leicestershire, Reino Unido), respectivamente. Estes sensores foram
montados nas condi¢bes previamente referidas. A precipitacio foi medida através
dum udémetro, modelo ARG100 (Environmental measurements Ltd., Cork, Irlanda)

com precisao de 0,2mm, acoplado a cada um dos registadores de dados.

Os dados climaticos anteriores a Abril de 1996 foram obtidos num termohigrégrafo
colocado a 1,5m de altura, dentro de abrigo meteoroldgico, localizado no Bombarral.

Da analise das fitas obtiveram-se dados de temperatura bi-horarios.

Analise estatistica e simulacao matematica

A analise estatistica foi realizada num computador Pentium II utilizando o pacote
SPSS v.10.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA), nomeadamente o médulo base e o médulo
da regressio nao linear. Nas regressoes nao lineares os residuos foram minimizados
pela técnica dos minimos quadrados (44, 110) através do algoritmo de Levenberg-
Marquardt. Em cada modelo obtido, procedeu-se a respectiva analise de variancia

(Anexo 1).

Os graus-dia foram calculados, baseados nos valores de temperatura registados a
cada 15 minutos, através duma rotina programada no Excel do Office 97 (Microsoft,

Redmond, EUA) (Anexo 2).

Na simulacio matematica, o pacote utilizado foi o Mathcad v.8 (Mathsoft,
Cambridge, EUA), na analise exploratéria. Uma rotina foi entdo programada no
Excel com base nos modelos desenvolvidos e testados na analise exploratoria, e

utilizada na simulagao epidémica dos diferentes anos (Anexo 3).
Aspectos de epidemiologia do teleomorfo de V. pirina

Evolucio das pseudotecas e da maturaciao dos ascos e ascOsporos

Em 1996, 1997 e 1998 recolheram-se semanalmente 20 folhas da manta morta num
pomar, sob arvores nao pulverizadas com fungicidas no ano anterior. A recolha

sistematica das folhas iniciou-se entre o intumescimento dos gomos (Estado B) e a

84



ponta verde (Estado C) e terminou quando o nimero de ascos intactos observado

dentro das pseudotecas de 1. pirina era reduzido.

Quando foi impossivel observar as amostras no préprio dia da recolha, as folhas
foram congeladas (-18°C). Na noite anterior as contagens, as folhas foram retiradas
do congelador e colocadas a temperatura ambiente. As folhas foram fixadas na

manha seguinte.

As folhas foram lavadas em agua corrente e imediatamente fixadas em solucao de
acido formolacético (FAA) durante duas horas. Apos esta operagao as folhas foram
colocadas no interior de toalhas de papel humedecidas até a sua observacao.

Excluiram-se as folhas sem manchas escuras marcadas.

Utilizando a lupa binocular (40 a 50x) retirou-se ao acaso de cada uma das folhas
uma pseudoteca com uma agulha de ponta fina. Cada pseudoteca foi transferida para
uma gota de lactofenol previamente colocada sobre uma lamina de microscépio.

Sobre a gota de lactofenol colocou-se uma lamela (22x22). A lamina foi entdo

colocada na base do microscopio (100x) onde, com o auxilio de duas agulhas, se

deslizou a lamela lateralmente procurando espalhar o seu contetido em fina camada.

Os ascos foram classificados em trés categorias: imaturos (hialinos, com ou sem os
esbogos dos ascésporos), maduros (ascésporos corados de verde palido, bem
septados) ou vazios (ascos hialinos, finos e ponta afilada). Os ascos presentes no
interior de cada pseudoteca foram contados de acordo com estas categorias.

Contaram-se os ascos imaturos ou maduros utilizando o modo de campo claro do
microscopio, seguindo as linhas definidas, pela escala quadriculada (10x10) colocada

numa das oculares. Para contar os ascos vazios utilizou-se o modo de contraste de

fase.

O calculo da percentagem de ascos em cada categoria foi efectuado utilizando o
método diferencial de Gadoury e MacHardy (49, 54). O nimero maximo de ascos
pot pseudoteca (A,;) de cada ano foi desconhecido até meio da estacao. Antes dessa
fase a percentagem das varias classes de maturagao foi calculada tendo por base o

numero total de ascos observado em cada semana (A)). Quando o nimero maximo
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de ascos foi determinado, adicionou-se a diferenca (A, - A,) do seguinte modo: nas

MAx
semanas antetiores a A

A

ao numero de ascos imaturos; nas semanas posteriores a

max>
ao mirnero de aSCoS VaZiOS.

max>

O método pressupde que a formacgdo dos ascos se conclui antes de A, e que a

X

desintegracao dos ascos vazios ocorre depois de A, ..

Para o inicio do calculo dos graus-dia acumulados acima de 0°C considerou-se o
ponto intermédio entre duas observagdes contiguas, com e sem observacao de
ascosporos maduros. Os graus-dia acima de 0°C foram calculados com base em
medi¢oes pontuais da temperatura a cada 15 minutos. Em 1996 os graus-dia

anteriores a0 més de Abril foram determinados com base em valores bi-horarios.

Método de previsiao do grau de maturacio dos ascos e ascosporos

Em 1996, a amostragem incidiu em 20 folhas recolhidas ao acaso (estado fenologico
A) na parcela ndo pulverizada. Em 1997, a ponta verde dos gomos da pereira (estado
fenolégico C) recolheram-se ao acaso da manta morta, duas amostras de 200 folhas,
uma num pomar sujeito ao esquema normal de tratamentos no ano anterior e outra

numa parcela sem qualquer aplica¢do fungicida.

Fig. 27 Tampas das placas de Petri exibindo os discos de folha utilizados nos testes de emissdao
dos ascosporos de Venturia pirina pelo método das placas de Petri, referentes a
modalidade tratada e ndo tratada.
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Através dum furador de escritério extrafram-se trés discos, de seis milimetros de
diametro, por cada folha. Conjuntos de 60 discos foram casualmente colados com
cola sintética (UHU, Biihl, Alemanha) a discos de papel de filtro de seis centimetros
de diametro. Os papéis de filtro com os discos foram posteriormente fixados,
utilizando a mesma cola, no interior de tampas de placas de Petri acrilicas de
diametro correspondente. Deste modo obtiveram-se dois conjuntos de 10 placas por
tratamento (pomar tratado com fungicidas e pomar nao tratado) (Fig. 27). Em 1996
os estudos realizaram-se numa sé placa de Petri, montada da forma anteriormente
descrita.

As placas foram colocadas num abrigo meteorolégico no interior duma caixa de
plastico contendo uma esponja humedecida de modo a manter a hidratacao dos
discos das folhas.

Semanalmente as placas de Petri foram retiradas do abrigo, as tampas levantadas e
invertidas, e o seu interior preenchido com agua destilada, de modo a submergir os
discos durante cinco minutos. Seguidamente, a dgua foi vertida e a tampa novamente
colocada sobre a base durante uma hora a 20°C e sob a influéncia da luz
(200uE/m?s).

Findo este perfodo, a tampa com os discos foi retirada e em cada placa de Petri
contaram-se os ascosporos observados em 100 campos de microscépio (400x).

Apbs cada periodo de contagem as placas de Petri regressaram ao abrigo
meteorolégico.

Este método foi idealizado com base num método semelhante posto em pratica por
Szkolnik (182) em 1969, relativamente ao qual apresenta como diferencas principais:
a manuten¢ao do mesmo material vegetal ao longo do periodo das observagdes e a

padronizacdo das condigdes experimentais.

Dinamica dos ascosporos na atmosfera

Durante 1997 e 1998 observou-se a dinamica dos esporos primarios de 1. pirina na
atmosfera através do capta-esporos volumétrico, modelo Burkard (Burkard,
Herfordshire, Reino Unido) (Fig. 28). A eficiéncia deste modelo de capta-esporos é

cerca de 90% e superior a outros dispositivos capta-esporos (9). O capta-esporos
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operou de final de Fevereiro a meados de Maio. O orificio de aspira¢ao do capta-

esporos situou-se a cerca de 55cm do solo.

Fig. 28 Capta-esporos volumétrico da marca Burkard utilizado na avaliagdo dos ascosporos
presentes na atmosfera durante a época das infec¢oes primdrias, em 1997 e 1998.

Fig. 29 Vista frontal A e lateral B da base de fixa¢do do tambor do capta-esporos destinada a
facilitar a tarefa da montagem e revestimento das fitas de Melinex com silicone. As
extremidades da fita foram justapostas no local assinalado.

Cada fita de Melinex foi fixada no tambor, no local indicado pelo fabricante,
utilizando a base fornecida para o efeito (Fig. 29). As extremidades da fita foram

tixadas no tambor por intermédio dum tira de fita-cola de dupla face, com 50mm de
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largura, colocada transversalmente. A fita foi pincelada com uma mistura de
consisténcia cremosa de silicone (Barral, Lisboa, Portugal) diluido em xilol (Vreis,
Lisboa, Portugal), por intermédio dum pincel de cerdas macias com largura de 12
mm, imprimindo uma dupla rotagdo ao tambor. O tambor com a fita de Melinex
preparada foi colocado no mecanismo do capta-esporos, fazendo alinhar a marca
vermelha do tambor com a seta existente na cabe¢a do equipamento e fornecendo
corda ao relogio até o mecanismo se deter. Marcou-se a fita com o auxilio de uma
agulha fina introduzida através do orificio de aspiragao. Com a chave de fendas
ajustou-se, caso necessario, o fluxo de ar para o caudal de 10L/minuto, medido

através de um fluxémetro.

Fig. 30 Base acrilica destinada a dividir as fitas de Melinex em fracg¢bes diarias e diversos
instrumentos utilizados na preparagdo, corte e montagem das ldminas de microscopio.

Semanalmente, a hora fixa (18:00), o tambor foi retirado do capta-esporos,
substituido por outro previamente preparado de acordo com o método acima
descrito, e colocado na respectiva base de suporte. A fita-cola foi cortada com o
chisato no ponto de unido das extremidades da fita de Melinex, levantando-se
posteriormente a ponta da fita de Melinex com o auxilio da pinga. A fita foi colocada
de seguida na régua acrilica fornecida pelo fabricante e cortada com o bisturi em
frac¢Ges diarias (Fig. 30). As sec¢oes diarias foram montadas com a face voltada para
cima, por intermédio da agulha fina, sobre duas a trés gotas de Entellan (Merck,

Darmstadt, Alemanha) previamente colocadas em cada lamina de microscopio
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utilizando a vareta de vidro. Para facilitar o processo de montagem das seccoes
diarias nas laminas de microscopio, estas foram colocadas na base dum pequeno
copo de plastico invertido (Fig. 31). As fitas tiveram o periodo de secagem de alguns
minutos antes da aplicagao de nova camada de Entellan, agora sobre a face contendo
os esporos. Uma lamela (51x24 mm) foi entdo deposta suavemente sobre os esporos
utilizando a agulha de ponta fina.

Os esporos foram contados em campo claro (400x) ao longo de transversais

centradas na hora do dia (sec¢oes com 2mm de largura).

Fig. 31 Fita de capta-esporos correspondente a sec¢do didria, montada em prepara¢do
definitiva, etiquetada com a direc¢do do movimento, dia e periodo horario da
amostragem.

Importancia dos ascosporos nas infeccoes primarias

Em 1994 e no periodo de 1996 a 2000, observou-se o padrao de infecgao, através da
disposicao das lesoes de 1. pirina, durante o ciclo vegetativo da pereira. Ao
vingamento dos frutos (Estado I), marcaram-se com fita plastica 20 corimbos por
arvore em 10 arvores (cv. Rocha, 25-30 anos de idade) nao pulverizadas.
Semanalmente contou-se o nimero de lesdes observadas nos frutos infectados de
dez corimbos escolhidos aleatoriamente por arvore. Durante 1994 nao se procedeu a
marcagao ou contagem do numero de lesdes nos frutos infectados, por ser o
primeiro ano de observagdo do fenémeno. Procedeu-se ao registo fotografico das
diferentes lesdes de pedrado nos diferentes o6rgaos da pereira. Em 1998 as

observacOes foram realizadas apenas nas folhas, pois nesse ano a auséncia de peras
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nas arvores nao permitiu a observagao neste 6rgao. Em 1994 as arvores localizaram-
se em A-dos-Francos (Caldas da Rainha) e de 1996 a 2000 as arvores localizaram-se

na Sobrena (Cadaval).

Aspectos de natureza abiética e bidtica na evolugao do

patossistema

Evolucao fenoldgica do hospedeiro

Ao longo dos anos de 1994 e 1996-2000 foram marcadas 20 arvores, um ramo por
arvore, num pomar com 10— 15 anos de idade situado na Sobrena (Cadaval). Em
1994 o pomar utilizado, com cerca de 15 anos de idade, situou-se em A-dos-Francos
(Caldas da Rainha). Semanalmente contou-se o numero de corimbos observado nos
ramos em cada estado fenoldgico, utilizando a escala de Fleckinger (Fig. 32). O inicio
das contagens coincidiu com o estado fenolégico de A a C das pereiras e as

contagens terminaram quando a maioria dos corimbos atingiu o estado J.

AR ESE LY

5 -D;,  E-E, F-G

Fig. 32 Escala fenologica de Fleckinger utilizada na contagem dos corimbos da pereira
presentes em cada classe fenologica.

Estudo laboratorial da infeccdo por conidios

Obtencado de jovens plintulas de pereira

Em Agosto de 1997 foram colhidas sementes de peras (cv. Rocha) em frutos no
completo estado de maturacao. Lotes de 100 sementes foram colocados em bolsas de
tule e permaneceram no frigorifico a 5°C durante 25 a 50 dias (600h a 1200h a 5°C)
para quebrar a dorméncia. As bolsas foram lavadas em agua corrente em intervalos
de dois a trés dias. Apds este tratamento, as sementes foram colocadas a germinar na
estufa, modelo Fitoclima EH 750 (Aralab, Parede, Portugal), regulada para 20°C e 14

horas de fotoperiodo, sobre algodio humedecido por dgua destilada, no interior dum
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contentor plastico com a tampa perfurada. A tampa da caixa serviu para evitar a

desidratacao.

Sete a 10 dias apds a colocacdo na estufa as sementes germinaram e foram plantadas
a 0,5cm de profundidade em tabuleiros (Stewart, Croydon, Reino Unido) dentro de
alvéolos de plastico (8x5) cheios com substrato (Levington M2) (Fig. 33). Quando as

plantas atingiram duas a trés folhas verdadeiras expandidas (cerca de 10cm de altura)

foram inoculadas.

Fig. 33 Tabuleiros e alvéolos utilizados no crescimento de jovens plantulas de pereira obtidas
por via seminal a partir de sementes de pereira (cv. Rocha) colhidas de frutos em pleno
estado de maturagdo.

Obtencdo das pereiras envasadas

Em Novembro de 1997 obtiveram-se dum viveirista da regiao pereiras (P. communis,
cv. Rocha) enxertadas sobre o porta-enxerto BA-29. As raizes das pereiras foram
aparadas e de seguida plantadas em vasos de dois litros de capacidade, cheios com

substrato (Levington M2). Os vasos foram posteriormente colocados no laboratério,

92



em prateleiras, até Janeiro (Fig. 34). Neste perfodo os vasos necessarios a inoculagio
foram transferidos para a estufa Fitoclima EH 750 (Aralab, Parede, Portugal)
regulada a temperatura de 20°C e 14 horas de fotoperiodo (200uE/m?’s). As restantes
arvores foram mantidas no escuro num frigorifico a 5— 6°C até serem necessarias, de

modo a evitar a evolugao das pereiras.

Quando os langamentos das pereiras atingiram
dentro da estufa um crescimento de 10 a 20

centimetros procedeu-se a sua inoculagao.

Obtencgdo do inoculo de V. pirina

O inéculo de 1. pirina foi obtido a partir de
folhas ou frutos com sintomas trecentes de
infeccdo. De Junho a Agosto de 1997 foram
recolhidos frutos e folhas infectados na
parcela de pomar sem tratamento fungicida.
Os frutos ou as folhas foram colocados em

sacos de plastico no congelador a —18°C até

posterior utilizagao.

Fig. 34 Pereiras envasadas (cv. Rocha)
em vasos de dois litros de capa-
cidade aguardando a oportuni-
dade de colocagdo em condi¢des

as folhas infectados foram retirados do optimas de crescimento para
posterior inoculagdo.

Inoculagao das plintulas

No dia destinado as inoculacdes, os frutos ou

congelador e imediatamente colocados num

copo de 500mL contendo 300mL de agua destilada a 5°C. De seguida, os frutos ou as
folhas foram agitados manualmente na solucao e retirados os esporos das lesdes por
intermédio dum pincel, os suficientes para obter a solucio préxima de 5x10°

conidios/ml. de solucio.

Lotes de sete tabuleiros, com 36 plantulas por tabuleiro, foram regados e
posteriormente inoculados por pulverizacio as 9:00 da manha, utlizando um
pulverizador manual, até ser observado o escorrimento da solugiao. Dentro de cada

lote de sete tabuleiros de plantulas foram colocadas oito laminas de microscopio,
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uma por tabuleiro, para comprovar o numero de conidios aplicados por centimetro
quadrado de superficie e a sua viabilidade. Estas laminas foram retiradas e colocadas
no interior de placas de Petri (duas laminas por placa), dentro da estufa Fitoclima EH

750 (Aralab, Parede, Portugal), regulada nas condigdes anteriormente descritas.

Fig. 35 Tabuleiro com 36 plantulas de pereira e respectiva tampa equipada com dispositivos
para regulacdo da humidade relativa no seu interior.

Apbs a inoculagao foi colocado sobre cada tabuleiro a respectiva tampa transparente
tendo o cuidado de fechar os opérculos de modo a manter a humecta¢ao no seu
interior (Fig. 35). Uma fita de Parafilm (American National Can, Chicago, EUA) foi
colocada na unido da tampa com o tabuleiro para garantir a estanquicidade. Os

tabuleiros foram imediatamente colocados a 20°C+ 0,3°C e 90% a 95% de HR no
interior da estufa, com fotoperiodo de 14 horas (200uE/m’) por petiodos de
humectagiao de 0, 6, 8, 10, 12, 24 e 36 horas. A temperatura e a humidade no interior
da estufa foram verificadas através dum moédulo de aquisicaio de dados modelo
Rologg Agent HT1 (Rotronic, Bassersdorf, Suica). A cada 12 horas, a tampa
transparente foi retirada momentaneamente fora da estufa, e as plantas borrifadas

com agua destilada de modo a garantir os respectivos periodos de humectagao.

Findos os respectivos periodos de humectagao, a tampa do tabuleiro foi retirada e as
plantulas secas suavemente utilizando toalhas de papel e também pela corrente de ar

fornecida por uma ventoinha. A secagem demorou 10 a 15 minutos. Apos a secagem,
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as plantulas foram novamente colocadas na estufa nas condig¢bes anteriormente
descritas durante trés semanas, findas as quais se analisaram as lesdes obtidas. Foi

anotado o primeiro dia de observacdo das lesdes. O ensaio foi repetido duas vezes.

Inoculagdo das pereiras envasadas

Dois lotes de seis pereiras envasadas
foram colocados em tabuleiros e inocu-
lados da forma anteriormente descrita
para as plantulas (Fig. 36). No seu inte-
rior foram também colocadas laminas de
microscopio (duas por tabuleiro) de
modo a calcular a taxa de germinagao

dos conidios, procedendo—se da mesma

WSS forma que no caso anterior. A concen-

Fig. 36 Pereiras (cv. Rocha) envasadas e em tragio do inéculo utilizado foi ajustada
condigoes ideais para a inoculagdo com

conidios de Venturia pirina. Grupo de para cerca de 1x 10° confdios/ml.. Ap6s
duas laminas de microscopio colocado

nos respectivos suportes destinado a a inoculagio os vasos foram envolvidos

avaliar o numero de esporos aplicado o .

na superficie foliar. por sacos de plastico, presos a base do
vaso por um elastico, de forma a manter

a humectagao da pereira no seu interior.

De seguida, os vasos foram colocados no interior da estufa regulada para 20°C+
0,3°C, 90% a 95% de HR e fotoperiodo de 14 horas (200uE/m?’s), durante periodos
de humectagao de 0, 6, 8, 10, 12 ou 24 horas (Fig. 37). A cada 12 horas, os sacos
foram retirados momentaneamente e a planta no seu interior borrifada com agua
destilada. Findo cada periodo de humectagio, as pereiras foram secas com toalhas de
papel, com movimentos suaves, em conjunto com a corrente de ar fornecida pela
ventoinha, e novamente colocadas no interior da estufa. O processo de secagem
demorou 10 a 15 minutos. Trés semanas apds a inoculagao, analisaram-se as lesoes
exibidas. Anotou-se o dia do aparecimento das primeiras lesdes. A experiéncia foi

repetida duas vezes.
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Fig. 37 Interior da estufa utilizada nos ensaios de infec¢do por conidios de Venturia pirina. No
tabuleiro superior podem ser observados os vasos envolvidos com sacos plasticos
contendo pereiras (cv. Rocha) durante os periodos artificiais de humectag¢do. No lado
direito do tabuleiro superior é visivel uma das placas de Petri contendo duas laminas de
microscopio para o cdlculo da taxa de germinagdo e viabilidade dos conidios, e o
modulo para registo da temperatura e humidade relativa.

Germinacdo e viabilidade dos conidios de V. pirina

—
24h 222 24h 9 2 é 24h 2 22 24h
30min 30min 30min

(=] (=] =] =]
(=] (=] =] =]

Fig. 38 Esquematiza¢do do protocolo utilizado no estudo da germinacdo e viabilidade de
conidios de Venturia pirina sujeitos a periodos sucessivos de 24 horas de humectagdo
intervalados por periodos secos de 30 minutos.

As oito laminas de microscopio provenientes do primeiro estudo anterior, contendo
a superficie os conidios de 1. pirina, foram imediatamente colocadas no interior de
placas de Petri de nove centimetros de diametro, apds a inoculagao das plantulas.

Pares de duas laminas foram colocados dentro de cada placa de Petri, sobre papel de
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filtro humedecido com 4gua destilada. As placas de Petri foram seladas com Parafilm
(American National Can, Chicago, EUA) de modo a manter a humidade e evitar a
secagem da superficie das laminas. As placas de Petri foram seguidamente colocadas
na estufa a 20°C. Ao fim de 24 horas, as placas de Petri foram retiradas da estufa e
abertas para permitir a secagem da sua superficie. O periodo de secagem da
superficie das laminas demorou de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente,
verificado visualmente. Um grupo de duas laminas, escolhidas aleatoriamente, foi
montado definitivamente com duas a trés gotas de Entellan (Merck, Darmstadt,
Alemanha) colocadas com a vareta de vidro na superficie de cada lamina, sobre a
qual foi colocada uma lamela (51x 24), com o auxilio da agulha de ponta fina. As
restantes seis laminas foram mantidas secas por 30 minutos a temperatura e
humidade relativa ambiente e novamente rehumectadas por pulveriza¢io com 4gua
destilada. Foram entio colocadas no interior da estufa, nas condi¢cdes anteriormente
descritas, repetindo-se o procedimento temporal e amostral anterior, até ao ultimo

grupo de duas laminas (Fig. 38). O ensaio foi repetido duas vezes.

Anadlise da intensidade de infeccao

A intensidade de infeccao foi medida através do numero e extensao das lesGes
desenvolvidas 21 dias apds a inoculagao. Nos ensaios efectuados com plantulas
contabilizou-se a intensidade de infecgdo através da incidéncia (n® de folhas
infectadas/ n° de folhas amostrado) da doenca observada nas folhas das jovens
plantulas. Nos ensaios efectuados sobre as arvores envasadas, foi medida para além
da incidéncia, também a severidade de infec¢ao (fraccio da folha infectada/ area da
folha). A severidade de infec¢ao foi medida num computador Pentium II utilizando o
digitalizador de imagem, modelo Umax 600P (Umax, Fremont, EUA) e o software
de analise de imagem UTHSCSA ImageTool v.2.00 (Univ. Texas, San Antonio,
EUA), software gratuito obtido do servidor ftp://maxrad6.uthscsc.edu (Fig. 39 e Fig.
40).
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Fig. 39 Diferentes ecrdas do programa ImageTool mostrando o ficheiro digital das folhas
infectadas por Venturia pirina em processo de andlise A. Os passos seguidos foram:
Aceder ao modulo de identificagdo de objectos B, definir as caracteristicas de cor dos
objectos em andalise C.
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Fig. 40 Resultados da andlise efectuada pelo ImageTool. O programa define o numero de
objectos com as caracteristicas pretendidas listando-os sequencialmente. De seguida
calcula os atributos associados a cada objecto listado.

Valida¢ao do modelo de infec¢ao do pedrado (MIP)

A validagio do modelo de infecgio do pedrado foi realizada utilizando os dados
quadri-horarios da temperatura do ar e do perfodo de humectagio, observados
durante 1996 a 1999 na localidade da Sobrena (Cadaval) e em 2000 na localidade do
Painho (Cadaval). O modelo foi incluido numa rotina do programa Excel do Office
97 (Microsoft, Redmond, EUA) que funciona de modo aditivo, calcula o nivel de
infeccao observado em cada periodo de humectacao e adiciona-o ao seguinte,
ponderado pela intensidade da doenga presente em cada intervalo (Fungao 9). Os

parametros do modelo mantiveram-se constantes ao longo dos anos nomeadamente,
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a temperatura 6ptima de desenvolvimento do fungo (T,=21°C), o coeficiente de
compensagio térmica (k=0,23/°C), o periodo mediano de humectagio (5., =15h) e
a intensidade inicial da doenca (I,=1%). A incidéncia potencial nos frutos foi
estimada com base na presenca constante de 5% dos frutos infectados,
independentemente do valor real atingido ao longo da estagdo, e permitiu separar a
influéncia climatica do efeito do in6culo. Considerou-se a presenca de periodos de
infec¢do quando a probabilidade de infecgdo prevista pelo modelo foi superior a 1%.

A rotina utilizada consta do Anexo 3.

Evolucio das epidemias de V. pirina no ecossistema agrario do

Oeste

Durante 1994 e 1996 a 2000 contou-se semanalmente o numero de frutos com lesoes
de 1. pirina em condi¢bes naturais pelo método referido para a avaliagdo da
importancia dos ascésporos nas infecgdes primarias (p.90). Em 1998, na auséncia de
frutos nas arvores experimentais, optou-se por colher amostras casualizadas de 100
folhas, as ultimas duas folhas expandidas de cinco ramos terminais em cada uma das

dez arvores.

Estudo das lesoes e do crescimento difuso do fungo no final da estacio

No final de Outubro de 1999 e 2000, ao inicio da queda das folhas, colheu-se uma
amostra de cerca de 100 folhas dos ramos terminais (cerca de 10 por arvore) em 10
arvores nao pulverizadas. Cada folha foi analisada a lupa binocular (10x) procurando
identificar os locais infectados pelo fungo 1. pirina (lesGes discretas ou difusas).
Fragmentos com dimensao média de 5x 5 milimetros foram cortados através do
bisturi. Dois a trés fragmentos por folha, retirados de locais com presenca de lesoes
discretas, difusas ou auséncia de lesdo, foram colocados com a face abaxial virada
para cima em laminas de microscopio e montadas definitivamente com Gelvatol
(Burkard, Herfordshire, Reino Unido). Trés gotas de Gelvatol foram colocadas sobre

cada fragmento de folha, por intermédio da vareta de vidro. Com o auxilio de uma

agulha de ponta fina colocou-se sobre cada fragmento de folha uma lamela (18x 18).
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As laminas secaram a temperatura ambiente por periodos superiores a 24h apds os
quais foram observadas ao microscopio em campo escuro (100x a 400x). Procedeu-

se ao registo fotografico dos aspectos observados.
Aspectos de protecgao de V. pirina

Sequéncias de proteccao quimica

De 1995 a 2000 foram ensaiadas diversas sequéncias de protec¢ao fitossanitaria ao
pedrado da pereira, através de utilizagdo de fungicidas preventivos, curativos e
mistura de ambos, num pomar localizado na Sobrena (Cadaval). No pomar
experimental onde os blocos foram estabelecidos, as pereiras (cv. Rocha) com 10 a
15 anos de idade, de altura entre 3,5 a 4,5 metros estavam plantadas no compasso 4x
1,8m e enxertadas sobre BA29. As parcelas experimentais consistiam em dois blocos
de pereiras com aproximadamente 2,5ha cada onde se estabeleceu uma estratégia
preventiva convencional e outra curativa ou mista. Apos 1997 s6 se manteve o bloco
curativo. De 1996 a 2000 os tratamentos curativos tiveram em consideracio as
previsdes das versOes iniciais do modelo MIP. Os tratamentos foram realizados
através de um pulverizador rebocavel de turbina axial, modelo Tomix 1000 P14
(Tomix, Torres Vedras, Portugal) até 1997. De 1997 a 2000 utilizou-se o pulverizador
de torre do modelo Storm 1500 T32 (Tifone, Modena, Italia). O débito de calda por
hectare foi de cerca de 1000L.
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Capitulo 4 Resultados e discussao

Analise climatica

A estagao meteorologica da Sobrena foi instalada a 9 de Abril de 1996. Na altura as
pereiras estavam no botdo verde (estado fenolégico D). As Primaveras de 1996 e
1999 foram as menos chuvosas (176mm e 127mm de Abril- Junho) dos anos em
analise (1996- 2000). Em 1997, 1998 e 2000 as Primaveras foram mais chuvosas
(204,8mm, 250mm e 267mm de Abril- Junho).

O periodo de Fevereiro a Margo de 1997 foi anormalmente seco (apenas 10,6mm no
total) e bastante chuvoso, de Julho a Agosto (141,6mm). Em 1998 a precipitacio
ocorrida durante Marco (37,4mm) concentrou-se no final do més e a ocorrida em
Abril (115,2mm) foi das mais altas dos anos em estudo, s6 ultrapassada pela
precipitagao extremamente elevada ocorrida no mesmo meés, em 2000 (213,2mm). A
precipitacao observada de Junho a Agosto durante 1996 (9,4mm) e 1998 (12,6mm)
foi reduzida como é normal para a regiao. Durante 1999 o valor da precipitagao foi
reduzido em Junho e Julho (12,6mm no total) e ligeiramente acima do normal em
Agosto (21,2mm). Em 2000 a precipitacao atingiu 21,8mm mas apenas no més de

Julho.

A temperatura média do ar em Fevereiro, foi mais baixa em 1999 (9,1°C) e mais alta
em 2000 (12,6°C). A temperatura minima absoluta foi bastante baixa em Dezembro
de 1998 (-3,6°C), Janeiro de 1999 (-1,9°C) e 2000 (-3,4°C) ao contrario do ocorrido
nos restantes anos. A temperatura média do ar durante Abril de 1998 (12,1°C) foi
anormalmente baixa e inferior ao valor observado em Margo (13,6°C). Ao longo de
1996 a temperatura média mensal do ar atingiu o seu valor maximo (20,5°C) durante
Julho como ¢ normal na regiao. Em 1997 Junho teve a temperatura maxima absoluta
bastante mais baixa (23,9°C) que o normal para a época (acima de 30°C) (Fig. 41, Fig.
43).
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Fig. 41 Temperatura média, minima e mdxima absolutas (°C) e precipitagdo total (mm) mensais
ocorridas na Sobrena (Cadaval) de 1996 a 1999.
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Fig. 42 Temperatura média (°C) e precipitagdo total (mm) didrias ocorridas na Sobrena
(Cadaval) de 1996 a 1999.
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mais de 15°C, em Janeiro de 1998.
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durante Dezembro e Janeiro oscila entre 6°C
e 12°C, caso de Dezembro de 1996, 1998,
1999 € 2000 ou o Janeiro de 1999 e 2000 (Fig.
42, Fig. 44).

Fig. 43 Temperatura média, minima e mdxima absolutas (°C) e precipitag¢do total (mm) mensais
ocorridas no Painho (Cadaval) em 2000.
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Fig. 44 Temperatura média (°C) e precipitacdo total (mm) diarias ocorridas no Painho

(Cadaval) em 2000.
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Aspectos de epidemiologia do teleomorfo de V. pirina

Evolucio das pseudotecas e da maturaciao dos ascos e ascOsporos

Resultados

Aspectos anteriores a maturagao dos ascésporos

Fig. 45 Folhas exibindo sintomas de pedrado apos a queda da folha, ao inicio da fase sexual,
sobre a pagina superior da folha A e sobre a pagina inferior da folha B. Evolucdo da
fase sexual em condi¢oes experimentais, no interior de bolsas de rede sobre o estrado de
rede C, ou em condi¢des naturais, cerca de um més apos a queda das folhas, sobre o solo
D. Os locais assinalados indicam as lesoes discretas de pedrado.

Durante a queda das folhas, em pomares onde se observaram folhas com lesdes de
pedrado, estas foram facilmente identificaveis nas folhas sobre o solo. As lesGes
foram visiveis, mesmo apds o acastanhamento das folhas, nos meses seguintes a
queda da folha (Fig. 45). A queda da folha na cultivar Rocha ocorreu

predominantemente nos meses de Novembro e Dezembro.

Durante o Inverno de 1993, folhas recolhidas da parcela niao pulverizada com
tungicidas e colocadas a hibernar sobre a rede metalica no interior de bolsas plasticas,

conseguiram desenvolver o teleomorfo (Fig. 45C). A rede metalica encontrava-se a
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cerca de 5cm do solo. Aparentemente, nao foi necessario o contacto com o solo para

se observarem, durante a Primavera de 1994, grandes quantidades de pseudotecas

formadas nas folhas (158).
g

Fig. 46 Pseudotecas de Venturia pirina imersas no interior de folhas de pereira (cv. Rocha)
presentes na manta morta do pomar ndo tratado. Observagdo a lupa binocular (25x) A e
(90x) B. Observagdo ao microscopio no inicio da sua formag¢do em Janeiro (400x) C ou
no inicio da maturagdo em fim de Fevereiro (400x) D.

A maioria das pseudotecas de /. pirina formou-se na regiao do Oeste de Portugal
durante os meses de Dezembro e Janeiro. Ao inicio de Margo de 1994 e 1997 as
pseudotecas imersas em folhas de pereira na manta morta do pomar apresentavam o
aspecto observado na Fig. 46. A elevada precipitacio ocorrida entre Novembro de
1996 e Janeiro de 1997 (468,6mm) parece ter sido o factor determinante no elevado
numero de pseudotecas formadas em 1997. Durante o Inverno de 1998 a
precipitacio ao longo do mesmo periodo foi inferior (278mm), mas a distribuicao
das chuvas apresentou um padrao similar. No Inverno de 96— 97 a temperatura
média durante o periodo de formacao das pseudotecas de 1. pirina (Dezembro e
Janeiro) foi inferior 0,9°C em relacio a de 97— 98 (Quadro 1). Durante 1998 o

numero de pseudotecas imersas nas folhas foi menor.
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Quadro 1 Temperatura média do ar (°C) e precipitagdo média (mm) no periodo de Dezembro a
Janeiro durante a formagdo das pseudotecas de Venturia pirina. Temperatura média do
ar (°C) e precipitagdo total (mm) ocorrida, em Fevereiro, ao inicio da formagdo dos

ascos.
96-97 ‘ 97-98 98-99 99-00

Dezembro-Janeiro

Temperatura média do ar (°C) 10,1 11,0 8,4 8,7
Precipitagdo média (mm) 234,3 139,0 106,8 51,7
Fevereiro

Temperatura média do ar (°C) 10,8 12,3 8,9 12,6
Precipitagdo (mm) 9,6 79,4 18,2 20,6

Durante 1996 o numero de ascos no interior das pseudotecas evidenciou o valor
mais baixo (84 ascos/ pseudoteca) dos trés anos de observacao (Fig. 47). Nao
existem registos precisos do valor da temperatura e precipitagio ocorridos no
Inverno de 1995 na zona da Sobrena. Contudo, o Inverno de 1995 foi ameno com
baixa precipitagdo e podera explicar o reduzido numero de ascos observado no
interior das pseudotecas durante a Primavera de 1996.
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Fig. 47 Avaliagdo do numero médio de ascos de Venturia pirina no interior das pseudotecas pelo
método diferencial de Gadoury e MacHardy (49). O numero mdximo de ascos por
pseudoteca variou de 84 em 13 de Abril de 1996 a 206 em 3 de Abril de 1997. Conteuido
médio de 20 pseudotecas esmagadas e contadas semanalmente, recolhidas das folhas na
parcela ndo pulverizada de pereira (cv. Rocha) na Sobrena de 1996 a 1998.

O numero de ascos no interior das pseudotecas atingiu em média 206
ascos/pseudoteca em 1997. Em 1998 o numero de ascos formado no interior das
pseudotecas foi de 137 ascos/pseudoteca, inferior ao de 1997. O estimulo patra a
formacdo dos ascos pareceu ocorrer no final de Janeiro ou no inicio de Fevereiro e a

maioria dos ascos formou-se entre Fevereiro e Marco. Em Fevereiro de 1997 a
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temperatura média do ar foi 2,5°C inferior a média de 1998. Todavia, o oposto

aconteceu durante o més de Marco, consideravelmente mais quente em 1997.

A baixa precipitacao ocorrida durante os meses de Fevereiro e Marco de 1997 parece
ter retardado a formacao dos ascos no interior das pseudotecas ou a evolugao normal

da maturagao dos ascésporos.

O numero maximo de ascos por pseudoteca foi de 84, 206 e 137 em 1996, 1997 e

1998, respectivamente. A média dos trés anos foi de 142,3 ascos/ pseudoteca.

Aspectos posteriores ao inicio da maturag¢ao dos ascésporos

Na Fig. 48 sio mostrados ascos em diferentes fases do processo de maturagao. Os
ascos podem observar-se, no interior das pseudotecas, imaturos ao inicio da
formacao dos ascésporos (Fig. 48A), com ascésporos imaturos em formacio (Fig.
48B), com oito ascosporos maduros no interior (Fig. 48C), maduros e prontos para a
emissao de ascosporos (Fig. 48D) ou vazios (Fig. 48E, F). No fim da época das
infecgoes primarias podem ser observados ascos no interior das pseudotecas com um
a cinco ascosporos remanescentes (Fig. 49A), com ascosporos degenerados no seu
interior (Fig. 49C) e com ascos vazios em desintegracao (Fig. 49D). Os ascosporos
degenerados possuem cor castanha e membranas enrugadas (Fig. 49C) sendo

diferentes dos ascosporos normais (Fig. 49B).

Desde o inicio da formacao dos ascos, o seu nimero semanal foi aumentando e a
formagdo de novos ascos no interior das pseudotecas pareceu ser um fenémeno
continuo. O seu declinio posterior deveu-se ao processo de desintegragao que
ocorreu nos ascos vazios apdés a descarga dos ascosporos (Fig. 49). Como
consequéncia deste mecanismo natural, ao inicio da maturagao dos ascosporos foi
subavaliado o nimero de ascos imaturos e no final do processo subavaliado o
nimero dos ascos vazios. Muitos ascos vazios desintegraram-se e desapareceram.
Deste modo foi necessario corrigir as contagens semanais de modo a compensar os

ascos nao formados no inicio da época de maturagao e os desintegrados no final.
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Fig. 48 Aspectos morfologicos da evolugdo dos ascos de Venturia pirina no interior das
pseudotecas. Ascos imaturos sem ou com o esbogo de ascosporos e pseudopardfises
(400x) A. Asco imaturo com ascosporos em formagdo (600x) B. Ascos com oito
ascosporos maduros (600x) C. Asco maduro no momento da emissdo dos ascosporos
(600x) D. Ascos vazios imediatamente apos a emissdo dos ascosporos (400x) E.
Conteudo de pseudoteca mostrando o aspecto dos ascos vazios (400x) F.

A correccdo das estimativas foi realizada do seguinte modo, exemplificando: em 23
de Marco de 1996, o nimero médio de ascos no interior das pseudotecas foi de 19,1
dos quais 12,8 estavam imaturos (67,0%). Como apds esta data se formou um
numero substancial de ascos, a estimativa esta enviesada. Em 1996 a média do valor
maximo de ascos por pseudoteca foi de 84,0 a 13 de Abril. Entio, 64,9 foi a
diferenca entre o valor maximo e o numero médio de ascos presentes nas

pseudotecas a 23 de Marco (64,9 = 84,0 - 19,1) e representou o numero médio de
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ascos formados entre 23 de Marco e 13 de Abril, a considerar imaturos a 23 de
Marco. A estimativa corrigida de ascos imaturos (92,5%) a 23 de Marco foi obtida
adicionado 64,9 a 12,8 e dividindo por 84, o nimero que, provavelmente, melhor

representou a quantidade total de ascos presentes nas pseudotecas nesse ano.

Cc D

Fig. 49 Aspectos morfologicos de ascos e ascosporos de Venturia pirina no final da época das
infecgoes primarias. Asco no final da época das infecg¢oes primdrias com trés ascosporos
remanescentes no seu interior (400x) A. Ascosporo maduro evidenciando turgidez e a
dupla membrana lisa (1000x) B. Asco com ascosporos degenerados (600x) C. Ascos
vazios degenerados em desintegragdo (600x) D.

Em 1 de Maio de 1997 a estimativa nao corrigida da percentagem de ascos vazios foi
de 62,9% e a corrigida de 89,7%, diferenca bastante importante pois condicionou a
tomada de decisio baseada na estimativa final dos ascésporos presentes no

ecossistema agrario.

Na Fig. 50 apresenta-se a percentagem de ascos corrigida dentro de cada classe de
maturacao tendo em conta o nimero maximo de ascos formado no interior das

pseudotecas em cada ano.
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Fig. 50 Evolu¢do da matura¢do dos ascosporos de Venturia pirina no interior de pseudotecas
esmagadas, recolhidas semanalmente de 1996 a 1998 da manta morta na parcela de
pereiras (cv. Rocha) ndo pulverizada localizada na Sobrena. Distribui¢do por classes de
maturidade do niumero médio de ascos corrigido observado no interior de vinte
pseudotecas esmagadas.

Verificou-se em 1996 a 1998 que os ascos presentes na amostragem de 20

pseudotecas se encontravam imaturos (com ou sem ascésporos em formagio) no dia
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13 de Marco em 1996 e no dia 25 de Fevereiro em 1997 e 1998. Verificou-se em dois
dos trés anos em analise a rapida evolugdo da maturidade dos ascésporos, no inicio
da estagdo, entre a segunda quinzena de Fevereiro e a primeira de Marco em 1997 e
1998. Em 1996 este fenémeno ocorreu preferencialmente da primeira quinzena de
Marco para a segunda. No infcio da estacio observou-se grande variancia na
amostragem das pseudotecas contendo os ascosporos maduros factor atenuado no

final da estacao.

O numero maximo de ascos presentes nas pseudotecas foi atingido a 31 de Margo, 3
e 13 de Abril em 1998, 1997 e 1996, respectivamente. As pereiras encontravam-se em
plena floragao (estado F-G) em 1996, frutos em crescimento (estado J) em 1997 e no

botao branco (estado E) em 1998.

Os primeiros ascos vazios surgiram no interior das pseudotecas a 31 de Marco (2,3%
do total) em 1996, 13 de Marco (1,1% do total) em 1997 e 16 de Marco (5,1% do
total) em 1998. Nao se registou chuva no periodo de 18 de Fevereiro a 2 de Abril (43
dias) em 1997 e entre 23 de Fevereiro e 26 de Marco em 1998 (32 dias). No entanto,
nos referidos periodos registou-se forte orvalho (0,2mm durante a noite) em 10 dias
de 1997 e em quatro dias de 1998. O orvalho parece ter estimulado a emissao de
ascosporos por alguns dos ascos. O aparecimento nas pseudotecas dos primeiros
ascos vazios coincidiu com a observacio dos intervalos de 7,5— 38,4%, 28— 54,4% ¢
39,6— 46,9% de ascos com ascosporos maduros no seu interior em 1996, 1997 e

1998, respectivamente.

Durante o més de Abril, a precipitagao foi de 16mm, 38,2mm e 115,2mm em 1996,
1997 e 1998, respectivamente. Em 1997, no final de Abril e principio de Maio,
existiam alguns ascos imaturos no interior das pseudotecas com a incapacidade
aparente de produzir ascOsporos.

No fim de Abril ou principio de Maio finalizou-se a época das infecgOes primarias.
No interior das pseudotecas os ascos exibiam a maior parte dos ascdésporos maduros
a 27 de Abril (95,0%), 1 de Maio (93,9%) e 24 de Abril (95,3%) em 1996, 1997 e
1998, respectivamente (Fig. 51).
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Fig. 51 Avaliagdo da maturag¢do dos ascosporos de Venturia pirina através da percentagem de
ascos com ascosporos maduros ou vazios. Conteudo médio de 20 pseudotecas esmagadas
e contadas semanalmente pelo método diferencial de Gadoury e MacHardy (49),
recolhidas das folhas na parcela de pereira (cv. Rocha) ndo pulverizada na Sobrena, de
1996 a 1998.

Modelos da maturagao dos ascosporos pelo método do esmagamento de

pseudotecas

A percentagem de ascos contendo ascésporos maduros foi relacionada com o
integral térmico acumulado acima de 0°C, desde a data de observaciao dos primeiros
ascosporos maduros e o fim da maturagio, no principio de Maio, de 1996 a 1998.

Essas relagoes estao representadas na Fig. 52.

Quando o calculo dos graus-dia acumulados se baseou na data de observagao dos
primeiros ascosporos maduros obteve-se a dispersio de dados bastante homogénea
(Fig. 52A). A sobreposi¢ao aos dados do modelo matematico tendo por base a taxa
de maturac¢ao de 0,00415/ °C acumulado, proposta por Spotts e Cervantes (169) para
o Oregon, conduziu a relagao significante (p<0,001) com coeficiente de correlagao
de 80,6%. A utilizacao da data fixa anual (1 de Marco) para o inicio do integral
térmico, embora apresente o desfasamento acentuado no ano de 1996, permitiu

obter também a relagao significante (p<<0,001).

Do ponto de vista das previsoes efectuadas, tendo por base os modelos descritos,
verifica-se o maior desfasamento nas previsdes ao inicio da época das infecgdes
primarias e a aproximag¢ao no final da esta¢dao, quando a maioria das pseudotecas ja
emitiram os seus ascosporos. O modelo preve 95% e 98% de ascésporos maduros ao

fim de 720°C e 940°C, respectivamente.
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Fig. 52 Modelo para a estimativa da evolug¢do da maturagdo dos ascosporos de Venturia pirina,
assumindo a taxa de maturagdo proposta no modelo de Spotts e Cervantes (169), para os
anos de 1996 a 1998 na Sobrena. As observagoes basearam-se na média do conteudo de
20 pseudotecas esmagadas e contadas semanalmente pelo método diferencial de
Gadoury e MacHardy (49). O inicio do integral térmico médio acima de 0°C aconteceu
apos a observagdo dos primeiros ascosporos maduros (p<0,001) A ou apos 1 de Margo
(p<0,001) B.

No Quadro 2 faz-se o resumo dos pontos mais relevantes da fase sexual do fungo 1.
pirina, em relagdo ao seu hospedeiro e ao integral térmico, calculado acima de 0°C,
apos a observagdo dos primeiros ascosporos maduros no interior das pseudotecas.
As pseudotecas apresentavam 95% de ascosporos maduros apos 571°C em 1996,
704°C em 1998 e mais de 980°C em 1997. A totalidade dos ascésporos maduros foi
atingida, em dois dos anos em estudo, quando o integral térmico observado foi cerca
de 900°C ou inferior. Em 1997 a completa maturagao dos ascosporos necessitou
aparentemente de unidades térmicas adicionais. Contudo, no fim da época foram
observados alguns ascos imaturos (6,1%), no interior de pseudotecas, em processo de
desintegracao, sem a capacidade aparente para completar o processo. Verificou-se

que o integral térmico calculado apés 1 de Margo totalizou 900°C no dia 8 de Maio
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de 1996 e 1998-2000. A tnica excepgao foi 1997 onde os 900°C ocorreram no dia 27
de Abril.

Quadro 2 Data do inicio da matura¢do dos ascosporos de Venturia pirina (IMA), primeira
observagdo de ascos vazios nas pseudotecas (IAV) e correspondente estado fenologico
da pereira (EF). Data da observacdo de 95% e 100% de ascosporos maduros (M95 e
MI100) e integral térmico diario (IT), calculado acima de 0°C apos o inicio da
matura¢do dos ascosporos. Data correspondente a 900°C acumulados desde 1 de
Margo (IT900).

Ano IMA EF IAV EF M95 IT(°C) M100 IT(°C) 1T900

1996 13/3-23/3 A-B 23/3-31/3  B-C 27/4 571 18/5 871 08/5
1997 25/2-06/3 B-C 06/3-13/3  D-E 01/5 >980 >01/5 >980 27/4
1998 25/2-09/3 A 09/3-16/3 A-B 24/4 704 08/5 907 08/5

A-— repouso, B— intumescimento dos gomos, C— ponta verde, D— botdo verde e E— botio branco

Discussao

Aspectos anteriores a maturagao dos ascésporos

A queda da folha da pereira acontece na regiado do Oeste de Portugal entre
Novembro e Dezembro (206). A maioria das pseudotecas de . pirina formou-se no
meés seguinte a queda da folha, preferencialmente durante o més de Janeiro, no

periodo de 1996 a 1998. Segundo Gadoury e MacHardy (48) a maioria das

pseudotecas de . inaequalis forma-se nos 28 dias apds a queda da folha da macieira.

Para 1. inaequalis existe a relagao negativa entre o nimero de ascos observado no
interior das pseudotecas e a temperatura, desde o inicio da formacao dos ascos até ao
pico (52). Para 7. pirina este periodo correspondeu aproximadamente aos meses de
Fevereiro e Mar¢o na regiao do Oeste de Portugal. Aparentemente, o nimero de
ascos de 1. pirina foi determinado antes do aparecimento de ascésporos maduros no
seu interior, a varia¢ao da temperatura apds esta fase nao pareceu alterar o numero de
ascos formados em cada pseudoteca. Na regido do Oeste o numero de ascos

dependeu fortemente das condigdes climaticas prevalecentes durante Fevereiro.

Aspectos posteriores ao inicio da maturagao dos ascésporos

Os ascosporos iniciaram o seu processo de amadurecimento entre a fase final do
repouso vegetativo (estado A) e a ponta verde (estado C) dos gomos da pereira, do

fim de Fevereiro ao principio de Marco. O pico da maturagado dos ascosporos
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ocorreu normalmente, durante o periodo de floracio O processo de maturagao
completou-se no fim de Abril ou no principio de Maio. Na regidao do Oeste muitos
ascosporos de 1. pirina apresentaram-se desintegrados ou enrugados ap6s meados de
Abril. Este aspecto foi também observado no Oregon por Spotts e Cervantes (169)
no final da estagao, onde as pseudotecas com 5% de ascos contendo ascédsporos de

V. pirina maduros nao emitiam ascosporos.

Rosa e Gongalves (133), por observagao microscopica das pseudotecas, indicam o
inicio da maturacao dos ascésporos de . pirina na regiao do Dao de 11 a 25 de
Marco, apos ocorrerem de 774°C a 1013°C acumulados desde 1 de Dezembro. O
valor médio deste integral térmico foi determinado em 905,8°C na regidao de Viseu
(132).

Cruz et al. (38) referem o inicio do desenvolvimento vegetativo da pereira na regiao
do Oeste de Portugal em Fevereiro ou Marco e as pseudotecas geralmente maduras,
a emitir os ascosporos, de meados de Fevereiro a principios de Maio. Caso exista o
atraso do inicio da maturacao para Mar¢o a emissao dos ascosporos ¢ prolongada até
Junho. Em 1996, a matura¢ido dos ascosporos teve inicio de 13 a 23 de Margo,
contudo ndo ocorreu qualquer atraso na progressao da maturacio dos ascésporos,

que terminou, a semelhanc¢a dos restantes anos do estudo, no principio de Maio.

O numero médio de ascos presentes nas pseudotecas, 84 em 1996, 206 em 1997 e
137 em 1998, apresentou uma varia¢ao consideravel, talvez explicada em virtude do
Inverno de 1995- 96 ter sido ameno e pouco chuvoso em contraste com os de 1996-
97 e 1997- 98, frios e chuvosos. A diferenca do nimero de ascos presente nas
pseudotecas apds os Invernos de 1996- 97 e 1997- 98 talvez seja explicada pela
temperatura média observada em Fevereiro de 1997, ao ser inferior 2 do mesmo més
em 1998, possibilitou a formagdo de maior numero de ascos no interior das

pseudotecas.

Na regiao do Oeste, 142,3 ascos por pseudoteca foi o valor médio de ascos nos anos

de 1996 a 1998. De acordo com Spotts e Cervantes (169) o numero médio de ascos

de 1. pirina no interior das pseudotecas no Oregon ¢ de 143% 7. Todavia,
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recentemente, os mesmos autores tém considerado o valor de 131,5 ascos por

pseudoteca no calculo do PAD (167).

Para 1. inaequalis, é referido o valor médio de 122 ascos por pseudoteca (51). O
nimero de ascos presentes nas pseudotecas de V. imaequalis é principalmente
condicionado pela temperatura, sendo as mais baixas as favoraveis ao aparecimento

de maior numero (52, 99).

A época de infecgao primaria na regiao do Oeste durou cerca de dois meses. Spotts e
Cervantes (169) observaram no Oregon periodos de maturagdo e emissao dos
ascosporos mais longos (3-4 meses). Este facto deve-se provavelmente ao clima mais
frio dessa regido, pois o integral térmico acumulado no Oeste, até ao fim da
maturagao dos ascosporos nos anos de 1996- 98 foi cerca de 900°C, idéntico ao
indicado para o Oregon (1000°C) para aproximadamente 98% de ascosporos
maduros. Varios modelos para /. inaequalis indicam 50% de ascésporos maduros
apo6s 500°C ou 600°C (20, 143, 174). Em climas do tipo mediterranico, os ascosporos
amadurecem e podem ser emitidos no periodo de quatro a 10 semanas (16, 38, 158,
210), sendo a maioria emitida em menor intervalo. Quando se considera a época da
plena floracdo e nao o intervalo absoluto como referéncia, é vulgar a maturagao dos
ascosporos terminar no intervalo de duas a seis semanas apos a plena floracio. Em
1994 a plena floragao aconteceu no dia 26 de Marco e a quantidade de ascosporos
maduros foi diminuta um meés apos a data (158). Apds o vingamento da pereira
(estado fenoldgico I) menos ascosporos maduros foram observados no interior das

pseudotecas.

A emissdo regular de quantidade substancial de ascosporos foi observada apds a
percentagem de ascosporos maduros ultrapassar 30% a 40%, dentro das pseudotecas.
O intervalo de 10 ou mais dias ocorreu entre o inicio dos ascésporos maduros e a
observacao dos primeiros ascos vazios dentro das pseudotecas, indicador da sua
emissdao. Aparentemente, 85°C a 125°C adicionais, acumulados desde a observacio
dos primeiros ascésporos maduros, foi necessaria aos ascos para a completa

maturacao.
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Embora o exame de pseudotecas esmagadas seja um dos métodos mais utilizados
mundialmente para avaliar a evolugdo da maturagdo dos ascoésporos e assim
determinar o inicio e fim da época das infec¢Oes primarias, o método pode conduzir
a estimativas enviesadas do padrio de maturacao e descarga dos ascésporos de 1.
pirina. Miller e Waggoner (106) observaram 25% de ascosporos maduros no fim da
Primavera em pseudotecas esmagadas de 1. inaequalis. Contudo, utilizando o capta-
esporos, situado no mesmo local onde as folhas eram amostradas foram incapazes de
recolher ascosporos em situagOes meteorologicas favoraveis as emissdes. O facto
segundo Gadoury e MacHardy (49), deveu-se ao método de contagem dos ascos

utilizado por Miller e Waggoner, que subestimou os ascos vazios no fim da estagao.

A técnica do esmagamento das pseudotecas ¢ util para identificar fases importantes
da evoluc¢ao da populagdo hibernante do pedrado: o amadurecimento dos primeiros
ascosporos, o pico dos ascosporos maduros e o fim dos ascosporos no ecossistema

agrario, atingido pelas pseudotecas com mais de 95% de ascosporos maduros.
Método de previsiao do grau de maturacio dos ascos e ascOsporos

Resultados

Método das placas de Petri

Na Fig. 53 e Fig. 54 pode-se observar o nimero médio de ascosporos emitidos por

cm” de folha, durante o petiodo de uma hora, a0 longo da Primavera de 1996 e 1997.

No ano de 1996 o nimero méximo de ascésporos emitidos por cm” de folha foi de
1331 ascosporos e aconteceu a 4 de Maio. Nesse ano a data coincidiu com o ultimo
dia de emissao de ascosporos. O nimero maximo de ascosporos emitidos em 1997
ocorreu no dia 19 de Abril (404 ascésporos) na amostra proveniente do pomar
pulverizado (T) e a 3 de Maio (3257 ascésporos) na amostra do pomar nao
pulverizado (NT). Todavia, o numero de ascosporos emitidos a 3 de Maio (T— 374

ascosporos) foi um dos mais elevados da estagao em ambos os pomares.

Em 1996 e 1997 o nimero total de ascésporos emitidos durante a época das

infecgoes primarias foi de 4444 ascosporos e 12146 ascosporos por centimetro
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quadrado de folha na parcela sem tratamentos fungicidas, respectivamente. No
pomar comercial o nimero total de ascésporos emitidos foi de 1849 ascésporos/cm’

de folha em 1997. A estimativa do nimero de pseudotecas contidas por cm’ de

tecido vegetal foi de 6,6 em 1996 e 7,4% 1,3 em 1997 na parcela nao tratada, e de 1,1+

0,5 em 1997 no pomar comercial.
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Fig. 53 Nimero médio de ascésporos de Venturia pirina emitidos semanalmente por cm’ de folha
durante 1996. Amostra da manta morta efectuada no inicio de Mar¢o na parcela sem
tratamentos fungicidas localizada na Sobrena.
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Fig. 54 Niimero médio de ascésporos de Venturia pirina emitidos semanalmente por cm’ de folha
durante 1997. NT — pomar sem tratamentos fungicidas, T — pomar com tratamentos
fungicidas. Amostra da manta morta efectuada no inicio de Mar¢o nos dois pomares
localizados na Sobrena.

Em 1996 os primeiros ascosporos reuniram as condigdes necessirias a emissio

durante a terceira semana de Marco e em 1997 durante a primeira semana de Margo.

Entre 13 e 23 de Marco de 1996 amadureceram 17% dos ascos de . pirina

possibilitando a emissdao de igual frac¢ao de ascésporos. De 18 a 25 de Margo as
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pereiras  (cv. Rocha) evolufram do estado A (dorméncia) ao estado B
(intumescimento dos gomos). A totalidade dos ascésporos foi emitida até 4 de Maio
nesse ano. No ultimo dia de emissdao de ascosporos o evento correspondeu a 30% do

total observado nesse ano (Fig. 53). Em 1996 a plena floragao da pereira ocorreu de

15 a2 20 de Abril.

No dia 8 de Mar¢o de 1997 emitiu-se 1,6% dos ascosporos de . pirina (Fig. 54). De
32 9 de Margo de 1997 as pereiras evoluiram do estado fenolégico C (ponta verde)
para o D (botdo verde). A 10 e 17 de Maio, 96,3% e 98,4% dos ascosporos do ensaio
foram emitidos, respectivamente. De notar que a plena floragiao da pereira aconteceu

muito cedo em 1997, de 16 a 21 de Marco.
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Fig. 55 Evolugcdo da percentagem acumulada de ascosporos de Venturia pirina emitidos
semanalmente por cm’ de folha, ao longo da Primavera de 1997. NT- pomar sem
tratamentos fungicidas, T-— pomar com tratamentos fungicidas. Amostra da manta morta
efectuada no inicio de Margo nos dois pomares localizados na Sobrena.

Em relacdo ao in6culo potencial observado em 1997 nos dois pomares, verificou-se
. , .. 2 ~
que o nimero de ascoésporos emitido por cm” de folha no pomar tratado na estagao

anterior, representou 15% do valor observado no pomar abandonado (Fig. 55).

Quando se comparou a percentagem de ascosporos emitidos em 1996 e 1997 (Fig.
56) nas folhas provenientes da parcela sem tratamentos fungicidas, verificou-se a
grande semelhanca no padrio temporal de emissio, constituindo um resultado

inesperado, dada a diferenca climatica observada nos dois anos.

Todavia, verificou-se, comparativamente aos dois anos, que o atraso inicial na

emissao dos ascosporos observado em 1996 foi atenuado no final da estacdo, em
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concordancia com os resultados dos ensaios anteriores, que mediram a evolugdao da

maturagdo no interior das pseudotecas.
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Fig. 56 Evolu¢do da percentagem acumulada de ascosporos de Venturia pirina emitidos
semanalmente ao longo da Primavera de 1996 e 1997 por cm’ de folha amostrada.
Amostra da manta morta efectuada no inicio de Mar¢o no pomar sem tratamentos
fungicidas, localizado na Sobrena.

A comparagao dos dois métodos utilizados para avaliar o grau de maturagao dos
ascosporos (Fig. 57), no interior das pseudotecas ou através da sua emissao, permitiu
constatar que a maturagdo dos ascosporos foi anterior a maturagdio dos ascos
correspondentes. A observagao atenta da Fig. 57 permite verificar que as curvas de
maturacao dos ascosporos, obtidas em 1996 e 1997, pela observagao do interior das
pseudotecas, nao coincidem com as curvas de ascos vazios dos respectivos anos nem
com as curvas de emissao dos ascésporos nas placas de Petri. As curvas de emissao
dos ascosporos nas placas de Petri aproximam-se mais das curvas de ascos vazios em
relagdo as curvas de maturacio dos ascosporos. A progressio da maturagao pelas
curvas de ascosporos maduros foi anterior a progressio da maturagao dos ascos
observada pelas curvas de emissao dos ascosporos. O desfasamento entre as curvas
de ascos vazios e as de emissao dos ascdsporos, observado no inicio da estagao, pode
ter sido resultado da auséncia de chuva durante esta fase, que impediu a emissao dos
ascosporos em condigdes naturais e assim o aparecimento de ascos vazios. Em 1996
nao se registou precipitacio de 9 a 20 de Abril, nada podendo ser referido para o
periodo anterior a 9 de Abril, por auséncia de dados climaticos. Em 1997 a chuva foi
ausente durante Marco até 2 de Abril. A unica precipitagdo observada neste periodo

deveu-se a cinco periodos de orvalho que totalizou Imm.
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Fig. 57 Evolu¢do da percentagem acumulada de ascosporos de Venturia pirina emitidos
semanalmente nas placas de Petri por cm’ de folha amostrada e a mesma evolugdo
através da observagcdo do conteudo das pseudotecas (ascos maduros ou vazios) pelo
meétodo do esmagamento ao longo da Primavera de 1996 A e 1997 B. Amostras da manta
morta efectuadas na parcela sem tratamentos fungicidas, localizada na Sobrena.

Entre o ponto médio (50%) da curva de maturagdo dos ascésporos e o
correspondente a 50% de emissao de ascosporos, existem 10 a cerca de 30 dias de

desfasamento, nos dois anos do estudo (1996 e 1997).

Modelos da maturacao dos ascos pelo método das placas de Petri

As relagdes obtidas entre a emissdo dos ascoésporos nas placas de Petri e o integral
térmico acima de 0°C, calculado apés 1 de Margo, seguem curvas Normais
significantes em 1996 e 1997 (Fig. 58). O desvio padrao variou de 253°C a 317°C em

1996 e 1997, respectivamente.
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Ascosporos emitidos

Fig. 58
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Modelo de estimativa da emissdo de ascosporos de Venturia pirina, nos anos de 1996 e
1997 na Sobrena pelo método das placas de Petri. Integral térmico didrio acima de 0°C
calculado apos 1 de Margo (pog,97<0,001).

Os dados da emissao dos ascésporos nas placas de Petri correspondentes ao

conjunto dos dois anos em estudo relacionam-se com significancia pela curva

Normal, com a data juliana ap6s o dia 1 de Marco (Fig. 59).

A enorme coincidéncia entre os dados, a existir na realidade, faz supor a ac¢io de

outros factores, caso do fotoperiodo, na sincronizagao da emissao dos ascosporos

entre os diferentes anos, que a variagao da precipitagdao e da temperatura confundem.

Fig. 59
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Modelo de estimativa da emissdo conjunta de ascosporos de Venturia pirina, nos anos de
1996 e 1997 na Sobrena pelo método das placas de Petri. O modelo iniciou-se a 1 de
Margo (p<0,001).
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Discussdao

O nimero de pseudotecas estimado por cm® de folha na manta morta variou de 6,6 a
7,4 no pomar sem tratamentos fungicidas, para cerca de um sexto no pomar
comercial. As folhas da pereira (cv. Rocha) medem em média 18cm” (158). O
numero de pseudotecas presente nas folhas infectadas variou de cerca de 20 a mais
de 130 por folha. No pomar comercial o mais comum foi observar uma lesao
discreta de pedrado por folha infectada. O valor sugere a formagdo de cerca de 20
pseudotecas de . pirina por lesio. O valor estimado de pseudotecas de 1. pirina
formadas por lesao foi de 20,2+ 9,3. Spotts e¢# al. (167) referem no Oregon de 15,2 a

24,4 pseudotecas formadas por lesao fértil nas cultivares Anjou e Bartlett.

Verificou-se o padrao semanal de emissao de ascosporos nas placas de Petri proximo
da curva de ascos vazios, observados nas pseudotecas recolhidas de folhas mortas. A
curva de maturagao de ascésporos (ascosporos bem septados de cor verde palido)
nao coincidiu com a curva de emissdo de ascésporos nas placas de Petri. A
matura¢ao dos ascosporos foi anterior a possibilidade de emissdao. A diferenga entre
as duas curvas sugere que a maturagdo dos ascosporos devera ser anterior a
matura¢do dos ascos correspondentes. Muitos dos ascosporos aparentemente
maduros permaneceram nos ascos, mesmo nas condi¢des climaticas mais favoraveis
a emissao. A evidéncia de disparidade entre a matura¢ao dos ascosporos e a dos
ascos correspondentes é conhecida para . inaequalis (55) embora seja um dado novo
para 1. pirina.

A emissao dos ascésporos e a maturagao dos ascos de /. pirina seguiram a curva
Normal em relagio ao integral térmico acumulado apds 1 de Margo. A curiosa
relacio Normal do conjunto dos dados dos dois anos e o dia juliano, a confirmar-se,
sugere que o fungo sera capaz de ajustar a maturagao dos ascos em func¢iao da
duragao do fotoperiodo e talvez a temperatura e a precipitagao ocultem o verdadeiro
mecanismo de sincronizagao biolégica. Sabe-se que a ruptura dos ascos de 1. pirina e
V. inaequalis ocorre preferencialmente durante o fotoperiodo (32) talvez devido a

presenca de um composto foto-receptor (97).
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Os resultados do método das placas de Petri foram particularmente condicionados
pela temperatura e pela humidade contida no interior dos discos de folha morta,
factores de maior influéncia na evolugao da maturacio dos ascos e ascosporos de
Venturia pirina (165, 169) e Venturia inaequalis (48, 52, 71, 72, 95, 97, 217). As folhas
da manta morta sio regularmente humedecidas na natureza, quer pelo efeito da
chuva, quer pelo do orvalho matinal, muito comum na regiao do Oeste (158). As
folhas do ensaio, embora sujeitas a ciclos de temperatura similares aos da natureza,
foram humedecidas semanalmente, contribuindo talvez, para retardar ligeiramente o
final da emissao dos ascosporos, determinado pelo método. No inicio da estagao
observaram-se ascos vazios dentro das pseudotecas, em percentagem inferior a dos
ascosporos emitidos nas placas de Petri, provavelmente devido a falta de chuva
durante Abril de 1996 e Marco de 1997. No fim da estacdo, as folhas mortas sob as
arvores decompuseram-se e as pseudotecas desintegraram-se mais, em relagao as dos
discos presentes nas placas de Petri. Isto pode explicar a emissao de ascosporos em
data posterior a indicada pelo método de esmagamento das pseudotecas, para o fim

dos esporos primarios.

O método pode ser facilmente melhorado de modo a evitar a dissecacao excessiva
dos discos de folha, sendo preferivel manté-los no estado maleavel (hidratados),
semelhante ao caso de folhas mortas em contacto com o solo. Basta selar as placas de
Petri aplicando uma pequena tira de Parafilm, imediatamente apés a emissao dos
esporos. Talvez desta forma se mantenha a alta humidade dentro das placas de Petri

e se simule melhor a situagao natural, junto ao solo.

O método pode ser utilizado no calculo da produtividade de ascosporos em
diferentes pomares, nos estudos comparativos de evolu¢ao da maturacao de ascos e
ascosporos e na determina¢ao do inicio, maximo e fim da sua emissao. A utilizagao
deste método determina com rigor suficiente o inicio e o fim da possibilidade de
infecgoes primarias do pedrado da pereira e requer a simples utilizagdo de

microscopio.
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Dinamica dos ascosporos na atmosfera

Resultados

A evolugio dos ascosporos de 1. pirina na atmosfera do pomar foi estudada durante
os anos de 1997 e 1998. A captura de ascosporos foi efectuada pela primeira vez a 9
de Marco e a 28 de Marco em 1997 e 1998, respectivamente. As capturas de

ascosporos na atmosfera terminaram a 5 de Maio em 1997 e a 28 de Abril em 1998.
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Fig. 60 Evolugdo do numero de ascosporos de Venturia pirina capturado na fita do capta-
esporos volumétrico localizado na proximidade dum pomar durante os anos de 1997 e
1998, na Sobrena.

A época das infec¢Oes primarias prolongou-se por cerca de dois meses em 1997 e por
cerca dum meés em 1998 (Fig. 60). O volume total de ascésporos presentes na
atmosfera do pomar foi cerca do triplo em 1997 em relagio a 1998 enquanto o
numero maximo de ascos no interior das pseudotecas foi somente 1,5 vezes maior.

O nuamero total de ascosporos capturados (dose de ascosporos) ao longo da
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Primavera de 1997 foi de 6027 e na Primavera de 1998 foi de 1987 ascésporos por
m’,

O nimero méaximo de ascésporos capturados por hora foi de 1733/m’ a 10 de Abril
de 1997. Em 1998 o nimero maximo de ascésporos capturados, 227/m’/h, foi
inferior a 1997 e ocorreu a 31 de Margo. Na semana anterior aos picos de maxima

captura atmosférica, observou-se a maior frequéncia de ascosporos maduros no

interior das pseudotecas dos anos respectivos (70,6% em 1997 e 46,7% em 1998).

Emissao de ascésporos pela ac¢ao da luz
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Fig. 61 Distribuicdo horaria do numero total de ascosporos de Venturia pirina capturado na fita

do capta-esporos volumétrico localizado na proximidade dum pomar durante os anos de
1997 e 1998 na Sobrena.

Os ascosporos de 7. pirina foram capturados fundamentalmente durante o
fotoperiodo. Os ascésporos capturados entre as 6:00 e as 18:00 representaram 90,3%
e 98,0% do total capturado durante 1997 e 1998, respectivamente (Fig. 61). O pico

da emissao dos ascosporos aconteceu as 11:00 nos dois anos em anlise.
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Emissdo de ascésporos pela ac¢ao da chuva
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Fig. 62 Eventos com captura significativa (>100 ascésporos/m’/h) de ascésporos de Venturia
pirina ocorrida principalmente durante o periodo diurno e com registo de precipitagdo
por chuva, em 1997 na Sobrena. Os tragos horizontais indicam os periodos de chuva.
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Fig. 63 Eventos com captura significativa (>40 ascésporos/m’/h) de ascosporos de Venturia
pirina ocorrida principalmente durante o periodo diurno e com registo de precipitagdo
por chuva, em 1998 na Sobrena. Os tragos horizontais indicam os periodos de chuva.
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Fig. 64 Eventos com captura significativa (>40 ascésporos/m’/h) de ascésporos de Venturia
pirina ocorrida principalmente durante o periodo diurno e com registo de precipitagdo
por chuva, em 1998 na Sobrena. Os tracos horizontais indicam os periodos de chuva.

A maioria dos ascosporos foi capturada apds a ocorréncia de chuva e durante o
fotoperiodo. Nas Fig. 62, Fig. 63 e Fig. 64 sio mostrados os eventos com captura

significativa de ascésporos (acima de 1,5% ou 2% do total do ano).

Normalmente, quando a chuva se iniciou durante a noite a captura observou-se na
manha seguinte, caso do registado nos dias 3, 18 ¢ 19 de Abril em 1997 (Fig. 62) e
nos dias 29 e 31 de Marco ou nos dias 3, 5, 9, 10, 15 e 26-28 de Abril em 1998 (Fig.
63, Fig. 64). Nestes dias foi observado um intervalo de varias horas do inicio da
chuva ao principio da captura dos ascésporos da atmosfera. Quando a chuva
coincidiu com o fotoperiodo a captura dos ascosporos seguiu de imediato o inicio da
chuva, caso dos dias 18 e 21 de Abril em 1997 (Fig. 62) e dos dias 1 (Fig. 63) e 14
(Fig. 64) de Abril em 1998.

Nas manhas precedidas de chuva, a captura dos ascésporos iniciou-se das 8:00 as

10:00 da manha e prolongou-se num intervalo de 4 a 6 horas, na maioria dos casos.
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Durante 1997 e 1998, os ascésporos foram capturados em numero significativo ao
longo da época das infecgbes primarias, distribuidos por quatro a seis periodos de
emissdo principal, promovidos pela presenca da chuva. Durante 1997 a emissao de
ascosporos nos periodos correspondentes aos dias 2-3, 10—11, 17-19 e 21 de Abril
representaram 83,6% do total do ano. Em 1998, a emissdo ocorrida nos periodos de
28-29 de Margo, 31-1, 3-5, 9-10, 14-15 e 26-28 de Abril representaram 85,9% do

total da estacgio.

Emisséao de ascésporos pela ac¢ao do orvalho
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Fig. 65 Eventos com captura significativa (>100 ascésporos/m>/h) de ascésporos de Venturia
pirina ocorrida durante o periodo nocturno, em 1997 na Sobrena. Sem registo de
precipitagdo A. Com registo de 0,2mm de precipita¢do (orvalho forte) na noite de 22 de
Margo, mas auséncia de chuva B.

Nos dois anos em analise (1997 e 1998) foram detectados dois perfodos com emissao
significativa de ascosporos na auséncia da chuva (Fig. 65). Os ascosporos emitidos
em 13-14 e a 22-23 de Mar¢o em 1997 correspondem a 2,4% e 6,0% do total

capturado nesse ano, respectivamente.
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Nas noites de 13 e 14 de Marco foi observado orvalho sobre as arvores. Nas noites
de 12 e 22 de Margo foi registado 0,2mm de precipitagio no udémetro, devido a
orvalho bastante intenso. As emissoes de ascosporos ocorreram no periodo de
auséncia de chuva, observado em 1997, desde fim de Fevereiro até ao inicio de Abril

onde, no total, se registou Imm de precipitagao.

Dose relativa de ascésporos
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Fig. 66 Evolugdo da dose relativa de ascosporos de Venturia pirina capturados do ar pelo capta-
esporos volumétrico e intensidade maxima de precipitagdo ocorrida durante as
Primaveras de 1997 e 1998. Durante as noites de 3, 4, 5, 12 e 22 de Marco em 1997 e 5,
7, 24 e 27 de Marc¢o de 1998 registou-se 0,2 mm de precipitagdo devido a orvalho forte.

Na Fig. 66 mostra-se a evolugdo da dose relativa de ascosporos ao longo das
Primaveras de 1997 e 1998 em conjunto com a intensidade maxima horaria da

precipitagao diaria, chuva ou orvalho. Parece nao existir qualquer relacio entre a
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intensidade da precipitacio observada em determinado dia e a dose relativa de
ascosporos presente na atmosfera. Durante 1997 foi capturado o maior volume de
ascosporos durante chuva de intensidade inferior a 2mm/ h, nos dias 2 e 10 de Abril
com 1,4mm/ h e 0,8mm/ h, respectivamente. Em 1998, embora a chuva intensa dos
dias 31 de Marco (9,2mm/ h) e 14 de Abril (7mm/ h) tenha conduzido a volume
consideravel de ascosporos na atmosfera, a chuva da mesma ordem de grandeza
ocorrida no dia 5 de Abril (7mm/ h) conduziu a reduzida captura. Cinco eventos de
chuva com intensidade inferior a 2mm/ h (29/3, 3/4, 9/4, 26/4 ¢ 28/4) foram

responsaveis pela maior parte dos ascosporos capturados em 1998.
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Fig. 67 Comparagdo entre a dose relativa de ascosporos de Venturia pirina capturados no capta-
esporos volumétrico e a evolugdo dos ascosporos emitidos pelo método das placas de
Petri (1997) ou dos ascos vazios, observados no interior das pseudotecas apos
esmagamento, ao longo da Primavera de 1997 A e 1998 B. Amostra da manta morta
efectuada na parcela sem tratamentos fungicidas.

A dose relativa de ascosporos relacionou-se com a evolugao dos ascos vazios no
interior das pseudotecas e também com a evolu¢do dos ascosporos emitidos pelo

método das placas de Petri (Fig. 67).
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Em 1997, da fase inicial da estagdo até ao nimero maximo de ascos estar presente
nas pseudotecas, a dose relativa de ascosporos relacionou-se com a curva de ascos
vazios observados no interior das pseudotecas. Apds esta fase a progressio dos
ascosporos capturados acelerou em relagao as curvas de ascos vazios ou de emissao
dos ascésporos nas placas de Petri. Em 1998, a dose relativa de ascosporos justapOs-
se a curva de ascos vazios durante a maior parte da estagao. Contudo, na fase final, as
capturas terminaram antes da curva de ascos vazios ter atingido 100%, a semelhanca

do ocorrido no ano antetiot.

Aparentemente, a presenca de ascosporos no ar foi condicionada por outros factores
observados nos pomares, caso da area da manta morta, que decresce continuamente
e da diminui¢do das pseudotecas verificada no final da estagdo, por rapida
degradacao. Estes dois factores sao indetectaveis pelos métodos de esmagamento de

pseudotecas ou das placas de Petri.

Modelo da captura atmosférica de ascésporos
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Fig. 68 Modelo de estimativa da emissdo dos ascosporos de Venturia pirina, baseado no niimero
de ascosporos capturado no capta-esporos volumétrico localizado na proximidade dum
pomar na Sobrena nos anos de 1997 e 1998. O modelo iniciou-se a 1 de Margo
(p<0,001).

Com base nos dados obtidos através da captura atmosférica de ascosporos
desenvolveu-se um modelo para o conjunto dos dados referentes a 1997 e 1998 (Fig.
068). A captura de ascésporos presentes na atmosfera segue o padrio Normal
(p<0,001), em relagao ao integral térmico diario acima de 0°C, calculado apods 1 de

Marco. O desvio padrio observado na curva da dose relativa de ascésporos foi de
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150°C. A fase mais intensa da captura atmosférica coincidiu com o periodo da queda
das pétalas (estado H) ao inicio do crescimento dos frutos (estado J) e da floracao

(estado F) a queda das pétalas (estado H) em 1997 e 1998, respectivamente.

Os diferentes modelos desenvolvidos para a maturacao, emissio ou captura dos
ascosporos de /. pirina foram comparados na Fig. 69 com modelos explanados para

a maturagao dos ascosporos de . pirina ou V. inaequalis noutras regides.
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Fig. 69 Comparagdo entre os diferentes modelos de estimativa da maturagdo ou emissdo dos
ascosporos de Venturia pirina: Spotts e Cervantes (169), 1996, 1997 (placas de Petri),
1997 e Oeste (capta-esporos) ou Venturia inaequalis: Schwabe et al. (143).

O modelo de estimativa da maturagao dos ascosporos de . pirina, desenvolvido por
Spotts e Cervantes (169) no Oregon e validado na regiao do Oeste com o mesmo
proposito, segue uma tendéncia distinta dos modelos explicativos da emissao dos
ascosporos (1996 e 1997 nas placas de Petri) ou do modelo obtido com base nas
capturas do capta-esporos (Oeste capta-esporos). O modelo desenvolvido por
Schwabe e7 al. (143) para a evolugdo da maturagao dos ascésporos de 1. inaequalis na
Africa do Sul quase coincide com o modelo 1996— placas de Petri para a emissio dos
ascosporos de . pirina. De todos os modelos, o Oeste— capta-esporos apresenta o
menor desvio padrio do conjunto comparado, embora superior ao desvio padrio
(100°C) do modelo laboratorial obtido por Gadoury e MacHardy (47, 98) para a

matura¢ao dos ascosporos de 1. inaequalis.
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Discussdao

Na maior parte dos anos os primeiros ascosporos de . pirina estaio maduros e
podem ser emitidos do intumescimento (estado B) a ponta verde (estado C) dos

gomos da pereira (16, 82, 90, 91, 109, 131, 169, 210).

Em climas do tipo mediterranico os ascésporos amadurecem e sio eventualmente
emitidos no periodo de quatro a 10 semanas (16, 157, 210), porém a maioria ¢é
emitida num menor intervalo. Em 1997 e 1998 observaram-se capturas atmosféricas

dos ascésporos de . pirina por um periodo de nove e seis semanas, respectivamente.

A dose de ascosporos nao pareceu proporcional ao nimero maximo de ascos
presentes no interior das pseudotecas de cada ano. Em 1997 a dose de ascésporos foi
cerca do triplo em relacdo a de 1998 no entanto, o nimero maximo de ascos em
1997 foi somente 1,5 vezes superior. O valor maximo das capturas anuais de
ascosporos na atmosfera foi antecedido pelas frequéncias maximas de ascosporos

maduros no interior das pseudotecas. Cerca duma semana separou os dois eventos.

A emissao de ascosporos acontece quando as pseudotecas absorvem 4gua e 0s ascos
se distendem através do ostiolo. Nesse momento os ascésporos estido alinhados no
interior do asco até a ruptura da extremidade, momento no qual os ascosporos sao

expelidos em rapida sucessio (30, 154, 157).

No ecossistema agrario do Oeste, mais de 90% dos ascésporos de . pirina foram
emitidos durante o fotoperiodo, apresentando comportamento similar ao descrito
por Washington (210) na Australia e Latorre ez al. (91) ou Montealegre e Auger (109)
no Chile. O pico da captura dos ascosporos ocorreu as 11:00, antecedendo

ligeiramente o meio-dia solar.

Durante o ano de 1997 verificaram-se duas ocasides nocturnas com captura
significativa de ascosporos. Capturas nocturnas de ascésporos sao comuns na
Califérnia (16) ou no Oregon (169). As emissoes nocturnas de ascésporos na regiao

do Oeste foram associadas a presenga de orvalho e auséncia de chuva.

A emissao de ascosporos depende da presenca de filme de agua sobre as folhas

contendo as pseudotecas. Durante o fotoperiodo, o inicio da captura de ascésporos
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coincidiu com o inicio da chuva. Quando a chuva se iniciou durante a noite, a
captura s6 ocorreu durante a manha seguinte. Precipita¢ao inferior a 0,2mm foi
suficiente para iniciar a emissao de ascosporos de 1. pirina na regiao do Oeste. A
maioria dos ascésporos foi capturada durante perfodos de chuva de intensidade
inferior a 2mm/h. Borecki (27) refere, nas condi¢des da Polénia que a emissio
macica de ascosporos de 1. pirina s6 aconteceu quando a precipitacdo foi superior a
0,4mm. Também se observou em Inglaterra a emissao de alguns ascésporos de 1.
pirina durante chuvas ligeiras (0,25mm) ou nos periodos de elevada humidade relativa

subsequentes, até 24h (210).

Hirst (65) indica 0,2mm como o valor minimo de precipitacio para a emissio
substancial de ascésporos de . inaequalis, embora com valores inferiores possa haver
emissao de alguns. MacHardy (97) afirma que a precipitacao baixa de 0,0025mm ¢
suficiente para desencadear a emissdo de ascésporos de . inaequalis. Aylor e Sutton
(14) observaram 50% da captura atmosférica de ascosporos de /. inaequalis em

petiodos com intensidade de chuva infetior a 0,25mm/h.

A maioria dos ascésporos de 1. pirina foi capturada no intervalo de quatro a seis
horas apds o inicio da chuva. Nos pomares, 75% dos ascosporos de 1. inaequalis
foram capturados nas trés horas seguintes a chuva ligeira (65). Em laboratério, o
tungo 1. inaequalis sujeito a humectagao continua, emite a maioria dos ascésporos
em 75 minutos (55) e poucas emissdes sio observadas 150 minutos apds o inicio

destas condicdes (57).

Geralmente, a presenca de orvalho nocturno foi insuficiente a emissao de
quantidades significativas de ascésporos na regido do Oeste. Contudo, em duas
ocasides em 1997, foram emitidos 2,4% e 6,0% do total anual de ascosporos, durante
a noite ou manha seguintes a ocorréncia de orvalho intenso (até 0,2mm). Estes dois
eventos aconteceram num periodo prolongado de chuva ausente (43 dias em 1997).
O papel do orvalho na emissao dos ascosporos de 1. pirina é referido como bastante
importante por diferentes autores (146, 148, 169). Stensvand e# /. (175) observaram a
emissdao nocturna de ascosporos de . inaequalis em noites de orvalho intenso apods a

auséncia prolongada de periodos de chuva.
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Do ponto de vista epidemiolégico, os ascésporos emitidos durante os periodos de
orvalho parecem contribuir de forma limitada para a progressio da doenca. Durante
as noites de orvalho, a velocidade do vento e a temperatura sao baixas e uma grossa
pelicula de 4agua cobre as folhas da manta morta. A maioria dos ascésporos parece
ficar retida na pelicula de agua ou ¢ depositada nas imediagdes. Contudo, o aumento
da velocidade do vento no final da noite ou durante a manha pode dispersar os
ascosporos na atmosfera e permitir a sua deposi¢ao na copa. A emissao significativa

de ascosporos durante noite parece s6 acontecer por auséncia prolongada de chuva.

As curvas da dose relativa de ascosporos foram semelhantes as curvas de ascos
vazios no interior de pseudotecas, no entanto, no final da estagdao, a captura de
ascosporos terminou antes da totalidade dos ascos serem observados vazios. No final
da estagao outros factores intrinsecos ao pomar influenciam também a presenca de
ascosporos na atmosfera, caso da diminui¢ido da manta morta (11) e da
aparentemente rapida degradaciao das pseudotecas, ou da inviabilizacao dos seus
ascosporos. A captura atmosférica dos ascosporos segue igualmente a distribui¢ao
Normal contudo, com o desvio padrio inferior ao obtido no método das placas de

Petri.
Importancia dos ascosporos nas infec¢oes primarias

Resultados

o Quadro 3 apresentam-se as datas de observacio das lesdes resultantes do
N dro 3 t datas de observ das 1 resultantes d
primeiro ciclo de infec¢do primaria e as correspondentes a segunda geragao de lesoes

de . pirina (inicio das lesdes secundarias).

As lesGes primarias iniciais foram observadas quando o estado fenoldgico da pereira
variou da plena floracio (estado F) ao crescimento inicial dos frutos (estado J).
Geralmente, as primeiras lesdes de pedrado apareceram durante a antese. O inicio
das lesoes foi detectado mais cedo em 1997 e mais tarde em 1994 ¢ 1996. Ao inicio

da epidemia, a incidéncia da doenga nos frutos ou nas folhas variou de 0,4% a 3,5%.
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Quadro 3 Data de observag¢ido do inicio das lesées primarias e secundarias. Incidéncia de
Venturia pirina observada ao inicio das lesées primarias ou secundarias em folhas (Fo)
e em frutos (Fru).

Data de inicio das  Incidéncia nos Data de inicio das Incidéncia

lesdes primarias frutos (%) les6es secundarias (%)
1994 16 Abril 1,0 16 Maio 20,0 Fru
13,0 Fo
1996 16 Abril <1,5 18 Maio 6,9 Fru
1997 24 Margo <2,3 17 Abril 7,7 Fru
1998 13 Abril - 9 Maio 63,4 Fo
1999 11 Abril 3,5 9 Maio 31,0 Fru
2000 7 Abril 0,4 28 Abril 17,1 Fru

As primeiras lesoes secundarias foram observadas cerca de trés a quatro semanas
apos a detecgdo das lesGes primarias. Nessa data, a incidéncia nos orgaos infectados

apresentava variacao consideravel, desde cerca de 7% a mais de 60%.

Diferencas significativas foram observadas no padrio de distribuicio das lesdes
primarias e secundarias. As primeiras manifestaram-se por lesdes discretas, isoladas,
enquanto as segundas se caracterizaram pelo padrio agregado na fase inicial,
observando-se grupos de lesdes nos orgaos infectados. Ao longo de cinco anos
observou-se ao inicio da progressio epidémica o padrio aleatério nas lesoes
resultantes, evidente na maioria dos casos, através de uma lesdo por orgao infectado

(fruto ou folha) (Fig. 70).

Durante os cinco anos do estudo observou-se, no periodo do aparecimento das
primeiras lesdes primarias as secundarias, a curiosa frequéncia do fungo oscilando
entre uma a duas lesdes por 6rgao infectado. Em 1996, 1997 e 2000 o inicio da
epidemia de 1. pirina caracterizou-se por lesdes unitarias nos 6rgaos infectados. Em
1998 e 1999 a epidemia iniciou-se com valores ligeiramente acima da unidade, 1,3
lesoes/folha e 1,1 lesGes/fruto, respectivamente. Todavia, em 1998 o valor de 1,3
lesoes/folha foi observado a 1 de Maio, cerca de 15 dias apés a detecgio das

primeiras infec¢bes primarias sobre os frutos.
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Fig. 70 Padrdo de infecgdo do fungo Venturia pirina no ecossistema agrario do Oeste durante os
primeiros ciclos de infec¢do primaria de 1996 a 2000. Os circulos indicam a primeira
data onde foi detectada a infec¢do secundaria.

Na data de observagiao das primeiras lesoes secundarias, o nimero de lesdes por
6rgio infectado variou de 1,0 (1997) a 3,4 (1998). A excepcio de 1997, o valor
amostrado situou-se sempre acima de 1,4 lesoes/ 6rgao infectado. Apds a observacio
das primeiras lesoes secundarias, o nimero de lesdes por 6rgao infectado atingiu

valores de dois a sete.

Discussdao

Quando se analisa o exemplo tipico do fungo patogénico presente em gomos
dormentes infectados, como ¢ o caso do oidio da macieira (Podosphaera leucotricha (EL
E Ev.) Salmon), que inicia as infec¢des primarias através de micélio, verificam-se
infecgoes primarias generalizadas, onde as areas necréticas sao muito extensas e
proximas (2, 62). O padrao nas lesdes observadas reflecte certamente a proximidade
entre os Orgaos susceptiveis e o indculo, afastados de apenas alguns milimetros.
Estromas e conidios presentes nas escamas infectadas de gomos (37, 104, 198, 199,
202, 221) ou conidios formados em lesoes sobre os ramos (16, 27, 37, 38, 81, 82, 91,
103, 109, 173, 216) sao apontados como a fonte principal ou acesséria de indculo

primario de . pirina nas zonas onde tais formas de hibernagao existem.

No caso dos pomares de pereira na regiao do Oeste, as infeccbes de 1. pirina

manifestaram-se ao inicio da epidemia por lesdes aleatorias sobre os frutos ou sobre

141



as folhas, em numero de aproximadamente uma por 6rgao infectado e dispersas pela
copa das pereiras. Durante os anos em estudo, nunca foi observado qualquer rebento
ou corimbo totalmente coberto de lesdes de pedrado, a semelhanca do citado para o

oidio da macieira.

O padrao aleatério das lesdes de pedrado nas arvores é explicavel se o indéculo,
afastado mais de 70cm dos locais susceptiveis, for disperso na atmosfera e
depositado aleatoriamente na copa das arvores. Tal seria possivel se as pseudotecas
presentes nas folhas da manta morta emitissem ascésporos para a atmosfera e menos
plausivel se lesdes presentes nos ramos ou escamas dos gomos produzissem
conidios. No primeiro caso, inclui-se também o inéculo com origem em hospedeiros
alternativos, talvez o caso da nespereira, assim considerado por Sivanesan ef a/ (151)
e existente por vezes na proximidade dos pomares. Esta espécie perenifélia mantém
as folhas durante todo o ano, conservando os 6rgaos infectados. Nos pomares em

estudo nao existiam nespereiras, pelo menos a menos de 200 metros da sua

bordadura.

Em 1896, Aderhold (1) demonstrou serem os ascésporos emitidos pelas pseudotecas
presentes em folhas mortas de pereira os causadores de infec¢io em folhas jovens.
Oliveira (118), perante a impossibilidade de deteccdo em Portugal da forma Venturia,
propos em alternativa a sobrevivéncia do fungo em lesoes sobre os ramos ou gomos.
Cruz (37) foi o primeiro a detectar a presenca de pseudotecas de 1. pirina em
Portugal e afirmou ser possivel na regido do Oeste o fungo hibernar por duas vias
alternativas, na forma de pseudotecas imersas nas folhas constituintes da manta
morta, ou na forma de lesGes sobre ramos ou gomos infectados. Em 1994,
detectaram-se grandes quantidades de pseudotecas de 1. pirina nas folhas da manta
morta e verificou-se o aparecimento aleatério das primeiras lesoes primarias sobre os

o6rgios infectados (158).

Os ascosporos pareceram desempenhar papel muito importante no estabelecimento
das infec¢des primarias de 7. pirina nos pomares de pereira da regiao do Oeste,
sendo talvez os principais intervenientes no processo. Os ascosporos constituiram a

fonte principal, sendo a unica, de inéculo primario na regiao do Oeste. Este facto
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baseou-se na observagio da aleatoriedade do padrio de infecgao ao inicio das
epidemias de 1. pirina e na raridade das infec¢des sobre escamas de gomos e ramos.
De 1994 a 2000, s6 numa rara excepcao foram observadas lesdes de 1. pirina em
ramos anuais, € numa parcela sem qualquer protec¢ao fitossanitiria. Nos anos em
estudo, nunca foram observadas escamas de gomos infectadas pelo fungo. A
constatacao do inéculo primario ser principalmente ou totalmente constituido por
ascosporos, esta de acordo com o verificado na Australia (210), Califérnia (16, 187),

Chile (90, 91), Japao (198), Nova Zelandia (41) e Oregon (167).

Aspectos de natureza abiética e bidtica na evolugao do

patossistema

Evolucao fenoldgica do hospedeiro

Resultados

A evolugio dos estados fenologicos da pereira (cv. Rocha) nos diferentes anos, pode

ser observada no Quadro 4.

Durante os anos em estudo, o intumescimento dos gomos da pereira (estado B)
iniciou-se do final de Fevereiro (1997) a ultima quinzena de Marco (1996). A plena
floracao aconteceu desde 16 de Marco (1997) até 15 de Abril (1996).

A plena floragao da pereira ocorreu a 21, 22 e 26 de Marco em 1997, 2000 e 1994,
respectivamente, € a 3, 9 e 15 de Abril em 1998, 1999 e 1996, respectivamente. Os
anos de maior produgdo corresponderam a anos com mais de 75% de flores abertas
na semana da plena floracdo. De forma geral, quanto maior foi a percentagem
simultanea de flores abertas num dado ano, maior foi a produg¢iao nesse ano. O ano
de 1998 caracterizou-se pela observacio de numero reduzido de frutos nas arvores,

cerca de 10% a 15% da colheita normal.

Na Fig. 71 é evidenciada a evolugdao dos corimbos em plena floragdo. Na maioria dos
anos, o intervalo de tempo entre a abertura das primeiras flores e das ultimas foi

cerca de um més.
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Quadro 4 Distribui¢do da frequéncia dos estados fenologicos da pereira (cv. Rocha) (escala de

Fleckinger) em 1994 e 1996 a 2000, na regido do Oeste.

MRIAES T X TS

-G D-Ds E-E,

1994

01-Mar
09-Mar
15-Mar
19-Mar
26-Mar
01-Abr
09-Abr
16-Abr

1996

18-Mar
25-Mar
01-Abr
08-Abr
15-Abr
20-Abr
27-Abr
04-Mai
11-Mai

1997
03-Mar
09-Mar
16-Mar
21-Mar
27-Mar
03-Abr
10-Abr

1998

09-Mar
16-Mar
20-Mar
27-Mar
03-Abr
09-Abr
17-Abr
24-Abr
01-Mai

1999

08-Mar
12-Mar
19-Mar
26-Mar
31-Mar
09-Abr
16-Abr
23-Abr

2000

01-Mar
08-Mar
15-Mar
22-Mar
29-Mar
07-Abr
13-Abr

37,3
1,7 30,5
0,6 11,9 0,5
1,1 31,6 124
74 83,5 9,1
34,1 42,6 23,3
26,3 50,3 234
22 12,0 85,8
96,4 3,6
57,3 37,7 47 0,3
274 223 12,0
12,8 13,8 152 21,2
1,0 3,0 5,9 4,9 17,2 68,0
0,7 36 60,0 26,0
2,8 39,2
9,1
258 34,2 38,7 13
42 7,1 28,9 49,0 10,5
23 10,1 35,3
73 0,7
0,2 20,4

30,2 63,7
0,5 99,5

80,0 15,8 42
35,6 33,1 244 6,9

10,8 16,8 22,1 11,4

0,6 0,7 8,0 32,0
28
5,6
14,8 43
75 27,5

28,2 60,4 114
22 10,1 28,1
0,2 0,0 3,6

6,8
474

12,6 16,9 22
1,5 14,0 15,1
7,9
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Fig. 71 Evolugdo do numero de corimbos em floracdao da pereira (cv. Rocha) em 1994, 1996 a

2000.

Quadro 5 Comportamento do patossistema (pereira cv. Rocha— Venturia pirina) resultante do
padrdo climatico observado (HF- horas de frio abaixo de 7,2°C de Novembro—
Fevereiro; Precipita¢do média Dezembro— Janeiro), na regido do Oeste.

Inverno Ameno Frio Seco Chuvoso

Tipo <300HF  >400HF  <100mm >100mm

V. pirina

Patossistema

(o:Ye [o} Tarde

< n° pseudotecas
< n° ascos/ pseudoteca

> + + numero médio de
pseudotecas e ascos

< n° pseudotecas

pereira
V. pirina
V. pirina pereira

pereira V. pirina

3 + +
< n° ascos/ pseudoteca
4 . . > n° pseudotecas pereira
> n° ascos/ pseudoteca V. pirina
Discussdo

Em relagdo a evolugao fenolégica do hospedeiro e possivel relacio com o fungo 1.

pirina, verificaram-se varios pontos comuns de comportamento. Antes do

intumescimento dos gomos, os ascosporos de 7. pirina podiam estar maduros.

Contudo, antes desta fase do hospedeiro, os ascos ndo emitiram os seus ascOSpPOros

maduros ou os ostiolos niao se formaram nas pseudotecas. Na maioria dos anos, o

pico de emissao dos ascosporos coincidiu com o periodo da floragao da pereira, do

estado fenolégico E (botao branco) ao estado I (vingamento).
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Em tragos gerais, a influéncia climatica no patossistema segue na regiao do Oeste o
padrao geral, que consta do Quadro 5. A concentragao da floragdo teve o efeito no

aumento da produgao.

Perante o Inverno frio e chuvoso o patossistema avangou, em OpOSiCA0 ao
observado nos Invernos amenos e mais secos. A presenga de chuva nos anos amenos
acelerou a evolugao do fungo IV pirina e atrasou a do seu hospedeiro. A presenca do
frio nos anos pouco chuvosos acelerou a entrada em actividade do hospedeiro e
atrasou a evolugao do fungo. A chuva pareceu o factor mais determinante na

evolug¢ao do fungo e a baixa temperatura na evolugao do hospedeiro.
Estudo laboratorial da infec¢ao por conidios

Resultados

Plantulas de pereira

Na Fig. 72 sao mostrados os resultados da inocula¢ao efectuada com a solugao de 5%
10° conidios/mlL. de V. pirina em jovens plantulas de pereira obtidas por via seminal.
O nuimero de conidios depositado na superficie de laminas de vidro variou de 955
conidios/ ¢cm® (ensaio 1 - 10h) a 1568 conidios/ cm® (ensaio 1 - 24h). Em média
foram depositados 1262 conidios/ cm’. A taxa de germinagio dos conidios variou de
67% (ensaio 2) a 74% (ensaio 1). Os primeiros sintomas apareceram dez dias apos a

inoculagao em ambos os ensaios.

Nos dois ensaios efectuados a temperatura de 20°C observou-se que periodos de
humectacao até 6h foram insuficientes para a infec¢do. Ao fim de 8h de humectacao
observaram-se as primeiras lesdes de 1. pirina, cuja incidéncia nas folhas foi inferior a
5%. A incidéncia maxima ocorreu para periodos de humectacio de 24h ou 30h,
atingindo de 27,6% a 29,7% das folhas. O aumento do periodo de humectagao de
24h para 36h nao pareceu significativo no nivel de incidéncia de pedrado nas folhas
das jovens plantulas. O modelo que melhor descreveu o aumento de incidéncia de
pedrado nas folhas, relacionado com o aumento do periodo de humectagao, foi a

Lognormal cujo ajustamento resultou significante (P<0,001) (Fig. 72).
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Fig. 72 Evolucdo do niumero de folhas infectadas por pedrado em jovens plantulas de pereira
submetidas a inoculagdo por conidios de Venturia pirina e sujeitas a diferentes periodos
de humectagdo a temperatura constante de 20°C (p<0,001).

Pereiras envasadas de um ano de idade

Quando foram inoculadas jovens plantas de pereira (cv. Rocha) com um ano de
idade, confirmou-se a impossibilidade de causar a infecgao de 1. pirina para periodos
de humectacio inferiores ou iguais a 6h (Fig. 73). A concentra¢ao de indculo utilizada
variou de 4x 10* (ensaio 2) a2 9x 10* (ensaio 1) conidios/ mL. correspondendo a 1380
e 1340 conidios/ cm” de superficie, respectivamente. A taxa de germinacio foi de
54% (ensaio 2) e 64% (ensaio 1). Os primeiros sintomas surgiram nove dias (ensaio
2) ou 11 dias (ensaio 1) apds a inoculagao. Os sintomas foram menos frequentes nas

folhas mais velhas da base dos lancamentos.

Apds 8h de humectagao, a semelhanca dos ensaios anteriores, observou-se o

aumento substancial da infecgao, que atingiu 38% de incidéncia nas folhas. Para

147



periodos de humectagido superiores, a incidéncia foi sempre crescente, até ao periodo
maximo de humecta¢io testado (24h), embora com tendéncia a estabilizar. Ao fim de
24h de periodo de humectacio, observou-se mais de 85% de incidéncia de pedrado

nas folhas das jovens pereiras.
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Fig. 73 Evolugdo do numero de folhas infectadas por pedrado em jovens pereiras (cv. Rocha)
envasadas, submetidas a inoculagdo por conidios de Venturia pirina e sujeitas a
diferentes periodos de humectagcdo a temperatura constante de 20°C. Resultados
combinados de duas repetigoes.
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Fig. 74 Evolugdo da percentagem média da folha infectada por pedrado em jovens pereiras (cv.
Rocha) envasadas, submetidas a inocula¢do por conidios de Venturia pirina e sujeitas a
diferentes periodos de humectagdo a temperatura constante de 20°C. Os resultados
foram obtidos através do ImageTool apos digitalizacdo. Resultados combinados de duas
repetigoes.

A incidéncia de pedrado nas folhas das plantulas obtidas por via seminal, quando
comparada com a incidéncia nas jovens pereiras, foi bastante mais baixa e pode

revelar o diferente grau de susceptibilidade do material vegetal inoculado.

148



A area média das folhas das pereiras envasadas foi de 18,5 cm’ observada nas folhas
ndo infectadas e 19,5 cm® nas infectadas. Nio existiram diferencas significativas

(p>0,05) na area média das folhas infectadas e nao infectadas.

No que diz respeito a severidade média, medida através da percentagem infectada
exibida pelas folhas com lesbes, verificou-se que variou de menos de 2%, apds 8h de
humectacio, para atingir quase 12%, apds 24h de humectagao, o periodo maximo de
humectagdo testado. Aparentemente, a severidade apresentava tendéncia crescente

para periodos de humecta¢ao acima do maximo testado (Fig. 74).
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Fig. 75 Evolugdo do numero médio de lesoes de pedrado por folha infectada em jovens pereiras
(cv. Rocha) envasadas, submetidas a inoculagdo por conidios de Venturia pirina e
sujeitas a diferentes periodos de humectagdo a temperatura constante de 20°C.
Resultados combinados de duas repeticoes.

O numero médio de lesdes por folha infectada foi crescente até periodos de
humectagio de 12h. De 12h a 24h o nimero de lesoes observadas por folha
infectada estabilizou em cerca de nove (Fig. 75). Contudo, quanto maior foi o
niamero de lesdes por folha infectada, maior foi a probabilidade das mesmas
coalescerem, e assim, o seu nimero para periodos de humectacao de 24h pode estar

ligeiramente subestimado.

A area média por lesao foi sempre crescente com o aumento do periodo de
humectagao (Fig. 76). Para periodos de humectagao de 24h a area das lesdes pode

estar ligeiramente sobrestimada devido a possibilidade de justaposi¢ao das mesmas.
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Fig. 76 Evolugdo da area média por lesdo de pedrado em jovens pereiras (cv. Rocha) envasadas,
submetidas a inoculagdo por conidios de Venturia pirina e sujeitas a diferentes periodos
de humectacgdo a temperatura constante de 20°C. Os resultados foram obtidos através do
ImageTool apos digitaliza¢do. Resultados combinados de duas repetigoes.
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Fig. 77 Evolugdo da relagdo incidéncia— severidade de pedrado nas folhas em jovens pereiras
(cv. Rocha) envasadas, submetidas a inocula¢do por conidios de Venturia pirina e
sujeitas a diferentes periodos de humectagdo a temperatura constante de 20°C (p<0,05).
Resultados combinados de duas repeticoes.

O aumento da area das lesGes indicou possivelmente a maior capacidade de
colonizagao dos tecidos vegetais pelo fungo nos perfodos de humectagio mais
longos. A area média de cada lesdo variou entre 0,10cm’ (8h) e 0,22cm’ (24h).

A eficiéncia de infec¢io (n° lesdes/ n° conidios vidveis) estimada para a infec¢io da
pereira (cv. Rocha) por conidios de . pirina variou de 0,015% a 0,064%, apds 8h e

24h de perfodo de humectacao, respectivamente.

Foi possivel obter uma relagao significativa entre o numero de lesdes observado nas

folhas e a incidéncia de 1. pirina no mesmo 6rgiao. A relagao indicou que a totalidade
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das folhas se apresentaria infectada caso o numero de lesdes por folha infectada

atingisse 25 lesdes, mais do dobro do valor observado no ensaio (Fig. 77).

Germinacgao e viabilidade dos conidios de V. pirina

Fig. 78 Conidios de Venturia pirina. Conidio ndo germinado A, formagdo de vacuolos B
(1000x). Conidio exibindo o tubo germinativo sem apressorium C e com apressorium D,
ao fim de 24h de humectacdo (1000x). Conidios apos dois periodos de humectagdo de
24h, separados por um periodo seco de 30 minutos E, F. Formag¢do do novo tubo
germinativo originado na parede do conidio E ou na célula adjacente a célula terminal
F (1000x).

A maioria dos conidios de 7. pirina sobreviveu ao primeiro periodo seco e germinou

de forma a emitir um novo tubo germinativo no perfodo de humectacio seguinte.
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Aparentemente, cada conidio s6é emitiu um tubo germinativo por periodo de
humectagao. Muitas das células apicais foram danificadas pela interrupgao do
processo de germinacdo. Aparentemente, algumas perderam a capacidade de
crescimento, mesmo em circunstancias de humectacdo continua. Novos tubos
germinativos formaram-se em caso de dano ou aparente incapacidade para o
crescimento. Os novos tubos germinativos originaram-se na parte adjacente ao apice
do tubo germinativo antigo ou entio formaram-se directamente da parede do
conidio. Os conidios conseguiram formar tubos germinativos no fim de trés perfodos
de humectagao de 24 horas, interrompidos por dois perfodos secos de 30 minutos
cada, apés os quais a maioria aparentava manter a viabilidade. Ao fim de quatro
petiodos de humectacio e trés periodos secos de 30 minutos o potencial germinativo

dos conidios foi, aparentemente, seriamente limitado.

Discussdao

A concentracio de inéculo utilizada de 4x 10* a2 5x 10° conidios/mL, foi semelhante
as utilizadas por Villalta ez 4/ (205) e Umemoto (201) (1x 10’ conidios/mL) ou por

Spotts e Cervantes (168) (5x 10" conidios/mL) para inoculagdes de 1. pirina em
pereira. Numa experiéncia, Spotts e Cervantes (168) verificaram que a utilizagio de
in6culo a 1x 10° comparado com a de 5x 10* ndo era significativa na infecgdo. Para
estes ultimos autores a relacdo entre o nivel de inoculo e a incidéncia ou severidade
observada nas folhas ou lancamentos da pereira, exprime-se melhor através da
relagao linear. A taxa de germinacdo dos conidios variou entre 54% a 64% nos
ensaios sobre as pereiras enxertadas e entre 67% a 74% nos ensaios sobre as
plantulas. Nos ensaios de Spotts e Cervantes (168) a taxa de germinagao (67%) dos
conidios foi similar e inferior a dos conidios utilizados nas inoculagdes efectuadas

por Umemoto (201) e Villalta ez a/. (205), acima de 80%.

A infecgao por conidios apds 8h de periodo de humectacdo a 20°C foi significativa e
corresponde ao periodo minimo absoluto de humectagao verificado para 1. pirina. O
periodo minimo de humectagao em plantulas de pereira foi semelhante ao obtido em

jovens pereiras enxertadas com um ano de idade e confirma comparagdes idénticas
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de Spotts e Cervantes (168), em relagao a plantulas e arvores adultas, e de Villalta ez

al. (205), entre plantulas e pereiras com um ano de idade.

A temperatura éptima para a infecgao de V. pirina é cerca de 20°C ou 21°C (148, 157,
158, 168, 205). No intervalo de temperatura entre 15°C a 25°C a infec¢do ¢ maxima.
A temperatura Optima para o estabelecimento de infecgao pelos ascésporos e
conidios de 1. pirina em pereira e 1. inaequalis em macieira é muito semelhante (25,

78,79, 97, 100, 107, 140, 148, 157, 168, 201, 205).

O periodo minimo de humectagdo a temperatura 6ptima varia entre 9h (205) e 10h
(148, 168). O periodo minimo para a infecgdo por ascosporos e conidios de . pirina
ou . nashicola (201) parece ser coincidente, especialmente para a temperatura
superior a 12°C (157, 205). Os esporos de 1. inaequalis necessitam, dentro da gama
optima de temperatura, de um minimo de 6 horas continuas de humectagao para a
infeccao da macieira (78, 79, 97, 111, 140, 176, 181). Ap6s 24h a 36h de humectagao
continua a temperatura 6ptima o nivel de infeccao, medido pelo nimero de lesoes

causadas, atinge o seu valor maximo (97, 201, 205).

No estudo, a incidéncia maxima da doenca observada nas folhas das plantulas de
pereira (29,7%) foi inferior a observada nas folhas das pereiras enxertadas (87,0%).
No estudo de Villalta e a/. (205) a incidéncia maxima de . pirina em folhas de
plantulas situou-se entre 12% e 14%, cerca de metade do observado. A severidade
média estimada sobre as pereiras com um ano de idade atingiu o maximo de 11,5%
ao fim de 24h de humectacao. Noutro ensaio de Villalta e o/ (205), mais de 50% da
area das folhas nas plantulas de pereira apresentava lesdes apds o perfodo de
humectagao de 24h. Contudo, o método utilizado para avaliar a severidade foi

diferente, pelo que a comparagao directa ¢ impossivel.

No estudo 5,0 ou 8,7 lesées de pedrado foram observadas ap6s 10 ou 12 horas de
periodo de humectagiao a 20°C, respectivamente, e 9,3 ap6s 24h. Spotts e Cervantes
(168) observaram o valor maximo de 4,3 lesdes por folha em plantulas de pereira
apo6s o periodo de humectagdo de 14h a 21°C. Este facto talvez indique a maior

susceptibilidade do material vegetal utilizado. O periodo latente necessario ao
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aparecimento dos primeiros sintomas, 9— 11 dias, foi semelhante ao observado por

outros autores (168).

O aumento do periodo de humecta¢ao conduziu proporcionalmente ao aumento do
numero médio de lesdes e da drea média de cada lesao. Contudo, o numero de lesdes
pode estar ligeiramente subestimado nos periodos de humectagao mais longos, assim
como a area média de cada lesdo podera estar sobrestimada, por aglutinacao de
algumas lesoes, apesar da particular atencao durante o processo de contagem.
Aparentemente, a resisténcia ontogénica fol menos efectiva quando o periodo de
humectacao teve maior duragao. A eficiéncia dos conidios de 1. pirina a causar lesoes
foi bastante reduzida e inferior a 0,07%. Tendo em conta a quantidade elevada de
conidios utilizada nas inoculagées artificiais, em circunstancias naturais, o valor sera

certamente superior ao indicado.

Em V. inaequalis a eficiéncia de infec¢ao dos ascésporos variou de 5% a 14% de
lesGes apds 24h de perfodo de humectagao, a temperatura de 18— 19°C (5). Noutro
estudo, Sanogo e Aylor (136) observaram que a eficiéncia de infecgao era decrescente
do botao verde (estado D) ao inicio da floragao (estado F), de 6- 16% para 0,4- 0,6%,
apos 24h de humectagao a 20°C. Contudo, o calculo baseado em dados de Moore
(111) nas mesmas condicdes indica a eficiéncia de infec¢io muito mais baixa, cetca
de 0,03%, utilizando os ascésporos do mesmo fungo. O valor situou-se dentro da

gama observada nos conidios de . pzrina.

Finalmente, o método de estimativa da severidade utilizado para 1. pirina sobre a
pereira (cv. Rocha) permitiu obter um diagrama de incidéncia- severidade que
permite obter estimativas de rigor médio por comparagido, a utilizar em estimativas

futuras (Anexo 5).

Os conidios de 7. pirina evidenciaram grande capacidade de germinacio e
sobrevivéncia sobre laminas de vidro colocadas a 20°C em laboratério. A interrupgao
da humectagao parou o processo germinativo nos tubos germinativos entretanto
formados. Aparentemente, a maioria dos conidios nao perdeu a viabilidade e pode
reiniciar o processo de germinagao pela formagao de novos tubos germinativos, com

origem no tubo germinativo anterior ou na parede celular.
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Aparentemente, a maioria dos conidios s6 emitiu um unico tubo germinativo por
periodo de humectagao. A viabilidade dos conidios s6 diminuiu apds trés perfodos de

humectacao interrompidos por dois periodos secos de 30 minutos.

Para a generalidade dos conidios de 1. inaequalis observa-se a morte da célula apical
do tubo germinativo apds a breve interrup¢ao da humectagao. A restante parte do
tubo germinativo ou do conidio mantém-se viavel e é capaz de reiniciar a germinagao

(18). Este aspecto parece ter paralelismo no caso de 1. pirina.

Becker e Burr (18) sugerem que os danos na célula apical desencadeiam a rapida
obturagao do poro septal, que estabelece a comunicagao a célula adjacente, através de
corpos de Woronin. Os danos na célula apical observam-se apds o breve periodo
seco de 15 a 120 minutos. No caso de V. inaequalis, a mortalidade de conidios

ocorreu imediatamente ap6s o fim do periodo de humectagao.

A presenca dos corpos de Woronin é uma caracteristica Ascomycota (3), estando
também presentes no fungo 1. pirina. Aparentemente, existe 0 mecanismo capaz de
preservar a viabilidade dos conidios, em condi¢bes adversas para os tubos
germinativos de 1. pirina, e corpos de Woronin ou outros mecanismos podem estar

envolvidos.
Valida¢ao do modelo de infec¢ao do pedrado (MIP)

Resultados

O modelo de infeccio do pedrado (MIP) foi validado, para 1. pirina entre 1996 e
2000, em condi¢des de campo. Os parametros do modelo foram calculados com base
no conjunto de dados obtidos por varios autores para a pereira, que constam da Fig.
79, ou através dos dados obtidos por inoculagao de plantulas de pereira ou em
pereiras enxertadas com um ano de idade. O valor médio do indéculo observado ao

inicio das epidemias na regiao do Oeste foi também considerado.

Avaliou-se o coeficiente de compensa¢io térmica (k) entre 0,22/°C e 0,23/°C ¢ a
temperatura 6ptima do fungo 1. pirina de 20°C a 22°C. No modelo, 0,23/°C ¢ 21°C

foram os valores utilizados na simulacao das epidemias de . pirina. O periodo
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mediano de humectagao registado a temperatura 6ptima (3, ) foi calculado em 15h.

A intensidade inicial da doenca foi estabelecida em 1% de frutos infectados, de

acordo com o valor mais comum obtido ao inicio das epidemias na regiao do Oeste.
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Fig. 79 Ajustamento do modelo bidimensional de infec¢do de Venturia pirina (Fungdo 4) aos
dados, relacionando o periodo minimo de humectagdo com a temperatura para a
expressdo da doenga apos a inoculagdo laboratorial por ascosporos A e conidios B
(p45<0,001). Pardmetros da relagdo obtida: Ascosporos, wr,=8,4h, k=0,219/°C,
To=21,8°C A. Conidios, wr,=9,5h, k=0,219/°C, To=21,7°C B. (150, 168, 201, 205).

Quadro 6 Periodos de infecgdo de Venturia pirina observados de 1996 a 2000 na regido do Oeste
e sua distribui¢do por classes de incidéncia potencial nos frutos (%).

Classes de incidéncia potencial nos frutos

| ] 1} \Y]
>1a2% >2 a4% >4 a 8% >8 a 16%

1996 4 3 1 - - 8
1997 6 6 6 2 - 20
1998 9 5 4 3 - 21
1999 5 5 3 3 - 16
2000 11 3 5 1 1 21
Total 35 22 19 9 1 86

A variagao do valor do coeficiente de compensagao térmica (k) nao foi determinante
no padrao das epidemias simuladas, nem no numero de periodos de infeccdo
calculados pelo modelo, considerando a mesma temperatura 6ptima. Pelo contrario,

o perfodo mediano de humectagio (j7,,) € a temperatura 6ptima (To) exerceram

156



efeito marcado nos resultados calculados pelo modelo. A intensidade inicial da

doenca

(I,) influenciou as epidemias, atrasando ou adiantando o inicio da curva

epidémica.

De 1996 a 2000, o numero de periodos de infeccao detectados pelo modelo variou

de 8 (em 1996) a 21 (em 1998 e 2000) (Quadro 6 e Anexo 4).

Incidéncia nos frutos

Fig. 80
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Incidéncia real e simulada pelo modelo de infec¢do de Venturia pirina (MIP) nos frutos
durante o ano de 1996 A. Periodos de infec¢do determinados pelo MIP (8 periodos
(p>0,01) em 1996 B.

Em 1996, o inicio da epidemia do pedrado foi o mais tardio dos anos em observacio

(Fig. 80). As infec¢oes primarias iniciais s6 foram detectadas a 16 de Abril, a data

mais tardia dos anos em estudo. Talvez por esse facto, e pelo numero reduzido de

periodos de infecgdo (oito), a epidemia atingiu 65,1% dos frutos a colheita. Existiu

uma diferenca de cerca de 20% entre o valor absoluto da incidéncia, obtido para a

epidemia simulada, e o valor real observado na parcela nao pulverizada. A diferenca

temporal entre a curva simulada e a real resultou do perfodo latente, observado no

campo,

cujo valor médio se cifrou em cerca de 15 dias.
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Durante 1996 foi detectados oito periodos de infecgdo, cuja incidéncia potencial nos
frutos variou entre 1,0% e 6,3%. Antes de 8 de Abril de 1996 foi impossivel obter

dados meteoroldgicos e nesta altura as pereiras encontravam-se no estado fenologico

de botido verde (estado D).

Deste modo, parte da diferenga entre o valor simulado da incidéncia e o real pode
explicar-se pela eventual presenca de lesoes latentes nos frutos das arvores, nao
detectadas pelo modelo, talvez ocorridas no inicio de Abril. Assim, o nimero de

periodos de infec¢ao detectados em 1996 pode ter sido superior ao indicado, em um

ou dois.
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Fig. 81 Incidéncia real e simulada pelo modelo de infec¢do de Venturia pirina (MIP) nos frutos
durante 1997 A. Periodos de infec¢do determinados pelo MIP (20 periodos, p>0,01) em
1997 B.

Em 1996 foram detectados quatro periodos de infec¢ao da classe I, trés da classe II e

um da classe III (Quadro 0).
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Em 1997 o inicio da epidemia aconteceu a 24 de Margo, a data mais precoce dos
anos em analise (Fig. 81). No final da estagao, a colheita, foi observado 100% dos
frutos infectados. A curva da incidéncia simulada previu valores da mesma ordem de
grandeza (98,1%). Em relagdo ao numero de periodos de infecgdao previstos pelo
modelo, cujo valor de incidéncia variou entre 1,0% e 9,4%, detectou-se 20 periodos
de infeccdo. Dos periodos de infeccao determinados em 1997, seis pertenceram a

classe LII e 11, respectivamente, e dois a classe I'V.
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Fig. 82 Incidéncia real nas folhas e simulada pelo modelo de infec¢do de Venturia pirina (MIP)
nos frutos durante 1998 A. Periodos de infec¢do determinados pelo MIP (21 periodos,
p>0,01) em 1998 (B). A linha tracejada une a data da primeira observagdo de infecgoes
primdrias nas folhas (13 de Abril) a data da primeira estimativa nas folhas (1 de Maio).
O valor da incidéncia a 13 de Abril ndo foi registado.

Durante 1998, foi impossivel seguir a evolugao epidémica nos frutos. Tal facto
deveu-se a reduzida percentagem de vingamento ocorrida. Deste modo, a progressio
epidémica foi analisada nas folhas (Fig. 82). As primeiras infec¢des primarias foram

detectadas a 13 de Abril, nas folhas e frutos. Nessa data, a incidéncia nas folhas nio
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foi registada, mas estima-se o valor situado entre 1% e 2%, a semelhanga do

acontecido na maioria dos anos ao inicio da epidemia.

Em 1998 a epidemia atingiu cerca de 90% das folhas da pereira e representou um
valor bastante elevado. A epidemia simulada e real, medida pela incidéncia nas folhas,

apresentou a mesma tendéncia.

Em 1998 foi detectado 21 periodos de infec¢do através do modelo, dos quais nove
corresponderam a classe I, cinco a classe 11, quatro a classe III e trés a classe IV. A

incidéncia potencial nos frutos prevista pelo modelo variou de 1,0% a 13,4%.
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Fig. 83 Incidéncia real e simulada pelo modelo de infec¢do de Venturia pirina (MIP) nos frutos
durante 1999 A. Periodos de infec¢do determinados pelo MIP (16 periodos, p>0,01) em
1999 B.

Em 1999, a primeira infec¢ao primaria foi detectada a 11 de Abril sobre os frutos da
parcela ndo pulverizada. Nesse ano a epidemia atingiu 87,4% dos frutos da pereira

(Fig. 83). O valor da incidéncia simulado afastou-se do valor real em cerca de 10% a
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colheita. Durante 1999 foi detectado 16 periodos de infec¢io, cinco repartidos na

classe I e II e trés repartidos na classe III e IV, respectivamente.

Em 2000, a primeira infeccdo primaria foi detectada a 7 de Abril. Observaram-se
nesse ano 97,6% de frutos infectados no dia 27 de Julho, na semana anterior a
colheita (Fig. 84). Na data de colheita, a estimativa foi de 94,9%, ligeiramente inferior

20 valor observado na semana antetrior.
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Fig. 84 Incidéncia real e simulada pelo modelo de infec¢do de Venturia pirina (MIP) nos frutos
durante 2000 A. Periodos de infec¢do determinados pelo MIP (21 periodos, p>0,01) em
2000 B.

As curvas epidémicas simulada e real foram consistentes entre si e a diferenca
observada foi certamente devida ao periodo latente do fungo. Em 2000 foi detectado
21 periodos de infec¢ao, 11 pertencentes a classe I, trés observados na classe 1I,
cinco na classe III e um na classe IV e V, respectivamente. Do conjunto dos anos em
analise, foi o Gnico ano onde se observou um periodo de infecgdo correspondente a

classe V.
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Discussdao

A incidéncia de 7. pirina nos frutos variou de mais de 60% a 100%, ao longo dos
cinco anos do estudo. Sobreiro (154, 156, 157, 158, 159, 163, 164) indica valores de
incidéncia de /. pirina nos frutos dentro deste intervalo, em pomares nao
pulverizados na regido do Oeste de Portugal. Villalta ez @/ (205) afirmam que a
incidéncia de 7. pirina nos frutos, na regiao australiana de Victoria, ¢ de 70% a 100%

em anos muito chuvosos, por vezes associada a perdas de produ¢iao importantes.

O modelo desenvolvido adaptou-se bem a simulagao dos periodos de infec¢do de .
pirina na pereira, na regiao do Oeste de Portugal. Dos cinco anos em estudo, o
modelo previu correctamente o desenvolvimento da epidemia em trés anos; nos
restantes dois anos, verificaram-se pequenos desvios nos valores absolutos simulados
e reais. Em 1996 o desvio explicou-se pela inexisténcia de dados climaticos anteriores
a 8 de Abril, com resultado na impossibilidade de prever o comportamento da
doenc¢a num intervalo de cerca de oito a 10 dias, onde pode ter ocorrido um ou dois
petiodos de infec¢ao. Comparando o valor da incidéncia nas folhas observada em
1998 a 12 de Junho (89%) com o valor observado em 1994 a 12 de Julho (65%) (158)
verificou-se que o primeiro valor referido foi muito superior. No conjunto das
observacdes, o maior desvio verificou-se no ano de 1999. Os ultimos melhoramentos
introduzidos no modelo, nomeadamente a possibilidade das simula¢oes terem em
conta o indculo existente, foi um grande avango em relagdo a versoes anteriores (154,
159, 163), onde as simulagoes ultrapassavam por vezes o valor de 100% na previsao

da incidéncia nos frutos.
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Evolucao das epidemias de V. pirina no ecossistema agrario do

Oeste

Resultados

Nas Fig. 85 e Fig. 86 apresentam-se a evolu¢io conjunta da incidéncia e da
severidade do fungo 1. pirina de 1996 a 2000. A incidéncia atingiu 65,1%, 100%,
87,4% e 94,9% dos frutos em 1996, 1997, 1999 e 2000, respectivamente, e 89,2% das
folhas em 1998.

A severidade maxima variou de 15,0 a 44,6 lesGes por fruto nos anos de 1996 a 2000
(Fig. 85) e foi de 5,8 lesdes por folha em 1998 (Fig. 86). Apos o aparecimento das
lesdes nos frutos e folhas, observou-se por vezes a sua coalescéncia nos dias
seguintes ao seu aparecimento. Hste fenémeno verificou-se no final da estagao em
1996, 1997, 1998 e 2000. Em 1999 descontinuaram-se as contagens apos 28 de Maio.
Quando a coalescéncia das lesdes ocorreu, aparentemente, o numero de lesdes
observado decresceu, pois tornou-se impossivel a distingdo das lesdes sobrepostas

nos frutos.

Nas Fig. 85 e Fig. 86 indicam-se também os periodos de infecgao detectados nos
diferentes anos, em conjunto com os periodos 6ptimos de proteccio quimica
utilizando os actuais fungicidas curativos, os quais permitem a protec¢ao do periodo

de infeccao até cinco dias apds o seu inicio.

Tendo por base o periodo de acgdo dos fungicidas e os periodos de infeccao
determinados pelo MIP, caso se optasse pela estratégia curativa, a protec¢ao quimica
podia ter sido realizada por intermédio de quatro intervengoes em 1996, 11 em 1997,
nove em 1998, oito em 1999 e 13 em 2000, sem envolver outros critérios de
estimativa. Caso se optasse pela estratégia mista, o numero de intervengoes seria

ainda menor.

A severidade de 1. pirina nas folhas, medida pela fraccao infectada da folha, variou
em 1998 de 1,4% a 1 de Maio até 2,7% a 12 de Junho, enquanto que a incidéncia
variou de 31,4% a 89,2% no mesmo periodo (Fig. 87).
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Fig. 85 Incidéncia e severidade de Venturia pirina nos frutos de pereira (cv. Rocha) em 1996,
1997, 1999 e 2000. Periodos de infecg¢do ocorridos durante 1996, 1997, 1999 e 2000 e
intervalos de possibilidade de protec¢do eficaz com fungicidas curativos.
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Fig. 86 Incidéncia e severidade de Venturia pirina nas folhas de pereira (cv. Rocha) em 1998.
Periodos de infec¢dao ocorridos durante 1998 e intervalos de possibilidade de protec¢do
eficaz com fungicidas curativos.
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Fig. 87 Evolugdo da incidéncia e da severidade (expressa pela relagdo entre a drea infectada e
ndo infectada da folha, medida pelo ImageTool por digitalizacdo) de Venturia pirina nas
folhas ao longo da Primavera de 1998, por amostragem aleatoria semanal de 100 folhas.
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Fig. 88 Evolugdo do nimero médio de lesdes por folha infectada e da drea média das lesées de
Venturia pirina medidas pelo ImageTool digitalizando a folha, ao longo da Primavera de
1998, por amostragem aleatoria semanal de 100 folhas.
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Ao longo do tempo, correspondendo a um maior nimero de lesées por folha
infectada, observou-se a diminui¢ao consistente da area média de cada lesio (Fig. 88).
A 15 de Maio e 5 de Junho observou-se a coalescéncia de algumas lesoes, denotada
pela diminui¢io do numero de lesGes amostradas e o correspondente aumento da
area média por lesao. Contudo, o fendmeno pareceu menos importante do que

suposto inicialmente.

A area média por lesio foi diminuindo ao longo da estacio, desde valores de 0,19cm”
no principio de Maio, até valores de 0,08cm® em Junho. Apés o inicio de Junho o
estudo terminou por impossibilidade de separar fisicamente as lesoes de 1. pirina das

de outros patogénios.

Relagodes incidéncia— severidade

Exploraram-se varias relagoes incidéncia-severidade com base nos dados obtidos de
1996 a 2000, verificando-se ainda a possibilidade de relacionar a incidéncia de 1/

pirina nos corimbos da pereira com o numero de lesoes por flor ou fruto infectado.

A presenca média de 20 a 35 lesoes de |- pirina por fruto infectado correspondeu a
presenca da doenga na totalidade dos corimbos (Fig. 89). Nessa situagao também se
observou a infec¢ao da quase totalidade dos frutos (Fig. 90). A excepgao de 1999, foi
possivel obter uma relacao significante (p<<0,001) entre o numero de lesGes
observado por fruto infectado e a incidéncia da doenc¢a nos frutos, para os anos de
estudo. A equa¢io obtida depende de um parametro cujo valor vatiou de 0,046/
lesao em 1996 até 0,140/ lesdo em 1997, precisamente os anos onde foi observada a

menor e a maior incidéncia, respectivamente.

Na Fig. 91 observa-se a relagao da severidade de 7. pirina nas folhas, medida através
da frac¢ao infectada da folha, e a respectiva incidéncia nas folhas. Dado o baixo nivel
de severidade observado, de 1,4% a 2,7%, foi impossivel obter uma relagao entre
estes dois indicadores. Contudo, até cerca de 3% de severidade, observou-se o

aumento linear da incidéncia nas folhas, com o aumento da severidade.
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Fig. 89 Relagées entre a incidéncia de Venturia pirina nos corimbos da pereira (cv. Rocha) e a
severidade da doencga expressa pelo numero de lesdes observadas em cada flor ou fruto
durante 1996, 1997, 1999 e 2000.
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Fig. 90 Relagoes entre a incidéncia de Venturia pirina nos frutos da pereira (cv. Rocha) e a
severidade da doenga expressa pelo niimero de lesdes observadas em cada flor ou fruto
durante 1996, 1997 e 2000 (p<0,001) Em 1999 a relagdo obtida nao foi significante.
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Fig. 91 Relagdo entre a incidéncia e a severidade (expressa pela relagdo entre a area infectada e
ndo infectada da folha, medida pelo ImageTool por digitaliza¢do) de Venturia pirina nas
folhas ao longo da Primavera de 1998, através de amostragem aleatoria semanal de 100
folhas.

Com base no nimero de lesoes observado por folha infectada, foi possivel obter
uma relagdo significante (p<<0,001) entre a incidéncia e o numero de lesdes nas
folhas, semelhante as anteriormente descritas para o caso dos frutos (Fig. 92). A
relagdo parece indicar que a observacao de 15 lesGes por folha infectada podera

corresponder a observacao da doenca na totalidade das folhas.

100%
90% -
80% | o
70% |
60% | /*
50% |
40% -
30% |
20% -
10% 1 F(x) = 1-e°%% R%=0,865
0% e e

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

1998
*

Incidéncia nas folhas

Lesoes / folha infectada

Fig. 92 Relagdo entre a incidéncia de Venturia pirina nas folhas da pereira (cv. Rocha) e a
severidade da doenca expressa pelo niimero de lesées observadas nas folhas infectadas
durante o ano de 1998, (p<0,05).

Verificou-se consistente a relacdo entre a incidéncia nos frutos e corimbos, como era

de esperar da interpretacao dos dados anteriores (Fig. 93).
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Fig. 93 Relagées entre a incidéncia de Venturia pirina nos corimbos da pereira (cv. Rocha) e a
incidéncia da doenga nas flores ou frutos durante 1996, 1997, 1999 e 2000.
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Fig. 94 Evolu¢do comparativa das epidemias de Venturia pirina ocorridas nos frutos da pereira
(cv. Rocha) em 1994, 1996, 1997, 1999 e 2000.
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Fig. 95 Modelo para a relagdo entre a incidéncia de Venturia pirina nos corimbos da pereira
(cv. Rocha) e a severidade da doenca expressa pelo numero de lesdes observadas em
cada flor ou fruto durante 1996, 1997, 1999 e 2000 (p< 0,001).

Na Fig. 94 resume-se o comportamento do fungo 7. pirina no ecossistema agrario do
Oeste de Portugal. Em 1996 a epidemia iniciou-se bastante tarde e nido evoluiu até ao
ponto maximo por escassez de periodos de infecgdo durante a estagao, mais
marcadamente em Junho e Julho. Em 1997 o desenvolvimento epidémico teve um
acréscimo acentuado devido ao elevado nimero de periodos de infec¢ao ocorridos
em Abril e Maio. Em 1999 a epidemia atingiu um valor inicial elevado, o maior dos
anos em estudo, devido a periodos de infeccao ocorridos em Marco e Abril. A

auséncia de infecgdao durante Junho desacelerou a epidemia e os periodos de infecgao
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registados em Julho tiveram pouco impacto na epidemia. Em 2000, as chuvas muito
concentradas do final de Abril e principio de Maio, condicionaram a epidemia de 1.
pirina que sofreu um forte acréscimo nesse més. Foram as infec¢des potenciais da
classe III a V que condicionaram o padrio da curva das epidemias observadas no

ecossistema agrario do Oeste de Portugal.

Quando se agrupou as observagdes da incidéncia de . pirina nos corimbos e se
relacionou com o nimero de lesdes por fruto infectado, obteve-se uma relagio
significativa (p<<0,001) para o conjunto dos quatro anos. Deste modo, tornou-se
possivel calcular o nimero médio de lesdes com base na observacdo da incidéncia de

V. pirina nos corimbos e vice-versa (Fig. 95).
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Fig. 96 Comparac¢do das diferentes relagoes obtidas entre a incidéncia e a severidade de
Venturia pirina em folhas ou frutos da pereira (cv. Rocha).

Também se procurou comparar o conjunto das relagdes, obtidas em diferentes
ensaios, entre a incidéncia observada nos frutos ou folhas e o nimero de lesdes por
fruto ou folha (Fig. 96). Para o conjunto destas relagdes, o parametro do modelo
variou de 0,046/ lesio até 0,384/ lesao. Nos frutos esta constante variou de 0,046/
lesao a 0,140/ lesio. Nas folhas, o parametro vatiou de 0,162/ lesdo, obtido por
inoculagdo artificial sobre jovens pereiras envasadas, a 0,384/ lesio em 1998, no

pomar sem tratamentos fungicidas.

Na Fig. 97 observa-se a relagao global entre a incidéncia nos corimbos e a incidéncia

nas flores ou frutos, para o conjunto dos anos. A relagio foi quase linear.
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Fig. 97 Relagdo entre a incidéncia de Venturia pirina nos corimbos e a incidéncia da doenga nas
flores ou frutos da pereira (cv. Rocha) para o conjunto dos anos (1996, 1997, 1999 e
2000).

Estudo das lesées e do crescimento difuso do fungo no final da estacéao

As lesoes de 1. pirina no Outono apresentaram um aspecto incaracteristico e por isso
facilmente confundiveis com lesées de origem diversa. No Outono, outros fungos

provocaram necroses de aspecto macroscopico semelhante a Venturia pirina.

Lesoes de pequena dimensao apareceram na pagina superior ou inferior da folha no
Outono antes da queda da folha. As lesdes parecem ter resultado de infecgoes
ocorridas no fim da Primavera, inicio do Verdo ou talvez no Outono. As novas
lesGes, indistintas a vista, apresentavam o aspecto de pequenos pontos circulares
cobertos de micélio cinzento ou castanho-escuro. As lesdes apareceram na pagina
superior da folha na forma de pequenos pontos avermelhados de margens

indefinidas com conidi6foros e conidios presentes nas imediagdes das lesoes.

Folhas sem sintomas macroscépicos aparentes apresentaram crescimentos difusos do
fungo com conidiéforos e conidios caracteristicos. Em observagdo microscopica
detectou-se o crescimento micelial radial do fungo no ponto de infeccao (Fig. 98).
Aparentemente, nao se observaram tecidos necréticos na area destas infecgdes (Fig.
98B). Por vezes o fungo cresceu ao longo das nervuras principais ou secundarias da
folha sem afectar o seu limbo. As nervuras infectadas eram da cor castanha-
avermelhada (Fig. 98A). Os conidi6éforos e os conidios de 1. pirina cresceram em

pequenos tufos, por vezes ligados a outros por hifas do fungo (Fig. 98C,D).
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Fig. 98 Sintomas da infec¢do de Venturia pirina em folhas da pereira (Pyrus communis) ao
inicio da queda das folhas. Conidioforos na pdgina inferior da folha, exibindo as
nervuras infectadas a cor castanha— avermelhada (100x) A. Conidioforos adjacentes a
micélio no mesofilo da folha (400x) B. Tufos de conidioforos e conidios do fungo
estabelecendo ligag¢do a outros grupos sem manifestagdo de necroses (200x) C. Conidio
de V. pirina responsavel pela infec¢do e hifas do fungo na sua imediagdo (local
assinalado) (400x) D.

Discussdao

Mills e Laplante (107) estabeleceram o sistema de Mills dividido em periodos de
infec¢ao ligeira, moderada ou elevada, apés a percepgao geral que os periodos de
humectagao mais longos correspondem a um nivel de infecgdao superior, nas mesmas
circunstancias. Existem poucos estudos da relacdo entre o perfodo de humectagio, a
temperatura e a incidéncia nos frutos ou nas folhas, talvez devido a dificuldade em
estimar o nivel de inéculo, que confunde os dados. Sobreiro (158) e Duthie (45)
estabeleceram a linha tedrica que permite abordar o problema. Todavia, nestes
estudos, s6 ¢é tido em conta o efeito conjunto da temperatura e do periodo de
humectagao sobre a incidéncia ou a severidade duma doenca. Hau (59) e Teng (186)
fizeram a revisio cuidada dos diferentes modelos explicativos do desenvolvimento

epidémico e dos factores intervenientes, onde explicam a abordagem ao problema de
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forma por vezes distinta, considerando ou nao as epidemias como entidades globais.
Contudo, pela primeira via, a avaliagao de diferentes componentes da epidemia surge
na forma de constantes, que na realidade representam fungdes, remetendo o

problema a percepg¢do dos sub-processos constituintes.

O desenvolvimento epidémico anual de . pirina no ecossistema agrario do Oeste de
Portugal foi fortemente condicionado pela existéncia de periodos de infeccao.
Sobretudo os periodos de infecgao das classes III a V, modificaram a forma da curva
epidémica nos periodos onde estes ocorreram. Outro aspecto importante foi a
evolu¢ao do patossistema. Quando o patossistema evoluiu mais cedo na estacio, o
periodo de crescimento do hospedeiro foi mais longo e foi também maior a
probabilidade da epidemia atingir um valor elevado de doenca. O oposto aconteceu
nos anos onde o patossistema atrasou a entrada em actividade. A incidéncia foi o
indicador robusto do desenvolvimento epidémico de /. pirina sendo de forma geral,

mais facil de estimar que a severidade.

Importantes relagoes puderam ser estabelecidas entre as duas formas de estimativa
(incidéncia e severidade) as quais podem indicar novos métodos de avaliagio e de
melhoria das previsdes comportamentais do patossistema. A estimativa da incidéncia
de /. pirina nas folhas da pereira teve dificuldades acrescidas pelo facto da formacio
constante de novas folhas, sujeitas a distintas condigoes climaticas e bidticas ao longo
da estacao (158).

O nivel de incidéncia atingido nas folhas da pereira em 1998, cerca de 90%, foi
elevado; contudo o nivel de severidade atingido neste 6rgao, inferior a 3%, foi muito
baixo. Nos ensaios com inoculagio artificial por conidios de 1. pzrina atingiu-se cerca
de 12% de severidade nas folhas, apds 24h de periodo de humectagao. Outros
autores (205) apontam valores de severidade em jovens plantulas de pereira na ordem
dos 80% apds 24h de periodo de humectagao. Nos ensaios efectuados em pereira
(cv. Rocha) foi impossivel atingir tal valor, obtendo-se uma severidade nas folhas
mais infectadas inferior a 40%. A digitalizacdo das folhas foi um método muito

preciso para avaliar a severidade, bastante mais rigoroso e real que outros métodos
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utilizados e pode ter explicado parte da diferenca nos resultados obtidos por outros

autores.

O numero maximo de 5,8 lesdes atingido por folha em condi¢des naturais foi
inferior as 9,3 obtidas nas inocula¢bes artificiais por conidios em pereiras jovens
envasadas. No Outono, Spotts ¢# a/. (167) observaram de 1,8 a 2,2 lesoes de 1. pirina
por folha infectada através da utilizacao de lupa binocular. A 4rea média por lesao
nas jovens pereiras envasadas sujeitas a inoculagio (0,097- 0,219cm?) e a 4rea média
observada naturalmente em pereiras adultas (0,085- 0,189cm?), foram bastante
semelhantes. Como em condi¢des naturais as lesdes do inicio da estacio ocorreram
nas folhas infectadas com frequéncia préoxima da unitaria, a area média por lesao
(0,189cm® foi estimada com grande rigor, devido a baixa probabilidade de
coalescéncia. Geralmente, a coalescéncia entre lesdes aconteceu no final da estacio,
impedindo a determinagio rigorosa da area por lesio (0,085cm?). Nos ensaios de
inoculagio, a baixa frequéncia de lesdes (2,2/ folha infectada) observada no periodo
de humectacio de 8h, permitiu a determinacio da 4rea média por lesio (0,097cm?) de
forma rigorosa, pois observou-se reduzida fusdo entre lesdes, ao contrario do
verificado nos periodos de humectacio de 24h (0,219cm?). Comparando a area média
das lesdes nos extremos dos intervalos obtidos pelos diferentes ensaios (0,189cm”
versus 0,219cm’® e 0,097cm’ versus 0,085cm’) verificou-se que o desfasamento entre

ambos foi pouco significativo, dando consisténcia aos resultados obtidos.

A diminui¢ao da area média das lesdes de . pirina ao longo da Primavera pareceu
indicar a presenca de mecanismos de resisténcia ontogénica nas folhas da pereira,
cada vez mais efectivos com o avanc¢o da idade das folhas, pelo menos até ao fim da

Primavera.

As relages incidéncia— severidade obtidas foram bastante importantes pois
permitiram relacionar varios aspectos do patossistema (145). As relacées incidéncia—
severidade sao relagdes chave na avaliacao dos estragos e prejuizos, basilares para a

defini¢ao de niveis de doenga acima dos quais ¢ necessario tomar uma decisao (224).

Por exemplo, na relagao entre a incidéncia e o numero de lesGes observado nos

frutos, o menor parametro da relacio correspondeu ao atraso na evolugao do
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patossistema ou ao menor numero de perfodos de infecgio observado, facto
ocorrido em 1996. O oposto aconteceu em 1997, quando o patossistema evoluiu
mais cedo e foram observados mais periodos de infecgao. A relagao entre a
incidéncia de 1. pirina nos corimbos e o nimero de lesdes nos frutos pode ser
utilizada na estimativa do numero de lesdes presentes em cada fruto infectado, tendo
por base a amostragem de corimbos infectados; e torna-se assim numa relacao

interessante para o futuro.

100 . ~
Situacdo A
e Inéculo primario elevado
e Inéculo primario aleatério no espago
. e Menor resisténcia ontogénica do
2 hospedei
@ ospedeiro
2
2 e DPeriodos de infecgdo em maior
numero
e DPeriodos de infeccio de maior
infecgdo potencial
e Maior sincronizagio do patossistema
0 Max

Lesdes/ orgao infectado

Fig. 99 Caracteristicas principais da relagdo incidéncia— severidade do fungo Venturia pirina no
ecossistema. A situagdo A possui os atributos opostos a situa¢do B.

O resumo das principais caractetisticas da relagdo incidéncia/ severidade estd

presente na Fig. 99.

Existe expressao outonal de infec¢des de pedrado, causadas pelo fungo 1. inaequalis
no final da Primavera ou durante o Verdo (97). Os sintomas observados para 1.

pirina foram semelhantes aos descritos para 1. inaequalis.

No Outono as infec¢des de /. pirina apresentaram-se como pequenos pontos em
ambas as paginas da folha. As infec¢oes originaram por vezes uma pequena necrose.
Neste caso o sintoma foi semelhante ao causado por outros fungos do qual
dificilmente se distinguiu a vista desarmada. Através da microscopia, observaram-se

os conidioforos e conidios caracteristicos do . pirina.
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Algumas infec¢Ges nao conduziram a necroses e por vezes observaram-se pequenas
alteragdes na cor ou no aspecto visual dos tecidos através do microscopio. Ao longo
das nervuras foram evidentes as estruturas do fungo e o aspecto avermelhado dos
tecidos. No limbo nao se observou qualquer dano ou alteragiao da cor, mas pequenos
tufos de conidiéforos irromperam através dos tecidos vegetais e formaram conidios.
Virios destes tufos estavam ligados entre si pelas hifas do fungo. Normalmente, no

interior do mesoéfilo da folha, podia-se observar as hifas do fungo 1. pirina.

As lesdes observadas no Outono parecem ter resultado de infec¢es ocorridas no

final da Primavera, inicio do Verdo, ou talvez no Outono, antes da queda da folha.
Aspectos de proteccdo de V. pirina

Resultados

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0

1,5 1 .\’/‘/Probabilidade media de P\
A

1,0

0,5 \/Probabilidade baixa de PI

0,0 : : : : : : : : : : :
01-15 16-31 01-15 16-30 01-15 16-31 01-15 16-30 01-15 16-31 01-15 16-31
Mar Mar Abr Abr Mai Mai  Jun  Jun Jul Jul  Ago Ago

Probabilidade elevada de Pl

N° médio de Pl / quinzena

Fig. 100 Numero médio de periodos de infec¢do (PI) de Venturia pirina ocorridos por quinzena na
Sobrena (Cadaval) durante o periodo de 1996 a 2000. Os periodos de infecg¢do foram
determinados de acordo com o modelo de infec¢do do pedrado (MIP). Probabilidade
baixa (< 5%), média (5-10%) e elevada (>10%) dos periodos de infecgdo totais da
estagdo de 1 de Margo a 31 de Agosto.

Com base na determinacdo dos periodos de infec¢ao detectados pelo MIP (Anexo 4),
calculou-se por quinzena e para o conjunto dos anos em observacao, a probabilidade
de ocorréncia dos petriodos de infeccao (PI) (Fig. 100). A probabilidade de ocorréncia
foi dividida em classes de risco baseadas no seguinte critério: probabilidade baixa
(<5%, até 1 PI/ semana), média (5-10%, 1 a 2 PI/ semana) e elevada (>10%, mais de
2 PI/ semana), relativamente ao total de periodos de infec¢ao detectados de 1 de

Marco a 31 de Agosto. Observou-se a probabilidade elevada de ocorréncia de
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periodos de infecgao para /. pirina nos meses de Abril e Maio, probabilidade média

em Marco e Julho e probabilidade baixa em Junho e Agosto.

Sequéncias de protecg¢ao quimica

2001
2000 | 7'y A A A A 'y A AA A A A A
1999 ] A A: -y 2 A b Abbh A A A
° 1998 i A M A 5A s Ak A AA A A A Ad
é 1997 ] A A O Ak A -y AA AA A M A A r
1996 ] 0 AM AM A A
1995 o—
1994 T \ \ \ T T T

01-Mar  21-Mar  10-Abr  30-Abr  20-Mai  09-Jun  29-Jun 19-Jul  08-Ago 28-Ago

acgao preventiva

acgao curativa ¢ tratamento . periodos de infecgao

Fig. 101 Estratégias de protec¢do ao pedrado da pereira efectuadas com fungicidas de ac¢do
preventiva e curativa numa parcela de 1,5 ha situada na Sobrena (Cadaval) baseadas na
estimativa do risco efectuada pelo modelo de infec¢do do pedrado (MIP) (a excepgdo de
1995), na determinagdo do fim dos esporos primdrios e da incidéncia das infecgoes
primadrias nos frutos, nos anos de 1995 a 2000.

Na Fig. 101 estdo presentes as diferentes estratégias (preventiva, curativa e mista) de
proteccao ao pedrado da pereira, efectuadas de 1995 a 2000. Em 1995 foi impossivel
efectuar a estratégia de protec¢ao baseada no modelo MIP por os registos climaticos

estarem indisponiveis.

De 1995 a 2000 o nimero de tratamentos para o pedrado variou de trés em 1996 a
11 em 2000, com o numero médio de 6,0 tratamentos anuais. Como resultado dessas
estratégias, a incidéncia de pedrado nos frutos variou de 0,2% em 2000 a 5,1% em
1997. A excep¢ao de 1997, a incidéncia de pedrado nos frutos situou-se abaixo de
1,5%. Os tratamentos realizados incluiram fungicidas preventivos, curativos e sua
mistura (Quadro 7). No inicio da estagdo, os tratamentos comec¢aram geralmente
com substancias activas preventivas, sendo realizado, em média, um tratamento no
fim de Marco. Em 1997 foi impossivel a realizagao do tratamento preventivo, tendo-
se efectuado na primeira quinzena de Abril um tratamento curativo. Em 1995, 1996,
1999 e 2000 privilegiou-se a estratégia mista e os resultados foram 0,8%, 1,1%, 0,4%

e 0,2% de pedrado nos frutos, a colheita, respectivamente. Em 1997 a preferéncia foi
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a estratégia essencialmente curativa, contudo o nivel de infecgdao atingiu 5,1% de
incidéncia sobre as peras a colheita. Num bloco sujeito a aplicagdo (nas mesmas
datas) de tratamentos preventivos (captana), contiguo ao bloco sujeito aos
tratamentos curativos, o pedrado atingiu 13% dos frutos a colheita. Em 1998 a
estratégia seguida foi a preventiva e o resultado foi 1,2% de incidéncia nos frutos a
colheita. Nesse ano optou-se por fazer a cobertura total das infec¢des primarias com
fungicida. No conjunto dos anos, finalizaram-se as aplicagdes na segunda quinzena
de Maio, apds o fim das infecgdes primarias. De 1998 a 2000 o dltimo tratamento
preventivo efectuado teve como alvo a estenfiliose da pereira (Pleospora allii (Rabenh.)
Ces.) e nio o pedrado.
Quadro 7 Datas de aplica¢do e substdncias activas fungicidas utilizadas nas estratégias de
protec¢do ao pedrado da pereira Venturia pirina, numa parcela de 1,5 ha situada na

Sobrena (Cadaval) baseadas na estimativa do risco efectuada pelo modelo de infecgdo
do pedrado (MIP) de 1995 a 2000 (Fig. 101).

Protecgao quimica

Tratamento
1997 1998
5 Abril 12 Abril 3 Abril 27 Margo 24 Margo 13 Margo
1 propinebe captana captana + captana captana ciprodinil
bitertanol
25 Abril 23 Abril 11 Abril 8 Abril 29 Margo 21 Margo
2 mancozebe captana + captana + captana fluquinconazol captana
+ penconazol bitertanol + pirimetanil
miclobutanil
8 Maio 13 Maio 21 Abril 15 Abril 12 Abril 28 Margo
3 mancozebe captana + flusilazol ditianao captana captana
+ penconazol
hexaconazol
19 Maio 7 Maio 24 Abril 22 Abril 5 Abril
4 captana flusilazol captana fluquinconazol  fluquinconazol
+ pirimetanil + pirimetanil
21 Maio 7 Maio 4 Maio 12 Abril
5 flusilazol ditiando fluquinconazol captana
+ pirimetanil
4 Junho 18 Maio 19 Abril
6 ditianao fluquinconazol captana +
+ pirimetanil flusilazol
5 Julho 26 Abril
7 captana captana +
penconazol
3 Maio
8 captana +
flusilazol
10 Maio
9 captana +
penconazol
17 Maio
i captana
30 Maio
11 :
tirame
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Discussdao

Ficou provado que o sucesso da proteccao a . pirina dependeu da identificagao
correcta dos perfodos de infecgao. Dessincronizagdo entre as aplicagdes fungicidas e
a ocorréncia dos perfodos de infecgao pode permitir o aumento da incidéncia nos
pomares acima de 1%, o maximo de estrago aceitavel pelos agricultores (155, 157).
Em 1997 a auséncia de fungicida durante o periodo de infec¢ao de 27 de Margo, apos
a plena floracio da pereira e no pico da emissio dos ascosporos, permitiu o
aparecimento de cerca de 1% de infecgdo nos frutos. Apds essa data, quatro periodos
de infeccdo sem realizagdo de tratamento, em Junho, aumentaram a incidéncia da
doenca para valores de 5,1% a colheita, fazendo falhar a estratégia. Contudo, na
parcela contigua sujeita a tratamentos preventivos (captana) nas mesmas datas,

ocorreu mais do dobro da incidéncia de pedrado a colheita (13% dos frutos).

Aparentemente, a estratégia mista utilizada em 1995, 1996, 1999 e 2000, funcionou
bastante bem e permitiu a redugdo do numero de tratamentos (66,7% em 1995, 75%
em 1996, 41,7% em 1999 e 8,3% em 2000) relativamente a estratégia tradicional
(média de 12 tratamentos). Observou-se um padrio agregado para os periodos de
infecgao, sendo o mais vulgar seguirem-se-lhes novos periodos de infec¢ao. Dos 86
petiodos de infeccao determinados pelo MIP (Quadro 6), somente 24,4% ocorreram
de forma isolada (sem ocorréncia de novos periodos de infeccio nos 10 dias
seguintes). Este aspecto foi importante e condicionou os resultados das estratégias de
proteccdo, o risco de infec¢ao e também a propensio para o aparecimento de
resisténcia. A agregacao dos periodos de infec¢do do pedrado favorece a utilizagiao da
estratégia mista, a qual recorre a mistura de substancias activas de diferentes tipos de
ac¢do, permitindo manter a pressio de seleccio no fungo a niveis reduzidos.
Assegurou também a protecgao eficaz as infec¢des durante um periodo de 10 a 12
dias, o que permitiu reduzir em média o numero de aplicagoes fungicidas, sem

aumentar o risco de infeccao.
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Capitulo 5 Conclusoes

Analise climatica

A utilizacao dos diferentes modelos baseou-se na recolha de dados em alta-
frequéncia. Concluiu-se que a obten¢ao de quatro pontos horarios foi suficiente para
o conjunto de calculos envolvidos na utilizagdo do modelo de infecgao (MIP) e dos
outros médulos constituintes do sistema pericial. Menor nimero de dados resultaria
no inferior rigor da informacao disponibilizada; maior nimero aumentaria a precisio
a custa da diminui¢do da velocidade de comunicaciao e da autonomia das estagoes
meteorolégicas, sem o correspondente rigor traduzido proporcionalmente na

previsao.

Verificou-se que o periodo de humectagdo foi uma variavel muito importante na
previsao de doencas. Contudo, a falta de padroniza¢io nos valores medidos pelos
sensores, situacdo diferente da observada para a temperatura, obsta a comparagao

directa dos diferentes resultados obtidos na investigagao mundial.

Aspectos de epidemiologia do teleomorfo de V. pirina

A forma de hibernacao privilegiada do fungo 1. pirina no ecossistema agrario do
Oeste de Portugal parece ser em pseudotecas imersas no interior de folhas, presentes
na manta morta (Fig. 40). Suportou esta ideia a observagao aleatéria das lesoes
decorrentes dos primeiros ciclos de infec¢do, cujo numero de lesGes por 6rgao
infectado se situou proximo da unidade (p. 140, Fig. 70). A rara frequéncia de
observagao de lesdes nos ramos no periodo de 1995 a 2000, restrita a 1998 nos
ramos anuais do interior da copa de arvores nao pulverizadas, e a aparente auséncia
de gomos com escamas infectadas, nunca observada no periodo em estudo, também

suportam esta hipotese (p. 142).

Se o indculo hibernasse em lesdes nos ramos ou em gomos, a proximidade entre a
fonte de inéculo (alguns centimetros) e os tecidos susceptiveis proporcionaria o

padrio agregado as lesdes observadas no inicio da epidemia (Fig. 102).
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Tal acontece, por exemplo, para o oidio da macieira (P. leucotricha) onde as lesdes
cobrem grande parte do tecido vegetal emergente de gomos infectados. Tal nao foi
verificado para o pedrado da pereira. Por vezes, o in6culo estd afastado varios metros
dos tecidos vegetais susceptiveis permitindo a dispersio na atmosfera e a infecgao
aleatoria dos tecidos vegetais. Neste caso, o inéculo pode ter também origem em
hospedeiros alternativos, talvez o caso de nespereiras (E. japonica), existentes muitas
vezes na proximidade dos pomares. Na proximidade dos pomares em estudo nao

existiam nespereiras, pelo menos a 200 metros das suas bordaduras (p. 142).

Fig. 102 Representagdo esquemdtica das duas hipoteses possiveis de hibernagdo do fungo
Venturia pirina no ecossistema agrario do Oeste. O fungo ultrapassa o periodo dormente
do hospedeiro em lesdes nos gomos ou nos ramos, na forma de micélio que evolui
durante a Primavera produzindo conidios que constituem parte ou a totalidade do
inoculo primario A. O fungo hiberna nas folhas que constituem a manta morta dos
pomares durante o Inverno, ou em hospedeiros alternativos B. Durante o primeiro ciclo
de infecg¢do o padrado das lesoes sera agregado A ou aleatorio B.

Ao longo dos anos do estudo a frequéncia das pseudotecas observada nas folhas
mortas foi bastante elevada, assim como o numero de ascosporos presentes na
atmosfera do pomar, medido pelo capta-esporos. Nas fitas do capta-esporos sé
raramente foram detectados conidios de 1. pirina e os que raramente se detectaram,
foram observados fundamentalmente no fim da estacdo, originados provavelmente
em lesOes existentes em folhas ou frutos. A dispersio da doenca no ecossistema

agrario do Oeste seguiu o padrao definido esquematicamente pela Fig. 103.
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Fig. 103 Representa¢ido esquematica da hipotese mais plausivel de dispersdo do pedrado da
pereira no interior dum pomar onde existe um foco epidémico constituido por indculo
primario presente em folhas da manta morta. Na primeira fase o inoculo primdrio
dispersa-se do foco epidémico infectando algumas arvores na proximidade (linhas
grossas), na segunda fase as drvores infectadas apresentam unidades infecciosas (lesoes)
constituidas por unidades de dispersdo (conidios), responsdveis pelo aparecimento de
novas unidades infecciosas no interior das arvores infectadas ou na sua vizinhanga.

As pseudotecas formaram-se durante o més seguinte a queda das folhas (p. 108) da
pereira, em Dezembro e Janeiro. Elevada precipitagio (média destes dois meses
acima dos 100mm) e baixa temperatura (superior a 400h abaixo de 7,2°C)
aumentaram o numero de pseudotecas formadas no interior das folhas (Quadro 5).
Num pomar sem tratamentos fungicidas, o nimero de pseudotecas estimado por cm’
de folha na manta morta foi de 6,6 ¢ 7,4 em 1996 ¢ 1997, respectivamente. Num
pomar comercial estimou-se a presenca de 1,1 pseudotecas/ cm” de folha em 1997
(p- 120). Avaliou-se o numero de pseudotecas formado por lesao fértil em 20,2+ 9,3,
no ano de 1997 (p. 125). Em Janeciro e Fevereiro a baixa temperatura pareceu
condicionar o maior numero de ascos formados no interior das pseudotecas, que
variou de 84 a 206 nos anos em estudo (p.108). O nimero médio de ascos no interior

das pseudotecas foi calculado em 142,3, baseado em trés anos de estudo (p. 109).
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A evolugio da maturagdo dos ascosporos pode ser prevista pelo modelo baseado no
integral térmico (acima de 0°C) observado apdés o aparecimento dos primeiros

ascosporos maduros (p. 115).

- p _ 0,00415
Fungdo 10 Ascdsporos maduros = 1 — ¢ "

Este modelo (Func¢ao 10) baseou-se na taxa de matura¢ao (0,00415/ °C) utilizada por
Spotts e Cervantes no Oregon (169). Cerca de 900°C foram necessarios na regiao do
Oeste para o fim da maturacio dos ascésporos (p. 115). Existiu maturidade
diferencial entre os ascosporos maduros (verdes palidos e bem septados) e os ascos
que os conteém (p. 123). Os dois fenémenos estiveram separados por varios dias,
geralmente mais de 10 (p. 118). A maioria dos ascésporos de 1. pirina amadureceu
do principio de Mar¢o ao fim de Abril (p. 113). Ap6és meados de Abril foi vulgar o
aparecimento de ascos com ascosporos degenerados no interior das pseudotecas (p.

117).

Normalmente, foi necessaria a observa¢ao média de 20% a 30% de ascosporos
maduros no interior das pseudotecas para se observar o inicio da emissao regular de
ascosporos (p. 113, p. 118). Cada pseudoteca madura sé emitiu os seus ascOSporos

apo6s mais de 50% dos seus ascosporos se observarem maduros (dados da Fig. 50).

A frequéncia dos ascosporos emitidos pelas pseudotecas seguiu em estreita relagao a
frequéncia dos ascos vazios observados no seu interior, quando as condi¢oes
climaticas foram favoraveis a emissao (p. 122). Dos dados obtidos em 1996 e 1997
para a emissao de ascosporos em placas de Petri, foi possivel conceber dois modelos

baseados na distribui¢ao Normal (Fung¢ao 11 e Fungao 12) (p. 124):

Fungdo 11 Ascdsporos emitidos 96 = N(512,5; 252,9)

ou

Fungdo 12 Ascdsporos emitidos 97 = N(689,1; 316,8)
Estes modelos dependeram do integral térmico calculado apés 1 de Margo (data

frequente da observagao dos primeiros ascosporos maduros).
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Um modelo de utilizagdo simples e pratica foi obtido fazendo depender os
ascosporos emitidos do nimero de dias observado apos o inicio de Margo (Fungio

13) (p. 124):

Fungdo 13 Ascdsporos emitidos = IN(12Abril; 19 dias)

Na regiao do Oeste de Portugal observou-se a captura de ascésporos de V. pirina
durante o fotoperiodo (90,3% a 98,0% entre as 6:00 e as 18:00), apds os periodos de
chuva (p. 128). No caso de longos periodos sem chuva (cerca de um més) e na
presenca de forte orvalho nocturno, alguns ascésporos (2,4% a 6,0% do total anual)
foram capturados durante a noite ou na manha seguinte (p. 132). As emissoes
nocturnas de ascésporos na regiao do Oeste foram associadas a presenca de orvalho

e auséncia de chuva (Fig. 65).

Os ascésporos foram capturados da atmosfera dos pomares por periodos de seis a
oito semanas (p. 127). Dos registos obtidos através do capta-esporos, verificou-se ser
possivel obter uma relagao semelhante as anteriores, baseadas no integral térmico

ap6s 1 de Marco (Funcio 14) (p. 135):

Fungdo 14 Ascdsporos capturados = N(537,6,; 150,0)
Do conjunto dos estudos concluiu-se que a maturagao dos ascos ¢ a emissao dos
ascosporos de 1. pirina seguiu, em relacdo ao integral térmico calculado apds o

aparecimento dos primeiros ascosporos maduros, a distribuicio Normal, na regiao

do Oeste de Portugal (p. 124 e p. 135).

Aspectos de natureza abidtica e bidtica na evolugao do

patossistema

Na regiao do Oeste os factores climaticos influenciaram o patossistema: Invernos
trios e chuvosos (Tipo 1) aceleraram a sua entrada em actividade; Invernos amenos e
secos (Tipo 4) retardaram o inicio da sua actividade. Quando foram observados
Invernos amenos e chuvosos (Tipo 2), o fungo /. pirina iniciou a sua actividade
antes do hospedeiro; nos Invernos frios e secos (Tipo 3), o hospedeiro adiantou-se

em relagao ao fungo (Quadro 5). Este desfasamento pode atingir cerca de 15 dias.
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A temperatura 6ptima para a infeccido de 1. pirina é de 20°C a 21°C (p. 153). O
minimo de oito horas foi necessario a infec¢do, a 20°C de temperatura (p. 152).
Ascésporos e conidios infectam a pereira em condi¢oes sensivelmente semelhantes
(Fig. 79). Através de dois ensaios de infecgdo por conidios, foi possivel obter a
relagao entre a incidéncia do fungo nas folhas e o periodo de humectagao (Funcio

15) (Fig. 72):

Fungdo 15 Incidéncia folbas = 1.ogN(2,33, 0,28)

Apbs 24 horas de humectagao, a incidéncia nas folhas atingiu o seu maximo (Fig. 72
e Fig. 73). Aparentemente, um periodo de humectacao superior foi necessirio a
expressao da maxima severidade (Fig. 74). A area média de cada lesio de pedrado
variou entre 0,10cm”* e 0,22cm” (p. 150). Curiosamente, o menor perfodo de
humectagao correspondeu a menor area por lesao o que podera indicar a resisténcia

ontogénica mais efectiva, nos periodos de humectagiao mais curtos (Fig. 706).

Em caso de dano ou aparente incapacidade para o crescimento da extremidade do
tubo germinativo, os conidios de 1. pirina formaram novos tubos com origem no
tubo germinativo antigo ou na parede do conidio (Fig. 78). Os conidios conseguiram
formar tubos germinativos apods trés periodos de humectacio de 24 horas,
interrompidos por dois periodos secos de 30 minutos cada, ao fim dos quais a
maloria aparentava manter a viabilidade (p. 152). Aparentemente, existe um
mecanismo capaz de preservar a viabilidade dos conidios de 1. pirina sujeitos a
condi¢des adversas para os tubos germinativos, corpos de Woronin ou outros

mecanismos podem estar envolvidos neste processo (p. 155).

Foi possivel obter um modelo de infecgao do pedrado da pereira (MIP) baseado na
temperatura, periodo de humectagio e intensidade inicial da doenca. As constantes
do modelo dependem da temperatura 6ptima (To=21°C), do perfodo mediano de
humectagdo (57, =15h a 20°C), do coeficiente de compensagio térmica (k=0,23/°C)
e da intensidade inicial da doenca (I,=1% de frutos infectados) (Fig. 79). Baseado na
estimativa deste modelo, foi possivel simular as epidemias de pedrado, de 1996 a
2000, determinando o numero de perfodos de infeccao ocorridos em cada ano. O

numero de periodos de infec¢ao determinado pelo MIP variou de oito em 1996 a 21
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em 1998 e 2000 (Quadro 6 e Anexo 4). O MIP simulou a curva das epidemias
naturais de . pirina com bastante realismo. No ecossistema, as curvas das epidemias
de 1. pirina foram condicionadas pela presenca de perfodos de infeccio. A
observacao de perfodos com elevada infeccio potencial modificou localmente a

forma das curvas epidémicas (p. 172).

As epidemias de 1. pirina atingiram 65,1% a 100% dos frutos, ao longo dos cinco
anos do estudo (p. 163). O numero de lesGes por fruto infectado variou entre 15,0 a
44,6 no final da estacdo. Nesta altura, as lesGes eventualmente coalesceram,

diminuindo o seu nimero aparente (p. 163).

A incidéncia de 1. pirina nas folhas da pereira atingiu o maximo de 29,7% em
plantulas de pereira (Fig. 72), 87,0% em pereiras envasadas (Fig. 73) e 89,2% numa
parcela em condi¢oes naturais em 1998 (Fig. 86). A severidade maxima medida
através da fraccio infectada observada nas folhas, foi de 11,5% nas folhas das jovens
pereiras envasadas sujeitas a periodos de 24h de humectacao (Fig. 74) e 2,7% no fim
da Primavera nas folhas expostas a infecgdes naturais (Fig. 87). O nimero maximo
de lesoes de pedrado por folha infectada foi de 9,3 e 5,8 nos ensaios de inoculagao

por conidios e em condi¢Oes naturais, respectivamente (Fig. 75 e Fig. 88).

Varias relagoes incidéncia— severidade foram obtidas. A incidéncia de pedrado nos
frutos ou folhas relacionou-se com o numero de lesdes por 6rgao infectado através

da expressao (Fungao 16) (Fig. 906):

Fungdo 16 Incidéncia = 1 — ¢, a= pardmetro; x = niimero de lesoes por drgao infectado

O parametro a variou, nos frutos, de 0,046 /lesio em 1996 a 0,140 /lesio em 1997
(p. 166). Nas folhas, a incidéncia relacionou-se pela mesma expressio com o numero
de lesdes por folha, todavia, o valor do parametro @ encontrado foi mais elevado,
variando de 0,162 /lesdo nas inocula¢oes artificiais em jovens pereiras, a 0,384 /lesio

em condig¢des naturais (p. 172).

Existe estreita relagao entre a incidéncia de 7. pirina nos frutos e a incidéncia nos

corimbos de origem. Agrupando os dados de quatro anos, foi possivel obter a relacio

188



conjunta, Gtil para a aplicagao pratica na estimativa da incidéncia ou da severidade do

pedrado da pereira (Fungao 17) (Fig. 95):

Fungdo 17 Incidéncia corimbos = 1 — ¢ | x=niimero de lesies por fruto infectado

A expressao obtida pode ser utilizada na estimativa do numero de lesdes nos frutos,

com base no conhecimento da incidéncia de pedrado nos corimbos e vice-versa.

No final da esta¢ao foram observados conididforos e conidios de 1. pirina, reunidos
em pequenos tufos, presentes em folhas sem sintomas macroscopicos de pedrado.
Neste tipo de infecgao difusa o fungo cresceu no limbo ou nas nervuras das folhas
sem provocar a necrose dos tecidos vegetais. Este tipo de infecgao distingue-se das
infecgoes discretas de 1. pirina, que ocorre normalmente durante a Primavera, onde

existe a necrose associada as lesdes esporulantes (Fig. 98).

Aspectos de protecgao de V. pirina

3 A ultima aplicagao fungicida )
Nao ‘ foi ha mais de 7 dias ? ‘ Sim
Choveu mais de Sim > Passaram mais de 5 dias
30 L/Im2? apos o dia da infecgao ?
Nao l Nao

Sim
Nao é necessario realizar Nao Esta prevista chuva para
novo tratamento — os préximos dias ?
Sim
\ 4

Realizar tratamento Realizar tratamento
preventivo curativo

Fig. 104 Diagrama de tomada de decisdo na protec¢do do pedrado da pereira baseado em
factores de natureza abiotica, pressupondo a existéncia de hospedeiros susceptiveis e a
presencga no ecossistema agrario dos esporos de Venturia pirina.

Com base na determinagao dos periodos de infecgao pelo MIP, definiram-se as
quinzenas com maior probabilidade de ocorréncia de infec¢ao. Abril e Maio foram os
meses com elevada probabilidade de infeccdo, Marco e Julho apresentaram média

probabilidade e Junho e Agosto baixa probabilidade (Fig. 100).
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Na Fig. 104 pode-se observar uma chave de tomada de decisao, baseada na protecgao

quimica, face aos condicionalismos climaticos a observar.

Fig. 105 Sistema de andlise e informagdo para o pedrado da pereira (Venturia pirina) na regido
do Oeste. Baseado em estagoes meteorologicas ligadas em rede por modem ao servidor
central, dotado de sistema de recolha automdtica de informagdo climatica actualizavel
quatro vezes por hora. O servidor incorpora o sistema pericial de tomada de decisdo
(JusClem) com capacidade de gerar e enviar mensagens escritas para telefones moveis
segundo o padrdo climdtico detectado pelas estagées meteorologicas e os dados
biologicos introduzidos das observagées de campo.

Quanto as estratégias de protec¢ao quimica, observou-se o padriao agregado dos
periodos de infec¢do durante a estagao (75,6% dos eventos) (p. 181). Deste modo, a
estratégia mista pareceu ser a mais aconselhada na regido do Oeste de Portugal (p.
181). Esta estratégia permitiu diminuir o ndmero de tratamentos e evitar o
aparecimento de resisténcia do 1. pirina aos fungicidas (p. 181). Durante os seis anos
do estudo, a estratégia de protec¢ao quimica ao pedrado da pereira baseou-se em trés
a 11 tratamentos (média 6) (Fig. 101), em oposi¢ao aos 10 a 15 tradicionais (média de
12) (p.82). Apds o fim das infecgdes primarias, os tratamentos foram normalmente
descontinuados (Fig. 101), por auséncia de lesdes nos frutos ou nas folhas das

arvores, ou quando a incidéncia nos frutos foi inferior a 1%. A incidéncia a colheita
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de I\ pirina nos frutos variou de 0,2% a 5,1% (p. 179). Na estratégia mista o valor

variou de 0,2% a 1,1% (p. 179).

Estaglo Parametros—— [~ Limites de Humectagio “
Meteoraldgica: ISobrana j' Temp. Media: 21 Superior (%):[ g7

Aalia

[ reittn bl EeED Hum. Média: 15 Inferior (%] : | 1.41
Data Inicial: vl X X Lira
1/ Mar 1957 K I 023 & I 023 ——
Data Final: 38901997 vl Percent. Critica: [l ’7Ep|d Inicial: [ 0,01 .l Sair
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15:45 04/06/1337 08:15 05061937 1230 1575 00218435 0836791
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Fig. 106 Menus do JusClem evidenciando os diferentes periodos de infec¢do determinados em
1997 para a Sobrena A. Aspecto grafico da curva epidémica e do valor da infec¢do
potencial de Venturia pirina nos frutos B.

As diferentes estratégias permitiram concluir que, na maioria dos anos, o primeiro
tratamento tradicional, baseado no fungicida cuprico até a ponta verde (estado C,

normalmente, primeira quinzena de Mar¢o), ¢ ineficaz para o pedrado, podendo ser
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eliminado com seguranca da sequéncia de tratamentos (Fig. 101). Evita-se deste

modo a contamina¢ao do solo e da agua pelo metal pesado, o cobre.

A utilizagao de sistemas periciais capazes de reunir todo o conhecimento actual sobre
o assunto assume elevada importancia, por sistematizar o conhecimento, permitindo

a percepeao de novas realidades (194, 195, 209).

O sistema pericial desenvolvido permitiu a redugao do numero de tratamentos até
80% do sistema tradicional (p. 81, Fig. 101, Quadro 7). Na Fig. 105 e Fig. 106 esta
esquematizado o sistema pericial (JusClem) desenvolvido para a protecgio ao
pedrado da pereira na regido do Oeste de Portugal, baseado no conhecimento obtido

ao longo deste estudo.
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Capitulo 6 Novas questoes em aberto

Pela anilise global do actual conhecimento, sobressaem varias questdes ainda em

aberto. Abordam-se aqui algumas, aparentemente, as mais pertinentes.

A padronizagao das condi¢gdes medidas através dos sensores de humectacio é uma
das mais relevantes para a comparac¢ao entre estudos. Outra questdo refere-se a
possibilidade ou nao de 7. pirina infectar a nespereira, ou do seu indculo se manter

viavel por varios dias no seio dos pomares, como ¢ bastante provavel.

A influéncia do fotoperiodo na sincronizagao temporal da maturag¢ao ou da emissao

dos ascosporos podera ser também o tema estimulante.

Talvez a maior questio em aberto esteja no caminho da agricultura para a
sustentabilidade e a sua conciliagio com uma populacio humana em continua
expansao. Alguns passos tém vindo a ser realizados, resta a0s mesmos serem aceites

e difundidos pela comunidade cientifica, gerando o bem-estar da restante populagao.
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Glossario

Abiodtico
Anamorfo
Anteridio

Apressorium
Asco bitunicado

Asco
Ascocarpo

Ascoestroma

Ascogonio
Ascomycota
Ascoésporo
Assexual
Biotico
Conidio
Conidiéforo

Corpo de Woronin
Cuticula

Doenga

Epidemia
Epidemiologia
Estroma

Fungicida

Fungo heterotalico

Hialino

Hifa

Hospedeiro
Infeccdo

Inéculo

Infecgdo primaria
Infecgdo secundaria

Micélio

Sem vida; referente ao ambiente.
Estado vegetativo, assexual ou imperfeito do fungo.
Orgio sexual masculino, presente em certos fungos.

(pl. Apressoria). Extremidade alargada da hifa ou do tubo germinativo que
facilita a fixacio e a penetragdo do fungo no hospedeiro.

Asco com parede grossa, por vezes separavel em parede interna e
externa.

Hifa em forma de saco na qual, por meiose, se originam os ascosporos.
Estrutura de frutificacdo dos Ascomycota que produz ou contém os ascos.

Tipo de ascocarpo ou estrutura reprodutiva de certos Ascomycota onde
sao produzidos os ascos em cavidades designadas 16culos.

Orgio sexual feminino dos Aswmycota.

Grupo de fungos com esporos sexuados dentro de ascos.

Esporo aéreo produzido num asco.

Reprodugio sem meiose ou unido de gametas.

Com vida; referente as actividades bioldgicas.

Esporo assexual do fungo formado na extremidade de um conidiéforo.
Hifa especializada onde um ou mais conidios sdo produzidos.

Corpo esférico presente nos Ascomycota, localizado geralmente perto dos
septos.

Camada fina exterior as células da epiderme, constituida basicamente por
ceras e cutina.

Desvio do normal funcionamento dos processos fisiologicos, com
duragio suficiente para alterar ou bloquear processos vitais.

Aumento da doenga infecciosa no tempo e no espago, no seio da
populagao.

Estudo dos factores condicionantes do aparecimento e da dispersdo das
doencas infecciosas.

Estrutura micelial compacta sobre ou na qual as estruturas de frutificacdo
se formam normalmente.

Substincia toxica para fungos.

Fungo com gametas femininos e masculinos, s6 compativeis para
individuos fisiologicamente distintos.

Transparente, translucido.

Filamento tubular.

Individuo que aceita o parasita.

Estabelecimento da relacio patogénica com o individuo hospedeiro.
Agente patogénico ou sua frac¢do que origina a infecgio.

Originaria do in6culo hibernante.

Originaria do in6culo formado na fase vegetativa do hospedeiro.

Hifa ou conjunto de hifas que forma a estrutura do fungo.
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Parasita
Patossistema
Periodo de infecgdo
Periodo latente

Pseudoparafise

Pseudoteca
Raga
Resisténcia ontogénica

Seta

Sistema
Sistema pericial

Teleomotfo

Tricoginio

Tubo germinativo

Organismo que vive a custa de outros, geralmente invadindo ou
causando a doenca.

Segmento da realidade onde numa comunidade ou bioma uma
populagio do parasita e a(s) do(s) seu(s) hospedeiro(s) se influenciam
mutuamente, condicionando a sua evolugio.

Intervalo no qual o fungo estabelece a relagdo patogénica.

Lapso de tempo da inoculagio a producio de novas unidades de
dispersao do fungo, no hospedeiro susceptivel.

Rede estéril e septada, que liga o topo a base do ascoestroma.

Ascocarpo pertencente aos loculoascomicetas. Sinénimo de ascoestroma
unilocular.

Subgrupo dentro da espécie, caracterizado por possuir uma ou poucas
caractersticas diferenciadoras.

Resisténcia exibida pelos tecidos vegetais adultos, devido a factores
bioquimicos inibidores da colonizac¢do do fungo.

(pl. setae). Cerda erigada.

Segmento bem definido da realidade englobando as variaveis, as
condigdes iniciais, as taxas de mudanca e as restricdes a obedecer.

Programa de computador, baseado num conjunto lato de conhecimento,
que realiza tarefas complexas confiadas a especialistas.

Estado sexual ou perfeito do fungo.

Hifa receptiva do ascogénio que se funde com a célula masculina, por
vezes longa e com forma de cabelo.

Hifa emergente do esporo germinado.
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Anexos

Anexo 1 - Analise de variancia dos modelos desenvolvidos

Modelo da evolugdo da maturagdo dos ascosporos de Venturia pirina (Fig. 524).

Modelo da evolugdo da maturagdo dos ascosporos de Venturia pirina (Fig. 52B).

Modelo de estimativa de emissdo dos ascosporos de Venturia pirina pelo método das placas de
Petri (1996) (Fig. 58).
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Modelo de estimativa de emissdo dos ascosporos de Venturia pirina pelo método das placas de
Petri (1997) (Fig. 58).

Modelo de estimativa de emissdo dos ascosporos de Venturia pirina pelo método das placas de
Petri (1996+1997) (Fig. 59).

Modelo de estimativa de emissdo dos ascosporos de Venturia pirina capturado pelo capta-esporos

(Fig. 68).

Modelo da relagdo entre a incidéncia de Venturia pirina nas folhas e o periodo de humectagdo
(Ensaio a 20°C) (Fig. 72).

sQ Df MS F p
Modelo 017 2 0,086789 250,6008 6,69E-10
Erro 0,0038 11 0,000346
Total 0,177387 13
n 14
R? 0,978524

In(med)  2,328667
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Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nas folhas (Ensaio a 20°C) (Fig.
77).

Modelo bidimensional de infecgdo de Venturia pirina (Fungdo 4) (Fig. 79A4).

Modelo bidimensional de infec¢do de Venturia pirina (Fungdo 4) (Fig. 79B).

Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nos frutos (1996) (Fig. 90).
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Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nos frutos (1997) (Fig. 90).

Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nos frutos (1999) (Fig. 90).

Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nos frutos (2000) (Fig. 90).

Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nas folhas (1998) (Fig. 92).

Modelo da relagdo incidéncia— severidade de Venturia pirina nos corimbos (Fig. 95).
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Anexo 2 — Rotina de calculo dos graus dia acima de 0°C e
10°C

Sub Graus_dia()

Dim ¢ As Object
Dim Gd_0 As Double, Gd_10 As Double, a2 As Double, b As Double, m As Double

Set ¢ = ActiveCell

c.Offset(0, 5).Value = "Graus.dia_0"
c.Offset(0, 6).Value = "Graus.dia_10"

Do Until IsEmpty(c.Offset(1, 0).Value)

a = c.Offset(0, -1).Value
b = c.Offset(1, -1).Value
m=(a+b)/2

Ifm>0Then Gd_0=Gd_0+m /96

If m > 10 Then Gd_10 = Gd_10 + (m - 10) / 96
c.Offset(1, 5) = Gd_0
c.Offset(1, 6) = Gd_10

Set ¢ = c.Offset(1, 0)
Loop

End Sub
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Anexo 3 — Rotina do MIP (Modelo de infec¢ao do pedrado)

Sub Periodo_humectacio()

Dim ¢ As Object, n As Integer, estimulo As Boolean

Dim media As Variant, a As Double, b As Double, F_a As Double, F_m As Double, F_b As Double,
inf_horaria As Double, epidemia As Double

Dim P_hum As Double, inf_total As Double, Sum_temp As Double, m As Double, S_li As Double,
S_Is As Double

Set ¢ = ActiveCell 'Inicia os célculos no vector da humectacio
c.Offset(0, 1).Value = "T_média"

c.Offset(0, 2).Value = "P_humecta¢io"

c.Offset(0, 3).Value = "Infeccio total"

c.Offset(0, 4).Value = "Evolucio_epidemia"

epidemia = 0.01
Do Until IsEmpty(c.Offset(1, 0).Value) 'Acaba o cilculo quando a célula seguinte esta vazia

a = c.Offset(0, -1).Value 'Lé o valor da temperatura no inicio do intervalo
b = ¢.Offset(1, -1).Value 'L¢ o valor da temperatura no fim do intervalo

m = (a + b) / 2'Calcula a temperatura média em [a,b]

'Verifica se o sensor da humectacio esta seco em [a,b]
'Acaba o periodo de humectagao
'Os esporos perdem o estimulo germinativo

'Anota o valor da temperatura média calculado ao longo do dltimo periodo de humectagio
If c.Value < 8_li And c.Offset(1, 0).Value < S_li Then

P_hum =0

estimulo = False

c.Offset(0, 1).Value = media
media = Empty
n=0

Sum_temp =0

'Se no dltimo periodo de humectagao o nivel de infecgao foi superior a 0,01 entdo existe infec¢do

'Inicia-se a pesquisa do proximo petiodo de infec¢io

If inf_total > 0.01 Then c.Offset(0, 8).Value = "P_infeccio"
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inf total =0

'Se o sensor da humectagdo estd molhado ou a secar e os esporos mantém o estimulo germinativo
anterior

'O estimulo germinativo continua presente

'Inicia-se o calculo da temperatura média ao longo do periodo de humectacio
'Calcula-se a fraccdo de esporos que infectou durante [a,b]

'Calcula-se a nivel de infec¢ido do periodo de humecta¢ao

'Calcula-se a evolu¢io epidémica ao longo de [a,b]

'Adiciona-se um novo intervalo de humectacio

'Mostra-se o periodo de humecta¢io acumulado
Elself c.Value > S_Is Or c.Value <= S_Is And estimulo Then
estimulo = True
Sum_temp = Sum_temp + m
n=n-+1
media = Sum_temp / n
F_a = infecgdo_potencial(P_hum, 15, a, 21, 0.23, 0.23)
F_m = infecgao_potencial(P_hum + 0.125, 15, m, 21, 0.23, 0.23)
F_b = infeccio_potencial(P_hum + 0.25, 15, b, 21, 0.23, 0.23)

inf_horaria = 025* (F_a+4*F_m+F_b) /6

inf_total = inf_total + inf_horaria * 0.05 * (-Log(0.05))
c.Offset(1, 3).Value = inf_total

epidemia = epidemia + inf_horaria * epidemia * (-Log(epidemia))

P_hum = P_hum + 0.25
c.Offset(1, 2).Value = P_hum

Else
P_hum =0

End If
c.Offset(1, 4).Value = epidemia
Set ¢ = c.Offset(1, 0)

Loop
End Sub

217



Anexo 4 — Datas dos periodos de infeccao de Venturia

pirina previstos pelo MIP (Modelo de infecgao do pedrado)

Datas dos periodos de infec¢do e infecgdo potencial (IP) de Venturia pirina nos frutos, previstos
pelo MIP (Modelo de infec¢do do pedrado) de 1996 a 2000 (Quadro 6).

Periodos de infecgao previstos

1998

Data IP(%) Data IP(%) Data IP(%) Data IP(%) Data IP (%)

N

6 Mai 6,3 27 Mar 11 29 Mar 134 13 Mar 93 12 Mar 1,1
2 8 Mai 11 2Abr 21 3Abr 6,2 26 Mar 1,1 13 Mar 2,1
3 9 Mai 22 17 Abr 11 4 Abr 14 29 Mar 12  25Mar 1,2
4 15Mai 11 18 Abr 11 7Abr 14 16 Abr 37  4Abr 1,9
5 17 Mai 12 19 Abr 94 14 Abr 1,0 17 Abr 13 9Abr 1,9
6 18 Mai 25 24 Abr 11 15Abr 12 21Abr 33 16 Abr 4,6
7 30 Mai 1,3  25Abr 2,0 17 Abr 2,3 27 Abr 104 17 Abr 1,3
8 264ul 25  4Mai 12 28 Abr 1,9  5Mai 7,7 30 Abr 16,1
9 5 Mai 6,7 29 Abr 55 6 Mai 27  1Mai 3,8
10 16 Mai 56 10 Mai 1,3 15 Mai 35  4Mai 41
11 18 Mai 21 11 Mai 38 16 Mai 1,0  5Mai 43
12 23 Mai 32 12 Mai 91 17 Mai 15  6Mai 15
13 25 Mai 53 14 Mai 2,7 18 Mai 48  7Mai 7,2
14 1 Jun 56 29 Mai 49  13Jul 76 12 Mai 4,2
15 5 Jun 22 1Jun 134 4 Ago 8,2 26 Mai 1,6
16 6 Jun 241 6Jun 1,4  8Ago 2,8 28 Mai 1,5
17 10 Jun 46 2 Jul 3,5 11 Jun 2,8
18 2 Jul 1,2 7 Jul 5,6 21 Jun 1,3
19 15 Jul 57  8Ago 1,3 3Jul 1,5
20 16 Jul 84  9Ago 2,0 25 Jul 14,9
21 10 Ago 13 26 Jul 15
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Anexo 5 — Diagrama de severidade de Venturia pirina
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