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RESUMO

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) € uma bactéria que infeta a cultura da actinidea, sendo atualmente a mais grave
doenga desta cultura, e incluida na Lista A2 da Organizagao Europeia da Protecao das Plantas (OEPP). A bactéria Psa
pode provocar perdas de produgao da ordem de 10 a 50% e, em casos mais extremos, conduzir a morte das plantas.
Em Portugal, esta doenga foi detetada em 2010 na regido norte e, em 2012, na regiao da Bairrada. Atualmente, as estraté-
gias de controlo da Psa baseiam-se, principalmente, na luta quimica, com recurso a fungicidas a base de cobre.

No presente trabalho, testaram-se quatro modalidades de luta contra a Psa, em que se combinaram diferentes produtos
a base de cobre com um agente de luta biolégica Bacillus subtilis, em conjunto com o corte e queima de érgaos infetados,
de modo a tentar definir uma estratégia que permita reduzir o uso de pesticidas. Com base nos resultados, é possivel
referir que uma estratégia que conjugue luta cultural, luta quimica com 6xido cuproso e luta biolégica com Bacillus
subtilis, permite obter menor incidéncia da Psa nas varas, folhas e flores de actinidea e, em simultaneo, melhores resul-
tados economicos.

Palavras-chave: actinidea, Bacillus subtilis, kiwi, meios de luta, Psa.

ABSTRACT

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) is a bacterium that attacks the kiwifruit, being currently its worst disease
problem, included in European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) A2 List . The Psa can cause
yield losses between 10 to 50% and, in extreme cases, the plant death. In Portugal, the disease was detected in 2010 in
the northern region and, in 2012, in the Bairrada region. Currently, Psa control strategies are based mainly on chemical
control, based on copper fungicides.

In this study, four control methods against Psa were used, combining different copper-based products with a biological
control agent — Bacillus subtilis, together with the cutting and burning of infected organs, aiming to develop a control
strategy against Psa while reducing chemical control. The study results showed that a strategy combining cultural
control, chemical control with copper oxide and biological control with Bacillus subtilis reduces the disease damages in
the kiwifruit plant branches, leafs and flowers, while at the same time present better economic results.

Keywords: actinidia, Bacillus subtilis, kiwi, control methods, Psa.
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INTRODUCAO

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) Takikawa,
Serizawa, Ichikawa, Tsuyumu and Goto 1989 é
uma bactéria que infeta a cultura da actinidea,
vulgarmente designada cultura do kiwi, sendo
atualmente a mais grave doenga desta cultura.
O primeiro registo da PSA ocorreu nos anos 80,
na China e no Japao, e mais tarde em Italia (2008),
Nova Zelandia e Chile (2010) (Gallelli et al., 2011;
Young, 2012; Butler etal., 2013; McCann etfal.,
2013). Atualmente, a PSA encontra-se presente
em diversos outros paises, nomeadamente na
Europa (Franga, Grécia, Italia, Eslovénia, Portugal
e Turquia), Ocednia (Australia) e Asia (Japao e
Coreia do Sul) (EPPO, 2015).

Esta bactéria é capaz de provocar perdas de
produgao na cultura, entre 10 e 50% do seu poten-
cial produtivo e, em casos mais extremos, levar a
morte da planta (Ferrante e Scortichini, 2014).

Em Portugal, esta doenga, incluida na Lista A2
da Organizacdo Europeia da Protecao das Plantas
(EPPO, 2016), instalou-se a partir do ano de 2010,
essencialmente na regido norte, embora se tenha
dispersado pelas restantes regides de produgao de
actinidea, em particular na regiao da Bairrada onde
foi detetada em 2012, nos concelhos de Oliveira
do Bairro e Anadia (DGAYV, 2013; Moura et al.,
2015). Desde entao, a bactéria disseminou-se pelos
restantes concelhos da regido (Pinto et al., 2014).

Os sintomas de Psa ocorrem em diversos érgaos,
como o tronco, folhas, ramos, flores e frutos e
quando o grau de infe¢ao é muito elevado, pode
ocorrer a morte da planta (Everett etal, 2011;
Donati et al, 2014; EPPO, 2015). Os sintomas
primarios observam-se nas folhas, que apre-
sentam manchas necroticas, de forma irregular e
que podem estar limitadas por um halo amarelo
palido, e com manchas de cor preta ou pontos colo-
ridos muito escuros entre as nervuras das folhas
(KVH, 2011; Richardson et al., 2012).

A progressio da Psa no tecido vascular da
planta origina sintomas secundarios, que levam
a um rapido declinio da vitalidade da planta.
Os sintomas secundarios sao a murchidao, morte
e queda das flores, enrolamento, morte e queda
das folhas, a partir da ponta da vara, aparecimento
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de exsudado vermelho/laranja ou branco no
tronco, ramos ou varas e, na primavera, este exsu-
dado apresenta coloragao avermelhada ou escura
dos gomos. Em fase mais avangada da doenca, o
exsudado é de cor branca e contém niveis muito
elevados de indculo. A murchidao dos ramos pode
originar a murchidao dos frutos e a perda de valor
comercial (Balestra et al., 2009; Gallelli et al., 2011;
KVH, 2011; Scortichini et al.,, 2012; Young, 2012;
Donati et al., 2014).

Atualmente, o controlo da Psa baseia-se na conju-
gacao de diferentes meios de luta, como luta legis-
lativa, genética, cultural, bioldgica e quimica.
Na luta legislativa, estao estabelecidas normas
nacionais (como o Decreto-Lei n.? 154/2005, rela-
tivo as medidas de protecdo fitossanitaria desti-
nadas a evitar a introdugao e dispersao no territdrio
nacional e comunitdrio, de organismos prejudi-
ciais aos vegetais e produtos vegetais) e europeias
(Decisao de Execugao da Comissao n.? 2012/756/
UE, de 5 de dezembro, relativa a medidas para
impedir a introdugdo e propagacao na Unido
de Pseudomonas syringae pv. actinidiae Takikawa
Serizawa, Ichikawa, Tsuyumu & Goto), que
visam a prevencao da doenga, através da obriga-
toriedade de passaporte fitossanitario em todas as
plantas transacionadas, constituindo uma primeira
barreira a disseminacdo da Psa, ou do estabeleci-
mento do programa de prospecao anual para a Psa
a implementar em pomares de actinidea

A utilizagao de luta genética (utilizagdo de culti-
vares que sejam resistentes ou tolerantes a ativi-
dade de um determinado inimigo) (Amaro, 2003)
contra a Psa baseia-se no uso de cultivares que
revelam menor suscetibilidade a doenca. Tém
sido obtidos resultados positivos em pomares que
adotam as cultivares femininas Gold3 (G3), Gold9
(G9) e Gold14 (G14) e com a cultivar masculina
M33, em regides e pomares com grande incidéncia
da doenca (KVH, 2012; Torr, 2013).

A escolha de cultivares resistentes deve ter em
consideracdo a agressividade das populagdes de
Psa presentes na regidao. Atualmente sao conhe-
cidas trés populagdes desta bactéria — Psal, Psa2
e Psa3 — e, ainda, a patovar p. syringae pv. actini-
difoliorum pv. nov., presentes nos diversos paises
produtores de kiwi. Estas populagdes tém agres-
sividades diferentes e causam prejuizos distintos



(Cunty et al., 2015). Por exemplo, sabe-se ja que,
na regiao Entre Douro e Minho, prevalece a popu-
lagdo Psa3, a mais virulenta e responsavel pelo
surto a doenca na Europa e na Nova Zelandia
(Garcia, 2015).

A luta cultural visa prevenir e eliminar focos da
Psa, através de operagdes como a eliminacao de
orgaos infetados e queima, para reduzir a presenga
do indculo quer no inverno em ramos, quer na
primavera em folhas, ou a nao circulagao de mate-
rial infetado pelo pomar e a desinfe¢ao de objetos
de corte, para reducao da disseminacao da bactéria
no e para fora do pomar (Mazzaglia ef al., 2011;
Vanneste ef al., 2011).

A luta biologica é também usada no controlo da
Psa, principalmente com recurso a Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn. Este agente microbioldgico
tem acao de antibiose, competicdo e inducao de
resisténcia sistémica no hospedeiro (Stewart et al.,
2011; Scortichini et al., 2012; Donati et al., 2014).
A utilizacdo de bactérias endofiticas recolhidas
a partir de plantas de Leptospermum scoparium
permitiu inibir a colonizacdo de Psa e reduzir a
severidade da doenca em duas cultivares de acti-
nidea (Wicaksono et al., 2017). Também o recurso
a indutores de defesa das plantas tem sido testado
e utilizado com bons resultados, nomeadamente
o recurso a proteinas ‘harpin’ que ativam meca-
nismos de defesa nas plantas e induzem resisténcia
ao agente patogénico (Reglinski et al., 2011).

Aluta quimica contra a PSA é baseada em interven-
¢Oes preventivas, aplicadas em fases precoces do
ciclo vegetativo, com recurso a substancias ativas
a base de estreptomicina (antibidtico aminoglico-
sideo) e diferentes formulagdes ctpricas (hidro-
xido de cobre, oxicloreto de cobre, 6xido cuproso
e sulfato de cobre) (Balestra et al.,, 2009; Vanneste
et al.,, 2011). Este meio de luta tem sido o mais utili-
zado e deverd ser evitado, quer pela sua toxicidade
para o homem, e outros organismos nao visados,
quer pela fitotoxidade e indugao de mecanismos
de resisténcia na Psa e noutros agentes patogénicos
(Cameron e Sarojini, 2014).

Neste sentido, pretendeu-se com este trabalho
estudar uma estratégia de luta contra a Psa eficaz,
que integre luta cultural, bioldgica e quimica, de
modo a reduzir os efeitos adversos da luta quimica,

para o ambiente e para a saide humana, e os meca-
nismos de indugao de resisténcia, cumprindo as
normas da Protecao Integrada.

MATERIAL E METODOS

O presente ensaio foi realizado numa exploragao
de actinidea (Actinidia deliciosa, Actinidiaceae),
cultivar Hayward, situada na localidade de
Bemposta, concelho de Anadia, com o apoio da
Kiwicoop — Cooperativa Fruticola da Bairrada,
CRL, numa parcela com uma area de 5000 ma2.
O ensaio decorreu entre fevereiro e junho de 2015.

O ensaio foi planeado com base em quatro moda-
lidades (Quadro 1) que consistiram em diferentes
combinac¢des de trés meios de luta — cultural,
quimica e bioldgica — por comparagao com a
luta cultural, o Uinico meio de luta utilizado na
testemunha:

1. modalidade Cuproso 75 — remogao de varas com
sintomas até a floragao, trés aplica¢des de oxido
cuproso (duas com concentragao de 75 g/100l e
uma de 30 g/1001) e dois tratamentos bioldgicos
com Bacillus subtilis QST 713 (concentragdo de
62,5 g/1001);

2. modalidade Oxicloreto — remog¢ao de varas com
sintomas até a floracao, trés aplica¢des de oxiclo-
reto de cobre, com igual concentragao (250 g/1001)
e dois tratamentos biologicos com Bacillus subtilis
QST 713 (concentragao de 62,5 g/1001);

3. modalidade Cuproso 50 — remocao de varas com
sintomas até a floragao, trés aplica¢des de 6xido
cuproso (duas com concentragao de 50 gr/1001 e
uma de 30 g/1001) e dois tratamentos bioldgicos
com Bacillus subtilis QST 713 (concentragdo de
62,5 g/1001);

4. testemunha — remoc¢do de varas com sintomas
até a floracao.

A luta cultural consistiu na remocgao, até a floragao,
de todas as varas que apresentassem sintomas
de Psa (exsudados avermelhados/alaranjados),
de forma a diminuir a presenga de inoculo da
bactéria no pomar. Na luta quimica, recorreu-se
a duas substancias ativas — 6xido cuproso (duas
concentragdes diferentes — 50 e 75 g/1001) e oxiclo-
reto de cobre (respetivamente, Cobre Nordox® 75
WG e Cupravit). O agente bioldgico utilizado foi
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Quadro 1 - Modalidades utilizadas no ensaio

Modalidade Meios de luta data Estado fenoldgico
Cuproso 75 remocao de varas com sintomas até 28.05.2015 - até a floragao
oxido cuproso (75g/1001) 09.02.2015 - ap6s a poda de inverno
03.04.2015 - botdes florais visiveis
oxido cuproso (30 g/1001) 07.05.2015 - botdes florais separados
Bacillus subtilis QST 713 (62,5 g/1001) 15.05.2015 - fase de campanula/floracao
28.05.2015 - floragao/vingamento
Oxicloreto remocao de varas com sintomas até 28.05.2015 - até a floracao
oxicloreto de cobre (250g/1001) 09.02.2015 - ap0s a poda de inverno
03.04.2015 - botdes florais visiveis
07.05.2015 - botdes florais separados
Bacillus subtilis QST 713 (62,5 g/1001) 15.05.2015 - fase de campanula/floracao
28.05.2015 - floragao/vingamento
Cuproso 50 remocao de varas com sintomas até 28.05.2015 - até a floracao
oxido cuproso (50g/1001) 09.02.2015 - ap0s a poda de inverno
03.04.2015 - botdes florais visiveis
oxido cuproso (30 g/1001) 07.05.2015 - botdes florais separados
Bacillus subtilis QST 713 (62,5 g/1001) 15.05.2015 - fase de campanula/floragao
28.05.2015 - floragao/vingamento
Testemunha remocao de varas com sintomas até 28.05.2015 - até a floracao

o Bacillus Subtilis QST 713, que pode ser aplicado
de forma preventiva no controle da Psa, por altura
da floragao. O produto comercial utilizado foi o
Serenade Max que tem 15,67% de Bacillus Subtilis
QST 713.

O delineamento do ensaio consistiu em quatro
repeti¢coes de 300 m? e quatro modalidades (talhoes

de 75 m? por cada modalidade). Em cada talhao
foram marcadas trés plantas, tendo sido deixada
uma planta em cada extremo como bordadura.
No caso da presenca de uma planta masculina,
essa planta nao foi objeto de estudo e foi monito-
rizada uma das exteriores. Em cada planta foram
marcadas, aleatoriamente, duas varas para a reali-
zagao das observagoes.

Quadro 2 - Metodologia para observacgdo visual de sintomas de Psa em varas, folhas, frutos

Orgaos a visualizar

Periodo de tempo Periodicidade (em 48 plantas®) Registo
27 de fevereiro semanal todas as varas numero de varas com exsudado vermelho/
a 3 de abril laranja ou branco ou coloragao avermelhada
ou escura dos gomos
22 de abril semanal todas as folhas das percentagem de folhas com manchas
a5 de junho 2 varas selecionadas necroticas, de forma irregular, limitadas
(ou nao) por halo amarelo palido, manchas
de cor preta, pontos coloridos muito escuros
entre as nervuras das folhas, folhas enroladas
13 de maio semanal todas as flores numero de flores murchas e mortas
a 28 de maio das 2 varas selecionadas
5 de junho todos os frutos vingados numero de frutos vingados

nas 2 varas selecionadas

* Observagdo semanal de 3 plantas por repeticdo x 4 repeti¢des x 4 modalidades
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Figura 1 - Incidéncia média (%), expressa pela presenca de sintomas de Psa em flores, folhas e varas de actinidea, por
modalidade. Os valores apresentados sdo médias de quatro repeticdes (letras diferentes correspondem a valores

significativamente diferentes, p<0,05).

Semanalmente foram realizadas observacgdes
visuais de varas, folhas e flores, a partir do
momento em que 0s sintomas apareceu em cada
um dos érgaos referidos (Quadro 2).

No final do ensaio foram contabilizados os frutos
vingados para avaliar os efeitos da Psa nas flores
e frutos. Os prejuizos provocados pela Psa foram
estimados com base no nimero de frutos vingados,
considerando o peso médio por fruto de 70 g
(Quiroga, 2013) e o preco médio de 0,80 €/kg de
kiwi (GPP, 2014). Considerou-se um total de 533
plantas femininas e um niimero médio de 22 varas
por planta. Para avaliagdo do resultado econdémico
de cada modalidade, considerou-se o custo de
cada estratégia de protecdo adotada, por hectare,
com base nos precos dos produtos comerciais e
nas concentragoes utilizadas em cada modalidade.
O custo do trator (gasdleo) e mao de obra para apli-
cagao dos produtos quimicos (9 €/ha) e o custo da
mao de obra para a luta cultural (32 €/ha) foi igual
para todas as modalidades.

Os dados relativos a presenga de sintomas foram
sujeitos a uma analise de variancia e a um teste de
comparagao de médias (LSD - diferenga minima

significativa), com um nivel de confianga de 95%. Estas
analises foram realizadas com recurso ao programa
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise do conjunto de dados relativos
a percentagem média de varas, flores e folhas
infetadas, foi possivel aferir qual a estratégia de
protecao da cultura contra a PSA que permite obter
melhores resultados.

A modalidade Cuproso 75 apresentou a percen-
tagem de sintomas mais reduzida, nos trés 6rgaos
em estudo (0,7% das varas, 13,8% das folhas e
13,5% das flores) (Figura 1), ou seja, permitiu obter
os melhores resultados no controlo da Psa ao longo
do ciclo vegetativo, sendo as diferencas signi-
ficativamente diferentes ao nivel dos sintomas
observados nas folhas entre esta modalidade e a
testemunha.

A modalidade Oxicloreto apresentou a terceira

percentagem de varas com sintomas mais baixa
(1,7%), a percentagem de folhas com sintomas mais
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elevada (18,5%) e uma percentagem de flores com
sintomas intermédia (19,9%). A incidéncia de Psa
foi mais elevada na fase de gomo inchado (0,6%
das varas) e entre a fase de campanula/floracao ao
vingamento (27,7% das folhas), comparativamente
com as outras modalidades, apesar das diferengas
nao serem significativas.

Relativamente a modalidade Cuproso 50, apresen-
tou-se como a modalidade com maior percen-
tagem de varas com sintomas (3%), mas com um
valor intermédio de sintomas nas folhas (16,9%)
e flores (19,2%). Os valores de incidéncia da Psa
foram elevados principalmente na fase na fase de
gomo inchado (0,6% das varas) e na fase de campa-
nula/floragao ao vingamento (28,3% das folhas),
com resultados que variaram entre a modalidade
Oxicloreto e a testemunha.

Por fim, a modalidade testemunha apresentou
a segunda menor percentagem de varas com
sintomas (1,3%) e percentagens mais elevadas de
flores (24,8%) com sintomas. Perante os resultados
apresentados, verifica-se que a luta cultural é uma
boa solucgado na reducdo da incidéncia da Psa na
fase de repouso vegetativo aos botdes florais visi-
veis mas, nas fases de pré-floracao a floragdo e
botdes florais separados ao crescimento dos frutos,
originou os piores resultados entre todas as moda-
lidades (29,2% de folhas com sintomas).

A partir da avaliagdo do custo dos tratamentos
acrescido dos prejuizos verificados em cada moda-
lidade (perda de frutos) (Quadro 3), observa-se que
na modalidade Cuproso 75 a redugao de prejuizos

estimados em comparagdo com a testemunha
(-537,3 €/ha) é superior ao custo dos tratamentos,
pelo que a modalidade, para além de ter sido a que
mais reduziu os sintomas da doenca, é também a
modalidade mais interessante do ponto de vista
economico (prejuizos e custos dos tratamentos no
valor de 1108,3 €/ha). Esta diferenca é estatistica-
mente significativa (p=0,0045).

Na modalidade Cuproso 50, apesar de os prejuizos
serem inferiores aos observados na testemunha,
a situacdo é menos interessante, com a redugao
de prejuizos (-199 €/ha) aproximada ao custo dos
tratamentos. A modalidade Oxicloreto mostrou
nao ser uma boa solugao quer para a diminuigao da
incidéncia da PSA quer do ponto de vista econo-
mico. Os prejuizos foram superiores aos registados
na testemunha (+164,2 €/ha) e agravados pelo
custo dos tratamentos (+263,5 €/ha), originando um
prejuizo global de 1852,9 €/ha.

CONCLUSOES

O interesse em encontrar uma estratégia de
protecao da cultura da actinidea relativamente a
Psa, que integre luta cultural, biolégica e quimica,
prende-se com a necessidade de reduzir os efeitos
adversos da luta quimica para o ambiente e para
a saude humana, decorrentes do combate a esta
doenca, e de cumprir as normas da protecao
integrada.

Verificou-se que uma estratégia que conjugue a
luta cultural, dois tratamentos com 6xido cuproso,

Quadro 3 - Custo dos tratamentos contra a Psa e prejuizos verificados em cada modalidade

Custos/Prejuizos Cuproso 75 Oxicloreto Cuproso 50 Testemunha
Numero de frutos ndo vingados por ha 15856,8 28382,3 218974 25450,8
Peso de frutos nao vingados (kg/ha) 1110,0 1986,8 1532,8 1781,6
Prejuizos (€/ha) 888,0 1589,4 1226,3 1425,2
Diferenga de prejuizos entre as modalidades 5373 1642 199,0
e a testemunha (€/ha)
Custos (€/ha) 220,3 263,5 213,6 32
Prejuizo + custos (€/ha) 1108,3 1852,9 1439,8 1457,2
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na concentracao de 75 g/100l, um tratamento com
oxido cuproso, na concentragao de 30 g/1001 e dois
tratamentos com o agente bioldgico Bacillus subtilis
na concentracao de 62,5 g/100l, permite obter
menor incidéncia da Psa nas varas, folhas e flores
da actinidea e contribuir para diminuir possiveis

Com base no calculo dos custos e na estimativa
dos prejuizos verificados em cada modalidade, foi
possivel verificar que esta estratégia de controlo
revelou ser, também, a mais interessante do ponto
de vista econdmico, com melhores resultados na
redugao dos prejuizos.

casos de resisténcia através da reducao do uso de
fungicidas e da alternancia de substancias ativas.
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