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Resumo

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), agente causal do cancro bacteriano da actinidea,
encontra-se disseminada pelas principais regides produtoras de kiwi em todo o mundo
causando graves prejuizos. Pela sua perigosidade foi incluida na Lista A2 dos organismos
de quarentena da EPPO (Organizagdo Europeia e Mediterranica da Protecdo de Plantas). Psa
apresenta variabilidade genética, sendo conhecidas atualmente 5 populagcdes com diferentes
viruléncias, designadas biovar 1, 2, 3,5, e 6 ou Psal, 2, 3,5 e 6. A biovar 3 é a mais agressiva
e responsavel pela crise pandémica de 2008 que se espalhou pelas regides produtoras de
kiwi, incluindo Portugal, onde foi detetada em 2010 em plantas de Actinidia deliciosa cv.

Summer.

O cancro bacteriano tem vindo a provocar quebras produtivas e perdas econdmicas afetando
toda a fileira do kiwi, 0 que associado ao facto de ndo existir um tratamento eficaz para o
combate da bactéria tende a agravar a doenca, e contribuir para uma maior disseminacao nos

pomares.

Este trabalho tem por objetivo compreender a forma como Psa podera afetar plantas de A.
deliciosa cv. “Hayward”, principalmente na regido foliar, e perceber quais sdo as respostas
fotossintéticas na presenca da bactéria, e avaliar se a aplicacdo do agente de controlo
bioldgico Bacillus subtilis (Serenade Max®), autorizado em Portugal como meio de protecéo
contra Psa, altera a performance fotossintética das plantas sintomaticas, reduzindo a sua
suscetibilidade a doenca. Este estudo desenvolveu-se em 2017 num pomar da regido de
Entre-Douro-e-Minho, com plantas de A. deliciosa cv. “Hayward” com idade aproximada

de 6 e 30 anos, onde tinha sido anteriormente identificada a presenca de Psa biovar 3.

Antes da colheita dos frutos, selecionaram-se folhas de plantas com e sem sintomas de Psa,
tendo sido esta amostragem realizada em dois sectores distintos do pomar, um tratado com

B. subtilis (Serenade Max®) e o outro sem tratamento.

A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila e das trocas gasosas foram realizadas in vivo,
através de recurso a um fluorimetro portatil (PEA — Photosynthetic Efficiency Analyser) e
um sistema de fotossintese portatil (IRGA — Infrared Gas Analyzer), respetivamente. Para
a quantificagcdo de pigmentos, amido, agucares e RuBisCo as folhas foram recolhidas e
processadas em laboratorio. A qualidade dos frutos foram avaliados através da colheita de
frutos de plantas com e sem aplicacédo de B. subtilis, distinguindo o factor idade do pomar.



Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que Psa estd a limitar o potencial de
assimilacdo de carbono, nomeadamente através da reducdo da taxa de transpiracdo (E),
condutéancia estomatica (gs) e assimilagcdo do COz (A). No entanto, estes fatores poderéo
estar envolvidos na regulacdo estomatica, onde o possivel encerramento dos estomas podera
ser devido a danos causados Psa, ou funcionar como um mecanismo de defesa da planta
contra a infecdo causada pela bactéria. Contudo, o efeito do tratamento com B. subtilis
apresenta um efeito mitigante sobre esta quebra observada na assimilacao de carbono e nas
trocas gasosas foliares. Acrescido a esse fator, em plantas ndo infetadas, B. subtilis estimula

estes parametros.

Os niveis de acgucares sollveis totais (AST) nas folhas de plantas sintométicas sdo
incrementados. Este fator podera ocorrer devido a reacao de defesa das plantas face ao agente
patogénico que recruta agucares simples por clivagem de agucares complexos e promove 0

seu transporte para o patossistema.

A aplicacdo de B. subtilis como meio de luta biol6gico contra Psa ndo afetou a qualidade
total dos frutos de kiwi, nomeadamente o diametro transversal e longitudinal, a matéria seca,

a acidez titulavel, a firmeza da polpa e o pH.

Palavras Chave: Actinidia, Psa, fluorescéncia da clorofila, tocas gasosas, Serenade Max®
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Abstract

Pseudomonas syringae pv. Actinidiae (Psa), the causative agent of actinidia bacterial cancer,
is widespread in the major kiwi producing regions of the world causing serious damage. Due
to its dangerous nature, it has been included in List A2 of the EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization) as quarantine bacteria. Psa presents genetic
variability, and currently 5 populations are known with different virulence, known as biovar
1,2,3,5and 6 or Psal, 2, 3, 5 and 6. Biovar 3 is the most aggressive and responsible for the
pandemic crisis of 2008 that has spread to the kiwi producing regions, including Portugal,

where it was detected in 2010 in plants of Actinidia deliciosa cv. Summer.

Bacterial cancers have been causing productive losses and economic losses affecting the
entire kiwi line, which, combined with the lack of effective treatment for the bacterium, are

likely to aggravate the disease and contribute to a greater spread in the orchards.

This work aims to understand how Psa can affect plants of A. deliciosa cv. “Hayward”,
especially in the leaf region, and to determine the photosynthetic responses in the presence
of the bacterium, and to evaluate whether the application of the biological control agent
Bacillus subtilis (Serenade Max®) authorized in Portugal as a means of protection against
Psa changes the photosynthetic performance of the symptomatic plants, reducing their
susceptibility to the disease. This study was developed in 2017 in an orchard of the Entre-
Douro-e-Minho region, with plants of A. deliciosa cv. "Hayward", aged approximately 6 and
30 years old, where the presence of Psa biovar 3 had previously been identified. Before the
fruits were harvested, leaves of plants with and without Psa symptoms were selected and this
sampling was performed in two sectors of the orchard, one treated with B. subtilis (Serenade

Max®) and the other without treatment.

The evaluation of chlorophyll fluorescence and gas exchange were performed in vivo using
a portable fluorescence analyzer (PEA) and an infrared gas analyzer (IRGA), respectively.
For the quantification of pigments, starch, sugars and RuBisCo the leaves were collected and
processed in the laboratory. The overall kiwifruit quality were evaluated by harvesting fruits
of plants with and without application of B. subtilis, distinguishing the age factor of the

orchard.

The results obtained in this work demonstrated that Psa is limiting the potential of carbon
assimilation, namely through the reduction of transpiration rate (E), stomatal conductance
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(gs) and CO2 assimilation (A). However, these factors may be involved in stomatal
regulation, where the possible closure of the stomas may be due to damage caused Psa, or
function as a defense mechanism of the plant against the bacteria. However, the effect of B.
subtilis treatment has a mitigating effect on this decline in carbon assimilation and foliar gas
exchange. In addition to this factor, in non-infected plants, B. subtilis stimulates these

parameters.

The levels of total soluble sugars (AST) in leaves of symptomatic plants are increased. This
factor may occur due to the defense reaction of the plants against the pathogen that recruits
simple sugars by cleavage of complex sugars and promotes their transport to the

pathosystem.

The application of B. subtilis as a biological control against Psa did not affect the overall
kiwifruit quality, namely the longitudinal and length diameters of fruits, the total soluble

solids content, firmness, pH, titratable acidity and dry matter.

Keywords: Actinidia, Psa, chlorophyll fluorescence, gas exchange, Serenade Max®
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Abreviaturas

% - Percentagem;
Kg — Micrograma;
uL — Microlitro;
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g — Grama;
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IU — International Unit — Unidades Internacionais;
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m — Metro;
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mg/g — Miligrama por Grama,

mg/gMF — Miligrama por Grama de Matéria Fresca;
mL — Mililitro;

mol.m2.s"t — Micromol por metro quadrado por segundo;
nm — Nanometro;

°C — Graus Celcius;

Psa — Pseudomonas syringae pv. actinidiae;

pv. — Patovar;

R? — Coeficiente de Corelag&o;

s — Segundo;



SST — Solidos Soluveis Totais;

ton — Tonelada;

ufc/g — Unidade de Formagéo de Colonias por Grama;
v/v — Récio volume por volume;

xg — Unidade de Aceleracdo — Forca g;
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1 Introdugéo

1.1 A cultura da actinidea

O género Actinidia pertence a familia Actinidiaceae, ordem Ericales, classe Magnoliopsida
e a divisdo Magnoliophyta (ITIS, 2018; NCBI, 2018), estando identificadas cerca de 54

espécies e 21 variedades no género Actinidia (Li et al., 2007).

A primeira descri¢do conhecida de actinidea, foi realizada através de um poema de Cen Sen
(714 — 770 d. C.), no periodo da dinastia Tang (618 — 907 d. C.), que descreve um
caramanchdo ou uma trelica de actinidea sobre um poco num jardim (Yan, 1981; Huang et
al., 2007). Na China, a actinidea cresce na sua forma natural ha varios séculos, tendo sido
apelidada na dinastia Tang de mihoutao ou “péssego do macaco” (monkey peach) pois 0s

macacos tinham um gosto particular por estas frutas (Sharma et al., 2009).

Mais tarde, na dinastia Song, século XII, é possivel encontrar uma descricdo mais
pormenorizada da planta e do fruto, indicando que a planta tinha folhas redondas e pilosas e
que crescia trepando pelas arvores. O fruto, que fazia lembrar um ovo, tinha pele castanha,
e depois das primeiras geadas, tornava-se doce e comestivel. Os relatos mais antigos fora
da China reportam ao século XVIII pelo boténico escocés Robert Fortune que trouxe da
China para a Europa os primeiros exemplares desta planta. Na época, o fruto ndo tinha
interesse comercial, apenas despertava o interesse dos colecionadores (Courtney et al.,
2013).

O género Actinidia tem uma ampla distribuicdo geogréafica que vai desde a linha equatorial
até as regides frias a 50° Norte, compreendido entre 0 Vale do Rio Yaluzangbujiang a Oste
ate as llhas Japonesas a Este (Liang, 1993). Contudo, a maior parte das espécies e variedades
encontram-se entre 0s 25° e os 30° Norte na China (Burdon e Lallu, 2011). A espécie
Actinidia deliciosa distribui-se entre os 25° e os 45° em ambos os hemisférios, tendo
preferéncia por ambientes relativamente himidos e abrigados, frios no Inverno (até -10 °C)
e quentes no Verdo (sem exceder os 40 °C), que tenham um periodo sem geadas
suficientemente longo para permitir a maturacdo do fruto. Fora destas latitudes a produgéo
esta limitada pelo stress hidrico, pelos danos causados pelacongelacdo durante o Inverno,

abrolhamento precoce e pelas geadas de Outono e de Primavera (Ferguson, 2013).

As diversas cultivares de kiwi podem apresentar frutos de polpa verde, amarela ou vermelha.

O kiwi de polpa verde detém uma posi¢do dominante no mercado internacional devido a sua
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boa capacidade de armazenamento e as caracteristicas organoléticas, sedo o mercado
dominado maioritariamente pela cultivar “Hayward”. As cultivares de polpa amarela como
a “Hort16A” e Jintao tém vindo a crescer na Nova Zelandia e na China, respetivamente,
atraindo cada vez mais consumidores dado que os frutos sdo mais doces e aromaticas que 0s
da cultivar “Hayward”. Contudo as cultivares de polpa amarela ndo possuem uma grande
capacidade de armazenamento o que se traduz em perdas consideraveis de fruta, mas, por
outro lado tem um valor monetéario de pelo menos 30% superior as cultivares de polpa verde
(Huang et al., 2012). Os frutos de polpa vermelha (a coloracdo avermelhada deve-se a
presenca de antocianinas, um pigmento Unico e natural que ocorre naturalmente dentro do
fruto) foram colocada no mercado a 11 de maio de 2018 em Singapura por um periodo
limitado de tempo (Zespri, 2018b).

Atualmente estdo disponiveis no mercado diversas cultivares de Actinidia, para producéo
comercial de kiwi como a “Hayward”, “Bruno”, “Monty”, “Abbott”, “Elmwood”, “Fatma”
e “Tere” (A. deliciosa) (Yildirim et al., 2011), e actualmente as mais recentes “Earligreen®”
e “Tsechelidis® (Alves, 2016). Através da empresa Zespri® foram desenvolvidas as
cultivaras “Hort16A” e “Zesy002” comercializadas como Zespri® Gold™ e Zespri®
SunGold™ (A, chinensis) (Zespri, 2018a). O “baby kiwi” (A. arguta), ap6s alguns anos sem
grande relevancia, é a terceira espécie de Actinidea em producédo depois de A. deliciosa e A.
chinensis (Huang et al., 2007).

1.2 Caracterizacdo morfologica

Todas as espécies do género Actinidea sdo plantas lenhosas trepadoras, muito variaveis nas
suas estruturas vegetativas, apresentando variagcdes nas folhas produzidas em diferentes
alturas do ano, ou em ramos com diferentes anos de crescimento (Dunn, 1911; Li, 1952).

As folhas apresentam cor verde escura, com um peciolo longo, de forma oval quase circular,
com a base do limbo cordada, com um comprimento de 7,5-12,5 cm, e nervuras de cor clara.
No estado juvenil as folhas possuem pélos de cor vermelha. No estado adulto perdem a
camada pilosa da face adaxial ficando com uma camada pilosa de cor branca na face abaxial
(Saliyan et al., 2017).

As raizes sdo fibrosas e carnudas, e 0s novos rebentos radiculares témcor leitosa que com o

tempo ficam com o cortex avermelhado, e a camada epidérmica torna-se castanha ou



castanha escura. A raiz principal é menos desenvolvida, cresce lentamente apds o

crescimento vigoroso das raizes laterais. (Huang, 2016).

Nas axilas das folhas podem existir 1 a 3 gomos cobertos por 3 a 5 camadas de escamas
felpudas de cor amarelo-acastanhado. O gomo primario pode dar origem a folhas ou flores,

e 0s dois secundarios ficam no estado de dorméncia.

Sendo uma planta didica apresenta flores masculinas e femininas em plantas separadas. As
flores masculinas (Fig. 1) possuem vestigios de ovario e estiletes rodeados por uma espiral
de estames viaveis para a producédo de pdlen (Harvey et al., 1987). As flores femininas (Fig.
1) possuem um ovario largo, e estames que ndo sdo capazes de produzir pélen (Li et al.,
2007). Os botdes florais surgem nas axilas das primeiras folhas dos rebentos anuais e as
flores agrupam-se em inflorescéncias geralmente de trés flores, contudo, em algumas
cultivares como no caso da “Hayward” as duas flores laterais podem abortar. As flores
podem ter 3-7 cm de didmetro, com 5-7 pétalas de cor branca e 3-7 sépalas de cor
acastanhada como se observa em A. deliciosa (Garcia et al., 2015).

Algumas cultivares sdo auto-férteis como a “Blake” (A. Deliciosa) ¢ “Issai” (A. Arguta)
(Strik et al., 1998).

Figura 1 — Flores de A. deliciosa Flor masculina (a esquerda) e feminina (a direita). Foto do
autor.

Os frutos podem variar na forma, sendo ovais, cilindricos, arredondados e oblongos, com ou
sem a presenca de pélos e com polpa de cor verde (Fig. 2), amarela ou vermelha. O peso
varia entre os 20 a 70 gramas, sendo possivel encontrar frutos com mais de 200 gramas
(Huang, 2016).
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Figura 2 — Caracterizagdo morfologica do kiwi, cv. “Hayward”. Adaptado de Guo et al.,
2013 e Huang, 2016. Fotos do autor.

A caracterizacdo dos estados fenoldgicos da actinidea apresentados na Figura 3 é essencial,
uma vez que determinam o periodo de intervencdo do produtor para a execucdo e
determinacdo de varios parametros e procedimentos essenciais a obtencdo de frutos de
qualidade, como a poda, tratamentos fitossanitarios, aplicacdo de fertilizantes, monda de

frutos, avaliacdo da maturacdo de frutos, entre outros (Salinero et al., 2009).
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Figura 3 — Estados fenoldgicos da A. deliciosa cv. “Hayward”. Adaptado de: Salinero et al.,
1996; Oliveira, 2004; Salinero et al., 2009. Fotos do autor.
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Figura 3 — (Continuacdo) — Estados fenoldgicos da A. deliciosa cv. “Hayward”. Adaptado
de: Salinero et al., 1996; Oliveira, 2004; Salinero et al., 2009. Fotos do autor.

1.3 Importancia alimentar do Kiwi

O kiwi é maioritariamente consumido em fresco, mas existem também diversos produtos
processados como sumos, purés, doces, congelados, produtos desidratados e liofilizados,
bebidas espirituosas e compotas (Guroo et al., 2017).



O kiwi é uma fonte de minerais e fibra, sendo também uma excelente fonte de vitamina C
(Quadro 1), sendo um fruto que durante o armazenamento a longo prazo em sistemas de
refrigeracdo ou atmosfera controlada mantém as carateristicas de qualidade nutricional
(Fergunson et al., 2003).

Quadro 1 — Composicao media do kiwi de polpa verde. Valores expressos em 100g de parte
comestivel.

Macronutrientes e energia Kiwi Vitaminas Kiwi Minerais Kiwi
Agua (g) 83,07 Vitamina C (mg) 92,7 Célcio (mg) 34
Energia (Kcal) 61 Tiamina (mQ) 0,027 Ferro (mg) 0,31
Proteinas (g) 1,14 Riboflavina (mg) 0,025 Magnésio (mg) 17
Lipidos (g) 0,52 Niacina (mg) 0,341 Fosforo (mg) 34
Hidratos de Carbono (g) 14,66 Vitamina B-6 (mg) 0,063 Potéssio (mg) 312
Fibra (g) 3 Vitamina A (1U) 87 Sédio (mg) 3
Acucar (g) 8,99 Vitamina E (mg) 1,46 Zinco (mg) 0,14

Fonte: USDA, 2018

Os beneficios para a saude através do consumo regular de kiwi demostraram melhorias ndo
s6 no estado nutricional, mas também manifestaram beneficios na salde digestiva,
imunitéria e metabdlica. De particular interesse sdo os beneficios digestivos para individuos
saudaveis e para quem sofra de disturbios gastrointestinais, incluindo sintomas da sindrome

do intestino irritavel (Richardson et al., 2018).

1.4 Importancia econémica da actinidea

O primeiro pomar comercial de A. deliciosa implementou-se na Nova Zelandia na década
de 1930, sendo a producdo para consumo local. A primeira exporta¢ao do fruto foi em 1953
com um grande sucesso nos mercados internacionais, que levou em 1970 a uma répida

expansdo da area de producdo com a finalidade de exportacdo (Fergunson, 2013).

A designacéo de Kiwi (Kiwifruit em inglés) surgiu em 1959 através da empresa Turners &
Growers LTD, que foi uma das empresas pioneiras a exportar kiwi da Nova Zelandia para
os Estados Unidos da América, alterando o nome comum ate a data de groselhas chinesas
(T&G Global, 2017). Esta alteragéo surgiu para evitar conotagdes negativas de "groselha”,
gque na época ndo era particularmente popular, surgindo assim uma nova designacao

comercialmente viavel (Lui, 2017).



Na década de 1990 ocorreu uma crise mundial no setor, devido a liberalizacdo do mercado
0 que fez com que a rentabilidade da cultura tenha diminuido. Verificou-se uma reducédo da
superficie plantada pelo défice de rentabilidade dos pomares, e também por erros cometidos
na plantacdo que ndo permitiram superar a crise que se fazia sentir (APK, 2007). Todavia a
trajetoria de crescimento a longo prazo continuou, e a partir do ano 2000 houve um aumento
significativo da area de plantacdo (Ward & Courtney, 2013). Tanto a nivel mundial como
europeu, a cultura da actinidea registou um aumento significativo a partir do ano 2000,
superando a crise registada na década de 1990 que determinou uma reducdo da superficie

ocupada pela cultura (Fig. 4 e 5).

Producao Europeia de Kiwi (1977-2017)
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Figura 4 — Producédo Europeia de kiwi entre 1977 e 2017. Fonte: FAOSTAT, 2019.
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Figura 5 — Producdo mundial de kiwi entre 1970 e 2017. Fonte: FAOSTAT, 2019.

Em Portugal a Actinidea foi introduzida no ano de 1973, sendo o primeiro pomar instalado
em Vila Nova de Gaia pelo Dr. Ponciano Serrano (Martinho, 2006). Contudo, a cultura

despertou um especial interesse a partir da década de 1990, em funcéo dos bons precos
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alcancados pelo fruto a nivel de mercado, pelo potencial produtivo, baixo custo de producdo
e, ainda, por apresentar poucos problemas fitossanitarios (Félix e Cavaco, 2004). A
instalacdo de novos pomares cresceu de 1990 ate 1992 e manteve-se estagnada até 2000, ano

em que a area de producdo recomecou a crescer (Fig. 6).
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Figura 6 — Producdo em Portugal de kiwi entre 1987 e 2017. Fonte: FAOSTAT, 20109.

Atualmente o principal pais produtor de kiwi é a China, com 2,024 milhoes de toneladas em
2017, seguindo-se a Itdlia e a Nova Zelandia com 541,15 e 411,78 mil toneladas,
respetivamente (FAOSTAT, 2019). Em Portugal, o kiwi € produzido na Regido Centro e no
Norte, localizan-se a maior area de producdo na regido de Entre-Douro e Minho, onde a
cultura encontra condicfes edafo-climéativas muito favoraveis para a obtencdo de frutos de

grande qualidade.

Em 2017 registou-se em Portugal uma producéo que alcancou as 35,4 mil toneladas, a maior
de sempre, resultado quer do aumento de produtividade face ao ano anterior, quer, sobretudo,
da entrada em plena producédo de pomares recentemente implantados (Fig.7) (INE, 2018).
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Figura 7 — Producéo de kiwi em Portugal desde 2013 até 2017. Fonte: INE, 2018.

Kiwi



Em 2016 Portugal exportou 12000 toneladas o equivalente a 12,146 milhGes de euros, e em
2017 exportou 16273 toneladas o equivalente a 19,486 milhdes de euros, tendo sido na
capitulo 8 de “Frutas; cascas de citrinos; meldes” das Estatisticas Agricolas a 72 fruta mais
exportada em 2017 e a 6% em 2017 (INE, 2018).

1.5 Protecdo fitossanitéria e acidentes fisioldgicos

1.5.1 Protecao fitossanitaria

Existem varias pragas (Quadro 2) e doencas (Quadro 3) que podem afetar a cultura da
actinidea, e que variam consoante a localizacdo geografica do pomar, podendo causar
elevados ou baixos prejuizos na cultura, com maior ou menor impacto na inddstria produtora
(KVH, 2017).

Quadro 2 — Principais pragas que afetam a actinidea.

Espécies Nome comum

Haltica ampelophaga Guer.

Altica

Ceratitis capitata (Wiedemann)

Mosca do Mediterraneo

Bactrocera (Daculus) oleae (Gmelin)

Mosca da Azeitona

Aphis citricola Patch

Afideo verde

Hemiberlesia insularis (Balach.)

Cochonilha

Pseudaulacaspis pentagona (Targioni Tozzetti)

Cochonilha branca

Empoasca vitis (Gothe)

Cigarrinha verde

Lobesia botrana (Denis & Schiffermiller)

Traca da uva

Archips podana (Scopoli)
Cacoecimorpha pronubana (Hubner)
Pandemis heparana (Denis & Schiffermdiller)

Traga

Frankliniella schultzei Trybom
Thrips australis Bagnall

Heliothrips haemorrhoidalis (Bouché)

Tripes

Meloidogyne hapla Chitwood
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood
Meloidogyne incognita (Kofoid & White)
Meloidogyne arenaria (Neal) Chitwood

Nematodes

Adaptado de: Félix et al., 2008; Cacioppo, 1989; Carneiro et al., 2004; Costa, 2008.



Quadro 3 — Principais fungos, bactérias e viros que afetam a actinidea.

Nome cientifico Nome comum

Fungos

Armillaria mellea (Vahl) Kummer Podriddo agarica (Podriddo Branca)
Botritis cinera Podriddo cinzenta

Chondrostereum purpureum Doenca do chumbo

Fomitiporia mediterranea

Phaeoacremonium aleophilum

Phaeoacremonium parasiticum “Esca do kiwi” (doenga do lenho)
Phaeomoniella chlamydospora

Chondrostereum sp.

Phytophthora spp. Podriddo da raiz e do colo
Bactérias

Pseudomonas viridiflava Murchiddo Bacteriana
Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae Cancro bacteriano (de Verao)
Pseudomonas syringae pv. syringae Necrose dos botdes
Pseudomonas syringae pv. actinidiae Cancro bacteriano (Psa)
Pseudomonas syringae pv. actinidifoliorum Manchas foliares

Viroses

Pelargonium zonate spot virus (PZSV)

Cherry Leaf Roll Virus (CLRV)
Adaptado de: Di Marco et al., 2000; Sofia, 2003; Di Marco et al., 2004; Ramsfield, 2006; Cunty et al, 2015;
KVH, 2017).

1.5.2 Acidentes fisiologicos
Calor

Nos periodos de maior calor podem verificar-se danos nas plantas ao nivel das folhas e dos
frutos, e este fendmeno pode provocar a queda do pelo dos frutos a partir do epicarpo. O
calor excessivo com baixo teor de humidade (<60%) afeta a formacdo de gomos, e
consequentemente, afeta a producéo do ano seguinte, levando também a que os frutos nao

se desenvolvam adequadamente. (Cacioppo, 1989).
Geada

A geada é o acidente climatico que mais estragos pode causar num pomar, podendo em casos
extremos, provocar a perda total da producgédo. O seu efeito manifesta-se quer nas plantas,

quer no fruto. Durante a fase de repouso vegetativo as geadas ndo constituem um fator de
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risco. De outro modo, as geadas primaveris ocorrem quando a rebentacéo ja foi iniciada, e
podem ocasionar estragos mais significativos, tais como, lesdes ao longo do tronco nas
plantas jovens, ligeiras necroses nas folhas de plantas adultas, ou podendo mesmo levar é
destruicdo parcial ou total da parte aérea da planta, comprometendo a producdo final. As
geadas outonais precoces tém efeito negativo nos frutos, causando necroses no pedunculo e
levando a queda dos frutos, bem como a destruigdo celular que leva a uma rapida perda de

dureza da polpa, tornando os frutos improprios para 0 armazenamento (Oliveira et al., 2008).
Granizo

O granizo pode ocorrer em qualquer altura do ano. Na Primavera afeta jovens rebentos
herbaceos e os botbes florais, podendo provocar uma perda significativa da producdo. Pode
conduzir a uma maior percentagem de aborto floral, menor desenvolvimento dos frutos e
menor numero de varas para garantir a producdo do ano seguinte. Na época de Verdo 0s
frutos pouco ou nada sofrem com o granizo, devido a abundéancia foliar, e os estragos sdo

mais ligeiros (Oliveira et al., 2008).
Vento

Durante a Primavera, a acdo do vento pode quebrar os jovens ramos frutiferos e diminuir
assim a producéo desse ano, podendo afetar os jovens rebentos que garantem a producédo do
ano seguinte. Quando o vento incide com persisténcia sobre os frutos que ndo estejam
suficientemente protegidos, pode causar manchas e deformac6es que originam depreciagao

comercial, sendo a cultivar “Hayward” mais suscetivel a este fator (Cacioppo, 1989).

1.6 Cancro bacteriano da actinidea

1.6.1 Histdria e distribuicao geografica da doenca

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) a bactéria responsavel pela doen¢a do cancro
bacteriano da actinidea, foi isolada pela primeira vez no Japdo em 1984 (Takikawa et al.,
1989; Serizawa et al., 1989). Mais tarde, em 1989 foi descrita na China uma doenga
semelhante (Butler et al., 2013). Na Europa o primeiro foco de Psa foi detetado em Italia,
na regido de Latina, em 1992 (Scortichini, 1994), e o primeiro surto epidémico causado pela
biovar 3 ou Psa3, a forma pandémica e de elevada viruléncia de Psa, ocorreu em 2008 no

centro e no norte de Italia (Balestra et al., 2009; Vanneste et al., 2013) causando perdas
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economicas significativas na industria produtora de kiwi (Scortichini et al., 2012; Vanneste,
2017).

Desde 2008 a doenca dispersou-se pelas regides produtoras de kiwi (Fig. 8), estando
oficialmente presente na China (Zhongsu et al., 1992), Coreia do Sul e Irdo (Mazarei e
Mostofipour, 1994) Portugal (Balestra et al., 2010), Franca (Vanneste et al., 2011a), Espanha
(Abelleira et al., 2011), Suica (EPPO, 2011a), Australia (EPPO, 2011b), Chile (EPPO,
2011), Nova Zelandia (Everett et al., 2011), Turquia (Bastas & Karakaya, 2012), Alemanha
(EPPO, 2013), Eslovénia (Dreo et al., 2014), Grécia (Holeva et al., 2015) e mais
recentemente na Argentina (Balestra et al., 2018).

Devido & sua perigosidade e pelo facto de ndo existirem meios de luta eficazes contra a
bactéria, desde 2012 Psa foi incluida na lista A2 da EPPO (European and Mediterranean

Plant Protection Organization) que inclui varios organismos de quarentena (EPPO, 2018a).

2018-10-16

(c) EPPO http:/iwww.eppo.int

Figura 8 — Mapa de distribuicdo de Pseudomonas syringae pv. actinidiae em maio de 2018.
Fonte: EPPO, 2018b.

A origem e evolucdo do cancro bacteriano da actinidea ndo esta ainda totalmente clarificado
e continua a ser objeto de maultiplos e diversos estudos. Pensa-se que devido ao facto da
actinidea ter o seu centro de origem na Asia, Psa possa também ter origem na mesma regido
geografica (Marcelletti et al., 2011). Os trabalhos de Butler et al. (2013) e McCann et al.
(2013) sugeriram que a China podia ser a origem do mais recente surto global de Psa.
Embora as estirpes de Psa estudadas naquela época ndo tenha disponibilizado provas

inequivocas e bem fundamentadas de uma origem chinesa, esta especulacéo foi baseada no
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fato de que: os kiwis sdo nativos da China; é a zona de proveniéncia do material vegetal
selecionado para fins comerciais e para melhoramento de novas cultivares na China, Nova
Zelandia, Italia e outras regides produtoras de kiwi; existe grande comércio internacional de
material vegetal entre todas essas regides; e foi verificado que um isolado chinés
transportava um elemento integrativo e conjugativo (ICE) que também foi encontrado na

Nova Zelandia em isolados de Psa3 (Butler et al. 2013).

A sequenciacdo do genoma completo de Psa mostrou o mais recente surto de doenca foi
causado por um novo grupo de Psa3, enquanto incidentes da doenca anteriores no Japéo e
na Coreia foram causados por estirpes que formam agrupamentos separados de Psal e Psa2
respetivamente (Marcelletti et al., 2011; Mazzaglia et al., 2012; Butler et al., 2013; McCann
et al., 2013). Estes agrupamentos sao marcados por variacdo substancial nos efetores de
segregacdo do tipo Il1, que sdo necessarios para viruléncia em P. syringae. Apesar do nivel
surpreendente de diferencas intra-patovar existem varios genes de viruléncia que ocorrem
apos a divergéncia destes trés agrupamentos, sendo as estirpes de cada agrupamento capazes
de infetar e crescer a niveis elevados quer em A. chinensis var. deliciosa quer em A. chinensis

var. chinensis (McCann et al., 2013).

A analise gendmica de estirpes de Psa3 que causaram o surto mundial, revelaram que

pertence a mesma linhagem originaria da China (Butler et al., 2013; McCann et al., 2013).

Segundo Marcelletti et al. (2011) a populacdo de Psa 3 que estava presente em Italia desde
2008 ndo devera descender da populacdo Psal que ja estava presente no pais desde 1992,
contudo, referem estes autores que estas duas populacdes terdo evoluido a partir de um
ancestral comum. Mais recentemente, McCann et al. (2017) descreveram uma populagéo
endémica de Psa infetando kiwis cultivados na China. Todos os isolados de Psa na China
sdo membros do grupo Psa3. Estres autores referem que as estirpes pandémicas isoladas na
Italia, Portugal, Chile e Nova Zelandia sdo derivados de uma Unica linhagem dentro deste
agrupamento, juntamente com um subconjunto de isolados chineses, indicando que em
ultima analise, a pandemia, surgiu a partir da populacdo chinesa diversificada do
agrupamento de estirpes Psa3. As estirpes italianas pandémicas compartilham um SNP com
seis de nove estirpes Psa pandémicas chinesas, indicando que provavelmente houve um

evento de transmissdo direto da China para a Italia antes de 2008.

Um estudo demonstra que o patdgeneo ndo evoluiu a partir da populacdo ja presente em

Italia, pensa-se que a dispersdo e introducdo noutros paises tera sido devido & introducéo de
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material vegetal de propagacdo infetado em Italia e que, de forma latente tem contribuido
em grande escala para a disseminacdo de Psa. A introducao de material infetado também foi
implicado como a causa da ocorréncia de cancro bacteriano da actinidea em Franca,

Espanha, Portugal, Suica e no Chile (Scortichini et al., 2012).

A presenga do patdgenio no pélen ja foi identificada em amostras provenientes de Italia e da
Nova Zelandia em pomares afetados e ndo afetados por Psa. N&o existe, no entanto, nenhuma
evidéncia de que a polinizacéo artificial leva ao aumento da infecdo, ou que o polen tenha
sido responsavel pela introducao de Psa numa area anteriormente livre de infecéo (Vanneste
et al., 2011b). Recentemente, na Argentina foi detetada a presenca de Psa no pélen de
actinidea na época de colheita de polen, mas ndo nas plantas, especto que exige uma grande

atencdo para o risco potencial de propagacdo do patégeneo no futuro (Balestra et al., 2018).

Para um maior controlo da disseminacdo da doenca, a movimentacdo de plantas
(importagdo/exportagdo e compras internas), carece obrigatoriamente de passaporte
fitossanitario (Cunty et al., 2014). A presenca do passaporte indica que o material vegetal
foi inspecionado, de acordo com os critérios estabelecidos na legislacdo em vigor, cumpre
com os requisitos fitossanitarios especificos e foi considerado isento dos organismos
prejudiciais de quarentena (DGAYV, 2018).

1.6.2 Taxonomia

A espécie fitopatogénica P. syringae compreende 57 patovares que afetam diferentes
espécies de plantas em todo o mundo (Bull et al., 2010), sendo Pseudomonas syringae pv.
actinidiae (Psa) responsavel pelo cancro bacteriano da actinidea pertencente ao filo
Proteobacteria, subdivisdo Gamma, ordem Pseudomonadales e familia Pseudomonadaceae
(EPPO, 2014). Psa apresenta variabilidade genética, sendo conhecidas atualmente 5
populacdes com diferentes viruléncias, designadas biovar 1, 2, 3,5, e 6 ou Psal, 2, 3,5¢e 6
(Sawada et al., 2014; Sawada et al., 2016; Vanneste, 2017; Garcia et al., 2018), presentes
em diferentes paises e continentes (Fig. 9).

A populacdo 4, biovar 4 ou Psa 4, que apenas causava sintomas nas folhas (manchas foliares)
e tinha baixa viruléncia (Scortichini et al., 2012; Vanneste et al., 2013; Cunty et al., 2014)
ndo causando a morte das plantas nem causando perdas econémicas importantes (Vanneste,
2013), e que apresentava carateristicas genéticas e fenotipicas distintas das restantes
biovares, foi reclassificada por Cunty et al. (2015) como uma nova patovar, a que se atribuiu
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a designacdo de Pseudomonas syringae pv. actinidifoliorum (Pfm). Esta nova patovar foi
descrita recentemente em A. deliciosa e A. chinensis na Australia, Franca, Nova Zelandia e
Espanha (Abelleira et al., 2015; Cunty et al., 2015; EPPO, 2016; Vanneste et al., 2017).

As diferentes biovares de Psa (Quadro 4), apresentam diferencas na sequéncia de DNA
(ADN - Acido Desoxirribonucleico) de varios genes, na producio de toxinas (faseolotoxina
e coronatina), e em proteinas efetoras (Quadro 4) (EPPO, 2014; Che et al., 2018).

Quadro 4 — Diferencas na producdo de faseolotoxinoa, Coronatina e protainas efetoras
(hopA1, hopO: e hopZs) nas diferentes biovares de Psa. n.d. — ndo determinado;
pfm - P. syringae pv. actinidifoliorum.

Terminologia corrente  Faseolotoxina Coronatina hopA: hopO:1 hopZs

Psa biovar 1 + - - - -
Psa biovar 2 - + + - -
Psa biovar 3 - - +/- - +

Pfm - - + + -
Psa biovar 5 - - + - -
Psa biovar 6 + + nd n.d -

Fonte: Adaptado de Vanneste, 2017.

As estirpes pertencentes a populacédo Psal, isoladas no Japdo e em Italia antes de 2008, séo
caracterizadas por produzirem faseolotoxina e ndo produzirem coronatina (Chapman et al.,
2012). Apesar da proximidade genética encontrada nas estirpes isoladas nestes dois locais a
viruléncia parece variar com a localizacdo geografica, uma vez que, no Japdo causou
importantes perdas econdmicas ao contrario do que aconteceu em Italia, onde ndo provocou
grande impacto na producdo de kiwi. Este comportamento diversificado sugere que 0s
padroes climéticos e/ou as técnicas de producdo podem desempenhar um papel fundamental
na viruléncia para 0 mesmo agente patogénico (Scortichini et al., 2012).

As estirpes da biovar 2 foram isoladas pela primeira vez na Koreia na década de 1980 em A.
chinensis var. deliciosa e a segunda vez em 2006 em A. chinensis var. chinensis (Ruinelli et
al., 2016). Caracterizam-se por produzir coronatina e ndo faseolotoxina (Han et al., 2003) e
sdo genéticamente proxima da biovar 5 (Cameron & Sarojini, 2014; Fujikawa & Sawada,
2016).

A biovar 3 (Vanneste et al., 2013) ou Psa-V (para virulenta) (Chapman et al., 2012), é

responsavel pela crise pandémica de 2008 que se espalhou pelas regides produtoras de Kiwi
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(A. deliciosa e A. chinensis) (Gallelli et al., 2014). A biovar 3 ou Psa3 ndo produz coronatina
nem faseolotoxina (Scortichini et al., 2012) e € considerada responsavel pelas maiores
perdas econdmicas, nos paises produtores de kiwi, incluindo entre outros, Italia, Nova
Zelandia e Portugal (Balestra et al., 2009; Scortichini et al., 2012; Cunty et al., 2015;
Vanneste, 2017; Garcia et al., 2018).

A biovar 5 foi isolada em A. chinensis apenas no Japéo, Prefeitura de Saga, (Sawada et al.,
2014) e estd proximamente relacionada com a biovar 2, apesar de ndo ter capacidade de

produzir a toxina coronatina (Fujikawa e Sawada, 2016).

Por fim, a biovar 6 foi isolada em A. deliciosa cv. “Hayward” no japao, na Prefeitura de
Nagano, e as estirpes produzem as duas fitotoxinas, faseolotoxina e coronatina. Estd muito
limitada em termos de dispersdo, e podera ter um importante contributo para se tentar

perceber a origem e evolucao de Psa (Sawada et al., 2016).
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1.6.3 Caracterizacdo morfoldgica e cultural

As bactérias do género Pseudomonas séo bacilos reto ou ligeiramente curvos gram-negativo,
com uma dimensdo de 0,5-1,0 x 5,0 um, podendo ter um ou mais flagelos polares (Palleroni,
2005). Psa (Fig. 10) carateriza-se por ser aerobia, oxidase negativa, dihidrolase da arginina
negativa, pectina negativa, levana positiva e apresenta reacdo de hipersensibilidade positiva
em folhas de tabaco, estando incluida no grupo LOPAT la (Lelliott et al., 1966).

d

Figura 10 — Morfologia de trés biovares de Psa através de microscopia eletronica. a) —
Pseudomonas syringae pv. actinidiae biovar 3, com dimensao de 2,4 + 0,3 um x 1,1 + 0,05
pum (Sawada et al., 2015); b) — Pseudomonas syringae pv. actinidiae biovar 5, com 2,5+ 0,4
pum x 0,9 £ 0,1 um (Sawada et al., 2014); c) — Pseudomonas syringae pv. actinidiae biovar
6, com dimensédo de 2,5+ 0,5 um x1,2 £ 0,1 um (Sawada et al., 2016).

As coldnias (Fig. 11) obtidas em meio B de king (King et al., 1954), sdo de uma cor
esbranquicada, transltcidas e redondas (Takikawa et al., 1989; Everett et al., 2011; Abelleira
et al., 2014). Ao nivel da fluorescéncia em meio B de King, ha autores que referem que Psa
ndo apresenta fluorescéncia quando observada sob luz ultravioleta (Takikawa et al., 1989;
Mazzaglia et al., 2011; Yan et al., 2013) e outros referem que as coldnias apresentam
fluorescéncia, como no caso das estirpes isoladas em 2009 em Italia e em 2010 em Franca
(Ferrante et al., 2010; Vanneste et al., 2011c).
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Figura 11 — Exemplos de diferentes colonias de Pseudomonas syringae pv. actinidiae.
Culturas obtidas em meio de agar nutritivo suplementado com sacarose 3% (NSA) incubado
a 23-25°C durante 72 horas, a) - Psa biovar 1; b) - Psa biovar 2; ¢) - Psa biovar 3; d) - Psa
biovar 4 (Ferrante & Scortichini 2015); e) - Psa biovar 5, cultura obtida em agar padrao
(Standard Methods Agar) incubada durante 72h a 27 °C (Sawanda et al., 2014); f) - Psa
biovar 6, cultura obtida em agar padrdo (Standard Methods Agar) incubada durante 72 h a
27 °C (Sawanda et al., 2016).

1.6.4 Sintomatologia

A sintomatologia do cancro bacteriano da actinidea varia de acordo com a época do ano,
apresentado sintomas nos troncos, ramos, folhas, bot6es florais e flores. O sintoma que mais
se destaca na altura da Primavera é a producdo de exsudados associado a cancros e feridas
nos troncos e ramos infetados, e também pode ser observada uma coloracdo vermelha-
acastanhada por baixo do cortex (Fig. 12 a). Pode ainda ocorrer uma producao de exsudados

bacterianos brancos ou avermelhados nos tecidos infetados ap6s um periodo de intensa
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multiplicacdo bacteriana, podendo observar-se antes da floragcdo e no Verdo (Fig. 12 b)
(Vanneste et al., 2011d; Abelleira et al., 2011)

Figura 12 — a) Coloracéo avermelha por baixo do cortex, A. deliciosa cv. “Hayward” (Foto
do autor); b) producéo de exsudados esbranquigados na altura da floragdo (Vanneste, 2010).

Na Primavera e Verao e Outono podem surgir nas folhas pontuacdes necréticas de coloracao
acastanhada rodeadas ou nao por um halo clorético (Fig. 13) , encontrando-se este sintoma
principalmente nas folhas mais jovens, que podera estar associado a murchiddo das folhas
(Vanneste et al. 2011d). Estas manchas necréticas podem acabar por se juntar, formando
necroses castanhas com uma maior dimensdo (Moura, 2013). A origem desta murchidao
apenas ocorre quando a bactéria se movimenta sistemicamente dentro dos tecidos da planta
provocando o bloqueamento dos tecidos vasculares (Vanneste et al., 2011d; Huang, 2016).

2 « |0 »
Figura 13 — Evolucdo das pontuacdes necroticas em duas fases do ano, A. deliciosa cv.
“Hayward”. a) e b) fotografias recolhidas a 1 de maio de 2018; c) fotografia recolhida a 18

de outubro. Fotos do autor.
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Os jovens rebentos de ramos infetados poderdo murchar (Fig. 14) manifestando-se esta
sintomatologia no sentido da extremidade do ramo para a zona de inser¢édo no tronco,
devidopossivelmente a progressdo da bactéria no sistema vascular da planta (Vanneste et
al., 2011d).

. » B
Figura 14 — Murchid&o dos rebentos, em A. deliciosa cv. “Hayward”, infetados com Psa.
Fotos do autor.

Ao nivel dos botdes florais podem surgir necroses (Fig. 15) que provocaram a sua
murchiddo, que levam a sua queda ou abortamento floral, impedindo a formacéo do fruto
(Vanneste et al., 2011d; Abelleira et al., 2011; Moura, 2013).

Figura 15 — Necroses nos botbes florais, A. deliciosa cv. “Hayward”, em diferentes
contextos. a) Murchiddo de um langamento com botdes florais necrosados; b) Lancamento
do ano com folhas sintomaticas de pontuacdes necrdéticas e botdes florais necrosados; c) e

d) Botdes florais necrosados. Fotos do Autor.
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No final do Ver&o e durante o Outono é possivel observar-se em alguns casos a formacéo de
cancros nos troncos e nos ramos, podendo mais tarde a bactéria infetar a planta através das
diversas feridas provocadas ap0s a colheita dos frutos e da queda das folhas. Contudo os
sintomas resultantes de novas infecdes apenas surgem e manifestam a presenca de Psa na

Primavera seguinte (Vanneste et al., 2011d).

No Inverno os sintomas apenas se verificam no final da estacdo, sendo possivel observar
cancros nos troncos, ocorrendo a libertagdo de exsudados bacterianos esbranquicados ou
avermelhados (Fig. 16) que podem constituir uma grande fonte de indculo da bactéria
(Everett et al., 2011).

Existem sintomas que podem causar davidas relativamente & identificacdo de Psa em campo,
pela semelhanca de sintomas com os de outras bactérias patogénicas que também sdo
capazes de infetar a actinidea. A morfologia das pontuacdes necréticas apresentadas nas
folhas e as necroses observadas nos bot6es florais séo idénticos aos observados pela infecéo
das bactérias P. syringae pv. syringae ou P. viridiflava, pelo que torna dubia a sua
identificacdo em campo. Dos sintomas mais caracteristicos de Psa € a producao de exsudados

brancos e avermelhados e a morte das plantas (Vanneste et al., 2011d).

Figura 16 — Producédo de exsudados em A. deliciosa cv. “Hayward”. a) e b) Producdo de
exsudados amarelados. Fotos do Autor.
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Figura 16 — (Continuacdo) — Producéo de exsudados em A. deliciosa cv. “Hayward”. ) e
d) Producdo de exsudados alaranjados. Fotos do Autor.

1.6.5 Disseminacéao

Os meios de dispersdo desta bactéria podem variar, através da producdo de exsudados e

dispersdo pela a¢do da chuva e do vento, ou de insetos.

A dispersdo da bactéria e infecdo das plantas é inibida com temperaturas superiores a 27 °C,
e a sua viruléncia é maior entre temperaturas compreendidas entre 10 — 20 °C, sendo a

temperatura 6tima de 15 + 3 °C (Serizawa e Ichikawa, 1993; Cheng et al., 1995).

A dispersdo da bactéria a curtas distancias, por exemplo dentro de um pomar, pode acontecer
através de diversos mecanismos devido a existéncia de diversas fontes de indculo como as
populacBes epifiticas de Psa que ndo causam nenhum sintoma visivel e a producdo de
exsudados em plantas infetadas. Nestes casos o vento desempenha um papel importante na
disseminacdo de Psa pois a distancia entre plantas saudaveis e infetadas é curta e existem
diversas fontes de inoculo disponiveis (Vanneste, 2011d). Outro fator que pode contribuir
para uma rapida disperséo é o homem, atraves das intervencdes culturais como o caso da
poda, em que as ferramentas ndo desinfetadas podem propagar a bactéria, ou até atraves de
veiculos, que podem constituir uma fonte de disseminacdo em curtas ou longas distancias
(Everett et al., 2012).
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Segundo Stefani & Giovanardi (2011) a dispersdo pode ser feita através do poélen, seja por
acao natural (abelhas e outros insetos) ou artificial (homem). Em 2011, na Nova Zelandia
foi detetada a presenca de Psa em pélen importado do Chile e da China, e também amostras

locais de polen mostraram estar infetadas com Psa (Vanneste et al., 2011d).

A geada é um dos fatores climéaticos adversos que tornam a planta mais suscetivel a
colonizagdo de bactérias j& existentes na planta ou que facilitam a sua entrada na planta
(Ferrante & Scortichini, 2014). O estudo realizado por estes autores demostra que 0 aumento
populacional pode estar relacionado com o facto de as células da planta que foram
danificadas pelo gelo libertarem agua e nutrientes, que sdo importantes para a multiplicacdo
celular das bactérias. Os resultados obtidos pelos referidos autores demostraram que apos a
ocorréncia de uma geada, e ap0s dois dias de incubacdo, a populacdo de Psa presente em
lancamentos do ano aumentou 10 vezes mais do que a populacdo presente em langcamentos
mais antigos. A geada contribui para a entrada do patdgenio através dos estomas das folhas
através e de pequenas feridas causadas.

Um estudo realizado por Tyson et al. (2011) demostrou que os detritos vegetais e de poda
do Inverno que fiqguem abrigados podem constitui um fator de inoculo para Primavera
seguinte. Foi possivel isolar Psa viavel em folhas do chdo do pomar com 5 a 6 semanas e
varas de poda com 11 semanas.

A chuva tem um importante papel na dispersao do indculo, dispersando-o de folha para folha
e de planta para planta através dos salpicos provocado pelo impacto das gotas. Contudo a

dispersdo € local, alcancando apenas alguns metros de distancia (Everett et al., 2012).

O ciclo de vida de P. syringae pv. actinidiae e os sintomas associados as estaces do ano,
bem como os meios de disseminacao de Psa estdo representados na figura 17.
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Figura 17 — Ciclo de vida de Pseudomonas syringae pv. actinidiae, descrevendo sintomas,
doencgas e meios de transmissdo. Adaptado de Kim et al., 2017 e Vanneste, 2017.

1.7 Meios de protecéo

1.7.1 Meios de protecdo culturais

O Plano de Accgédo Nacional para o controlo de P. syringae pv. actinidiae de 2014 da Direcao
Geral de Alimentacdo e Veterindria (DGAV, 2014) prevé medidas a prospecdo, detecdo,
controlo e a eliminagéo/erradicacdo da doenca. As plantas que apresentam exsudado
ferruginoso no tronco devem ser arrancadas e destruidas (sem necessidade de confirmagédo
laboratorial) ou sujeitas ao atarraque do tronco, até um metro do ponto abaixo de infecéo.
As plantas com sintomas apenas nos ramos, devem ser podadas, pelo menos 70 cm abaixo
do ponto de infecdo, e as que apenas apresentem sintomas foliares devem ser marcadas e
podadas apds a colheita (DGAV, 2014).
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Todas as feridas resultantes das podas sanitarias devem ser desinfetadas e seladas com
produtos apropriados, os equipamentos agricolas devem ser desinfetados (principalmente as
tesouras de poda), destruicao dos detritos resultante das podas (se possivel no pomar) e ndo
devem ser levados para fora do pomar qualquer tipo de material vegetal para além dos frutos
(DGAYV, 2014). Segundo Vanneste et al. (2011) a remocdo do material sintoméatico nao
remove todo o inoculo, uma vez que apenas sdo removidas plantas infetadas que
manifestaram sintomas. Em Latina (Italia) apesar de se terem cortado as plantas doentes a
doenca continuou a progredir devido a presenca de plantas que tenham sido infetadas e que
ainda ndo tenham expressado os sintomas, ou de plantas nas quais Psa esteja presente de
forma epifitica.

O material de colheita, no caso dos palox, deve ser verificado regularmente para evitar o
transporte de matéria vegetal (folhas e varas) de forma a evitar a dispersao de Psa e deve-se
proceder a desinfecdo dos utensilios usados na poda (alcool a 70°C, durante 2 minutos)

(Moreira e Coutinho, 2014).

Na instalacdo de novos pomares € necessario a utilizacdo de plantas sas, livre de qualquer
doenca, acompanhadas por um passaporte fitossanitario que garante a isencdo de qualquer
doenga (DGAV, 2014).

1.7.2 Meios de protecdo biol6gicos

1.7.2.1 Bacteri6fagos

Os bacteriofagos caracterizam-se por serem entidades bioldgicas mais abundantes na
biosfera, e sdo virus especificos de bactérias que destroem o metabolismo dos seus
hospedeiros e se replicam provocando a lise e morte do hospedeiro (Frampton et al., 2014;
Buttimer et al., 2017).

Na Nova Zelanda foi possivel obter bacteriéfagos que estavam presentes em pomares com a
capacidade de infetar Psa 3 e P. syringae pv. actinidifoliorum (Frampton et al., 2014).
Também em Portugal Garcia (2015) isolou na regido do Entre Douro e Minho bacteridfagos
que apresentaram a capacidade de causar a lise e morte de bactérias da populacgao portuguesa
estudada e também da estirpe italiana CFBP 7286.

Na Coreia, Yu et al. (2015) também isolaram bacteri6fagos que atuavam contrPsa, e

demonstraram ser resistentes a situacdes adversas garantindo que esta € uma opcao
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tecnicamente vidvel tendo em conta o local e as condi¢bes meteoroldgicas, pois estas
influenciam o seu efeito. Mias recentemente, na China Yujie et al. (2018) isolaram estirpes
de Psa biovar 3 e bacteridfagos, e obtiveram resultados que demostram que os bacteriofagos
isolados eram altamente especificos para certas estirpes de Psa3, sugerindo que esta é uma

forma eficaz de combater a bactéria.

Os bacteridfagos séo uteis, ndo apresentam discriminacgdes entre estirpes de Psa resistentes
a cobre e fitofarmacos ou estirpes ndo resistentes, no entanto existem relatos de que pode
ocorrer resisténcia a bacteridéfagos. Esta resisténcia pode ser devida a uma mutagdo genética
ou ao uso de uma mistura de bacteriéfagos com diferentes modos de infe¢do (Woodcock,
2016). Iriarte et al. (2007), tém opinido contréria, referindo que a sua utilizacdo para
prevencdo ou tratamento de doencas é limitado, devido a extrema sensibilidade a condi¢bes
ambientais, como por exemplo, a exposic¢do a raios UV que podem diminuir as populacbes

de bacteriofagos.

1.7.2.2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ¢ uma bactéria Gram positiva, capaz de produzir cerca de 20 antibioticos,
para além de produzir compostos ativos anti-microbianos predominantemente péptidos que
podem estar envolvidos na formacéo de biofilmes, o que permite uma prote¢do avancada ca
cultura (Stein et al., 2005).

O uso recente de B. subtilis para minimizar os danos causados por Psa ganhou um interesse
particular devido a sua seguranca, sua ampla distribuicdo em habitats muito diversos, a sua
notavel capacidade de sobreviver em condi¢bes adversas devido ao desenvolvimento de
enddsporos e pela capacidade de producdo de compostos benéficos para fins agronémicos
(Gardener, 2004; Earl et al., 2008).

Serenade® Max é um biopesticida com agdo bacteriostatica contendo a estirpe de B. subtilis
QST 713, que impede a infecéo pelo facto de criar uma zona de inibigéo na folha, e pela
secrecdo de lipopéptidos, com acdo antagonista, que vao prevenir e evitar a fixacao e a
penetracdo do agente patogenico. Esta autorizado pela DGAV no ambito de usos menores

para o cancro bacteriano da actinidea (Bayer® Crop Science, 2018).

Resultados recentes obtidos em Portugal por Vaz et al. (2018a), mostram que B. subtilis foi
parcialmente efetivo no controle da Pas3 num pomar de 6 anos de idade e ndo demonstrou

eficacia na protegéo de folhas noutro pomar de 30 anos de idade. Os autores concluiram que
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B. subtilis aplicado na floracdo pode ser considerado como uma solugdo adequada para o
controle de PSA Biovar 3 apenas para 0 novo pomar de kiwit (6 anos de idade).

A aplicacdo de B. subtilis como agente de controle bioldgico contrPsa ndo afetou a qualidade
global do fruto, ou seja, o diametro longitudinal e comprimento dos frutos, o teor de sélidos
soluveis totais, firmeza, pH, acidez titulivel e matéria seca, mas contribuiu
significativamente para o0 aumento da producdo no pomar mais jovem (6 anos) em

comparacdo ao pomar mais velho Vaz et al. (2018b).

1.7.2.3 Trichoderma

Sabe-se que espécies do género Trichoderma colonizam as superficies radiculares e
penetram nas raizes, onde competem com organismos patogénicos por espago e nutriente,
libertando uma série de compostos metabolicos, incluindo antibidticos, e induzem a
resisténcia sistémica nas plantas. (Hill, 2013). Estes autores testaram varias misturas de
Trichoderma e verificaram que tanto em laboratério como em campo podem ter um
contributo importante para a sanidade e sobrevivéncia das plantas quando infetadas com
Psa3, sendo o controlo mais eficaz quando aplicados juntamente com outros microrganismos

benéficos e / ou elicitores quimicos.

De momento j& se encontra disponivel na Nova Zelandia um produto fitofarmacéutico da
Agrimm®, o KiwiWax™, composto por trés estirpes de Trichoderma (T. atroviride LU668,
T. atroviride e T. virens LU753) com o objetivo de reduzir/ atenuar os sintomas de Psa
(Agrimm, 2018).

1.7.3 Meios de protecdo quimica

1.7.3.1 Cobre

O cobre é um dos micronutrientes mais utilizados na agricultura, tanto como nutriente
essencial as plantas, mas também como meio de luta contra agentes fitopatogénicos
(Cameron & Sarojini, 2014). Os ides de cobre interrompem os processos celulares levando
a bactéria a morte, sendo a sua eficacia determinada pelo tamanho das particulas, pela
retencdo e pela solubilidade (Woodcock, 2016). As particulas de pequena dimenséo cobrem
com maior concentracdo de ides a area de aplicagdo, ficando mais tempo fixas a planta, o
permite o aumento da eficacia da atividade antibacteriana do cobre. As particulas de maior

dimensdo estdo mais sujeitas a lavagem, fixando-se por um periodo mais curto. A
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solubilidade determina a duracdo da protecdo que o cobre pode fornecer. Formas mais
sollveis desaparecem mais rapidamente e terdo que ser aplicadas mais frequentemente,
enguanto que formas menos sollveis libertam i6es de cobre durante mais tempo e requerem
aplicacdes menos frequentes. Requer especial atencdo o desenvolvimento vegetativo da
planta, pois numa fase de maior desenvolvimento foliar as novas folhas que néo sao tratadas

ficam mais sujeitas a infecdo bacteriana (Woodcock, 2016).

A aplicacdo de cobre pode causar fototoxicidade, e mecanismos de resisténcia, como foi
demostrado em estudos de Poulter et al. (2017) que observou resisténcia de estirpes da
biovar 5 ao cobre. Esta resisténcia acontece principalmente pela expressdo dos genes cop,
que codificam proteinas que permitem que Psa tolere as altas concentragdes de cobre
(Masami et al., 2004).

1.7.3.2 Estreptomicina

A estreptomicina € um antibidtico utilizado para o controlo de doencas de plantas e é
considerado o tratamento mais eficaz parPsa, demostrando resultados positivos tanto em

laboratério como no campo (Woodstock, 2016).

Um estudo que comparou tratamentos de cobre, com e sem aplicacdo de estreptomicina,
obteve resultados que demostraram que o uso do antibiético e do cobre se traduziram em
apenas 9% de folhas da amostra com danos graves provocados por Psa. O uso de cobre sem
aplicacdo de antibidtico teve efeitos melhores, verificando-se que apenas 6% das folhas

apresentaram danos graves (Sepulveda & Soto, 2014).

Na Europa o uso de antibidticos na agricultura € proibido e ja foram reportados casos de
resisténcia de Psa a estreptomicina em pomares frequentemente pulverizados com este

produto (Cameron et al., 2014)

1.7.3.3 Quitosana

A quitosana é proveniente de cascas de crustaceos, sobretudo de camarao, e possui atividade
antimicrobiana contrPsa, tendo mostrado resultados positivos nesse sentido apenas in vitro
(Ferrante & Scortichini, 2010). As vantagens da utilizagdo deste composto face aos quimicos

convencionais é a sua biodegradabilidade (Cameron e Sarojini, 2014).

Embora 0 modo de acdo ndo seja totalmente conhecido tem sido calassificada como

bacteriostatica e ndo bactericida. Contudo a teoria do modelo mais aceite € a interagdo entre
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as moléculas de quitosana carregadas positivamente e as membranas celulares microbianas
carregadas negativamente. Esta interacdo eletrostatica provoca duas intreferencias: i) induz
mudancas nas propriedades de permeabilidade da parede da membrana, que se traduzem em
desequilibrios osmoticos internos e consequentemente inibindo o crescimento de
microrganismos; ii) hidrolise dos peptidoglicanos na parede do microorganismo, levando ao
vazamento de eletrolitos intracelulares (Goy et al., 2009).

Os resultados obtidos por Scortichini (2014) demostraram que a quitosana obteve melhores
resultados que os compostos de cobre, em termos de reducéo dos sintomas da doenca e na

reducdo dos exsudados nos troncos presentes no fim do Inverno.

Na Nova Zelandia estd disponivel o ARMOUR-Zen®, e na Europa o Chitosanlab

comercializa produtos com quitosana como principio ativo para a agricultura.

1.7.3.4 Péptidos antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos sdo estdo presentes no sistema imunitario inato do complexo
multicelular dos organismos e fornecem a primeira linha de defesa contra muitos patogénios,
incluindo bactérias. Estes péptidos podem ter menos de 50 aminoacidos, sendo estes
anfipaticos na natureza e de carga positiva (cationica), permitindo-lhes serem soltveis em

meios aquosos 0 que aumenta a sua capacidade antimicrobiana (Cameron & Sarojini, 2014).

Apesar do seu modo de a¢do néo ser totalmente conhecido sabe-se que atingem a membrana
da bicamada lipidica danificando-a e provocando a lise total. No caso concreto de Psa tanto
a camada externa como a interna contém grupos anionicos, o que permite a ligacdo dos
péptidos antimicrobianos, pois estes tém carga positiva. Ao contrario do que acontece com
o desenvolvimento de resisténcia aos antibi6ticos convencionais, a resisténcia aos péptidos
sera improvavel, o que leva a pensar que podera ser um dos melhores meios de luta ContrPsa
(Cameron & Sarojini, 2014).

1.7.3.5 Indutores de defesa das plantas

Os indutores de defesa das plantas sdo compostos que ativam o sistema natural de defesa da
planta. Acibenzolar-S-metil (ASM) é um dos indutores com melhores resultados em ensaios
em estufa com A. chinensis e A. deliciosa, tendo como nome comercial Bion® na Europa e
Actigard® na Nova Zelandia, sendo produtos da empresa Syngenta® (Reglinski et al.,

2013). Em Portugal encontra-se autorizado pela DGAV (Direcdo Geral de Alimentagédo e
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Veterianria) no &mbito de usos menores para 0 cancro bacteriano da actinidea (DGAV,
2018).

A aplicacao foliar de ASM, em condicdes controladas, em plantas de A. chinensis diminuiu
significativamente a incidéncia de Psa, existindo evidéncias histoldgicas que sugerem que a
bactéria € menos capaz de colonizar folhas tratadas com ASM do que folhas ndo tratadas
(Reglinski et al., 2013).

1.8 Metabolismo do carbono e o rendimento das culturas

Apesar de algumas bactérias possuirem mecanismos alternativos para a fixacao liquida de
CO», a grande maioria dos organismos fotossintéticos fixam carbono através do ciclo de
Calvin (Leegood, 1993).

O uso da fluorescéncia da clorofila a como instrumento de avaliacdo da condicdo e
performance de plantas é extensamente aplicado em estudos de fisiologia e ecofisiologia de
plantas (Baker, 2008). Quando a analise de fluorescéncia da clorofila a atraveés de um
fluorimetro é complementada por uma analise de trocas gasosas através de um analisador de
gas infra-vermelho (IRGA - Infra-red gas analyser), esta torna-se robusta quanto a
performance fotossintética e fixacao de carbono por parte das plantas (Baker, 2008). Kautsky
e Hirsch (1931) demonstraram uma correlagéo entre a fluorescéncia e a assimilagéo de CO»
em organismos fotossintéticos, fundamentado que alteragdes na fluorescéncia terdo

implicacOes na taxa de fotossintética.

A transferéncia de eletrGes desde o centro de reacdo da clorofila do fotossistema Il (PSII,
P680) para o aceitador primario do PSII, quinona (Qa), € denominado de processo quenching
fotoquimico. Por outro lado, existe uma outra via para 0 escoamento da energia recebida,
nomeadamente através da perda de calor, processo denominado por quenching nao
fotoquimico (NPQ). O mecanismo de perda de energia NPQ funciona como uma protecéao
da planta para o excesso de energia recebida no fotossistema, muitas vezes associados a
problemas nos centros de reacdo e Qa, provocados por stresses bidticos e abioticos.
Problemas a este nivel, irdo afetar o fluxo linear de eletrGes (PSIl para o PSI) e
consequentemente os seus produtos, nomeadamente a producdo de ATP e NADPH. Estes
produtos da reacdo de fotofosforilagdo séo essenciais para determinadas etapas do ciclo de
Calvin, responsavel pela fixacdo de CO,, também dependente de outros fatores, como por
exemplo a quantidade e eficiéncia da RuBisCO para o sequestro de carbono e incorporagéo
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no ciclo de Calvin, e o controlo estomaético que pode ser regulado através de diversos fatores,
o qual podera limitar a disponibilidade de CO para sequestro (Baker, 2008). VariagOes neste
mecanismo podem conduzir a alteracbes no crescimento e biomassa, produtividade e

qualidade dos produtos agroalimentares (Driever et al., 2014; Yamori et al., 2016)

As plantas enfrentam constantes mudancas ambientais, e parte de seu sucesso face a essas
mudancas esta relacionada com a capacidade do metabolismo de carbono dar resposta as
mudancas de CO: disponivel, ou nos produtos da cadeia de transporte de eletrdes ou no
carbono assimilado (Leegood, 1993). Contudo, stresses bioticos podem ter repercussées ao
nivel do sequestro de carbono foliar e consequentemente resultar na menor produtividade
das plantas (Scholes e Rolfe, 2009). O uso da fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas
em plantas infectas por agentes patogénicos mostra ser uma ferramenta robusta para avaliar
potenciais danos fotossintéticos nas plantas e de produtividade (Dan Tatagiba et al., 2015).
Atualmente, a auséncia de estudos para metabolismo do carbono em Actinidia spp. infetadas
com Psa constitui uma limitacdo ao conhecimento e a compreensao das consequéncias deste
patogénio no patossistema, na performance fotossintética e na produtividade da planta. No
entanto, outros estudos, como por exemplo Igbal et al. (2012) demonstraram que estirpes
virulentas de Pseudomonas syringae pv. tabaci provocam decréscimos de determinados
pardmetros fotossintéticos (Fm / Fv, F'm / F\) em Nicotiana benthamiana na zona de
inoculagdo e na zona envolvente. Em Eucalyptus urophylla suscetivel e infetado com
Puccinia psidii, foi possivel verificar uma quebra fotossintética conduzindo a um estado de

fotoinibicao cronica (Alves et al., 2011).

1.9 Avaliacdo da performance fotossintética em Psedomonas spp.

1.9.1 Fotossintese — Photosynthetic Efficiency Analyser (PEA)

O uso de materiais ndo destrutivos e sondas ndo intrusivas, como a analise de fluorescéncia
da clorofila, permitem estimar a eficiéncia de transporte de eletrdes in vivo (Leegood, 1993).
A fluorescéncia da clorofila tornou-se uma das ferramentas mais poderosas e amplamente
usadas técnicas de avaliacdo da fisiologia e ecofisologia das plantas, e nenhuma investigacao
de performance fotossintética em campo parece estar completa sem estes dados (Maxwell &
Johnson, 2000).

Um estudo de Berger et al. (2007) recorreu ao uso da fluorescéncia da clorofila para
compreender a regulacdo da fotossintese em plantas infetadas com um patogenio. O método
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foi aplicado para detetar respostas ao stress biodtico e analisar mudancas na fotossintese na
interacdo do organismo modelo, A. thaliana, com uma estirpe virulenta e ndo virulenta de P.
syringae pv. tomato (DC3000). Além disto foi também comparado o efeito das mudancas na
infecdo do patdgenio com a aplicacdo de acido jasmoénico, acido 12-oxo-fitodienoico
(OPDA) e &cido salicilico. A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila em conjunto com outras
técnicas, demonstraram uma quebra na fotossintese nas duas estirpes de Pseudomonas e com

tratamento com OPDA.

Rajendran et al. (2016) demostraram que as respostas de plantas na fotossintese dependem
do grau de severidade da infecdo, neste caso de Pseudomonas cichorii. A infecdo deste
patégenio induziu alteracBes nos parametros de fluorescéncia da clorofila antes da
manifestacdo visivel dos sintomas, e as infecdes sem sintomas também induziram mudancas
nos parametros fotossintéticos. Os resultados obtidos sugerem que as medicbes de

fluorescéncia da clorofila podem ser usadas como marcadores de infegéo.

1.9.2 Trocas gasosas - Infrared Gas Analyzer (IRGA)

As folhas séo 6rgdos fotossintéticos que absorvem luz e convertem a energia luminosa (do
foton) em energia quimica para uso na assimilagio de CO?. As taxas de trocas de gasosas
variam dependendo das condi¢Bes ambientais, como luz, temperatura, concentragdo de CO?
e humidade. Essas taxas também variam entre as folhas, dependendo da ontogenia foliar e

dos ambientes de crescimento, mesmo dentro de uma planta individual (Hikosaka, 2016).

Li et al. (2014) avaliaram o efeito de infecdo de P. syringae pv. tomato (DC3000) através
dos estomas nas folhas de tomateiro, inoculadas com a bactéria, em condi¢bes de CO?
ambiente e de elevada concentracdo, tendo também sido testado o efeito da aplicacdo de
oxido nitrico nos dois ambientes. Os resultados obtidos demostraram que a suscetibilidade

de plantas de tomateiro a P. syringae é reduzida sob condices elevadas de CO?.

A luz é um dos principais fatores externos que influenciam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Yang et al. (2015) analisaram o papel da luz vermelha na
resisténcia do tomateiro a P. syringae pv. tomato (DC3000) e verificaram que as plantas
exibiram mudancas diurnas na suscetibilidade a estirpe DC3000, que s&o mais suscetiveis a
noite. O tratamento noturno com luz vermelha aumentou significativamente a resisténcia da

estirpe de P. syringae pv. tomato DC3000.
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1.10 Objetivos

A auséncia de estudos sobre a avaliagdo das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila,
até a data, constitui uma limitacdo para 0 conhecimento e compreensdo das consequéncias
causadas pela bactéria P. syringae pv. actinidea na performance fotossintética e na

produtividade das plantas.

Este trabalho tem como objetivo estudar o metabolismo do carbono/fotossintese de plantas
de actinidea infetadas com Psa3 e de plantas sas, tratadas e ndo tratadas com B. subtilis num

pomar composto por plantas com aproximadamente 6 e 30 anos de idade.

O estudo do metabolismo de carbono neste pomar realizou-se em 2017 antes da colheita
comercial dos frutos, atravées da fluorescéncia da clorofila e das trocas gasosas, de modo a
tentar estabelecer possiveis correlagdes com a incidéncia e severidade da doenca. Para
completar os dados obtidos foram realizadas analises de quatificacdo de pigmentos,

contetdo de RuBisCo, agUcares solUveis totais e amido.

Foi ainda objetivo deste trabalho dar continuidade ao estudo iniciado por Vaz (2017; Vaz et
al., 2018) no mesmo pomar, analisando-se os parametros qualitativos dos frutos, de modo a
tentar perceber se existem diferencas na qualidade dos frutos de plantas com diferentes

idades, submetidos ou ndo a tratamentos com B. subtilis.
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2 Material e métodos

2.1 Caraterizagdo dos pomares, tratamentos e colheita de amostras

O pomar onde foi realizada a parte experimental deste trabalho e onde foram colhidas
amostras para anélise laboratorial, localiza-se em Valenca do Minho, na freguesia de Friestas
(N 42°3'2,642" O 8° 34'25,474") a uma altitude de cerca de 30 m, e tem uma area de cerca
de 1,15 ha.

O pomar € constituido por 2 areas, uma com plantas com cerca de 6 anos (designado neste
trabalho como pomar novo) e outra area com plantas com cerca de 30 anos (designado neste
trabalho como pomar velho). As plantas femininas sdo da cv. “Hayward”, e as masculinas
das cv. “Tomuri”, “Matua” e “Chieftain”. O compasso de plantacdo do pomar € de 4 m x 3
m, perfazendo uma densidade de plantas de cerca de 830 plantas/ha. A forma de conducao
das plantas é em cruzeta ou “T-bar”, através de postes verticais com cerca de 2,00 m de
altura e com uma estrutura horizontal no topo (a cruzeta), com dimensdes que variam entre
1,5 m para as femeas e 2,0 m para os machos, que suportam a zona central da planta. No
pomar esta instalado um sistema de rega por microaspersdo com um débito de cerca de
1L.mint. As operacdes culturais que se realizam incidem principalmente na manutencéo do
pomar, assegurando que o vigor e crescimento dos ramos seja 0 mais adequado para se
atingir os objetivos de producédo e de qualidade pretendidos. No quadro 5 € apresentada a

calendarizacéo das operacdes culturais que séo realizadas anualmente.

Quadro 5 — Calendarizacdo das operacdes culturais realizadas no pomar em 2017 (Vaz,
2017).

Operacdes culturais | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez

Poda de Inverno -

Empa e atado

Monda floral

Poda dos machos

Monda de frutos

Poda em verde

Colheita
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A aplicacdo de B. subtilis foi realizada utilizando o produto comercial Serenade® Max, da
empresa Bayer® Crop Science, sendo um p6 molhavel com 15,67% de B. subtilis QST 713
(5,13 x 10 ufc/g).

A aplicacao foi realizada na eépoca de floragdo de acordo com as recomendacdes indicadoas
pelo fabricante, de 2,5 — 4 kg de produto comercial por ha e uma concentracdo, de 0,417 — 1
kg/hL, levando a que o volume de calda seja de 400 a 600 L/ha. Utilizou-se uma
concentracdo de 1 kg/hL e com um volume de calda de 400 L/ha para o estudo, tendo sido
feitas as pulverizacbes com um atomizador acoplado ao trator. O produto tem uma agéo
bacteriostéatica, atua por contacto possuindo um largo espectro de a¢do, uma persisténcia de
7 dias e um intervalo de seguranga de 3 dias (Vaz, 2017).

Foram efetuadas 4 aplicacdes, sendo a primeira foi realizada na terceira semana de maio de
2017, com intervalos de 4 dias entre a primeira e a segunda aplicacdo, pois durante a
aplicacdo existiu alguma precipitacdo que poderia ter comprometido a aplicacdo do produto
comercial e, portanto, o intervalo entre aplicacdes foi reduzido perante os 7 dias de
persisténcia biologica. As restantes aplicacdes tiveram intervalos de cerca de 3 dias, pois a
floracdo estava a ocorrer com alguma rapidez, e, portanto, a percentagem de flores abertas

era cada vez maior com o avangar do tempo (Vaz, 2017).

2.2 Delineamento experimental

Foram utilizados para este estudo dois grupos primérios, com 20 plantas cada, incluindo
plantas novas (aproximadamente 6 anos) e plantas velhas (30 anos). Cada grupo foi sub-
dividido em 4 subgrupos de 5 plantas (n=5), considerando os sintomas causados por Psa, e
o tratamento com B. subtilis: 1- plantas sintomaéticas tratadas com B. subtilis; 2- plantas
sintomaticas sem tratamento de B. subtilis; 3- plantas assintomaticas tratadas com B. subtilis;

4- plantas asintomaticas sem tratamento de B. subtilis.

A figura 18 representa o esquema das plantas utilizado para o estudo, e exemplos das folhas
de cada uma das 8 condicdo estudadas. Para cada condigédo foi atribuido um codigo que
identifica a idade da planta, se tem ou néo sintomas de Psa, e se foi ou néo tratada com B.
subtilis. NSB — Plantas novas sintomaticas com B. subtilis; NS — Plantas novas sintomaticas
sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com B. subtilis; NA — Plantas novas
sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintomaticas com B. subtilis; VS — Plantas velhas sem
B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis.
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40 Plantas de Actinidea

Sem Bacillus subtilis Com Bacillus subtilis

/ /
20 Plantas Novas
(6 anos)

5 Plantas NA 5 Plantas NS 5 Plantas NAB 5 Plantas NSB

20 Plantas Velhas
(30 anos)

5 Plantas VA 5 Plantas VS 5 Plantas VAB 5 Plantas VSB

Figura 18 - Representacdo esquematica das plantas em estudo.

Para os parametros qualitativos dos frutos foi usado um desenho experimental que inclui
dois fatores (Pomar e Serenade Max®), e trés repeticdes. Cada fator com dois niveis,

resultando num ensaio com quatro tratamentos:
1. Pomar Novo com Serenade Max®;
2. Pomar Novo sem Serenade Max®;
3. Pomar velho Com Serenade Max®;

4. Pomar Velho sem Serenade Max®.

2.3 Quantificacdo de pigmentos

Para cada uma das 8 condigdes em estudo foram selecionadas 5 plantas idénticas e por cada
planta foram retiradas 10 folhas. Todas as folhas aparentavam a mesma idade e foram
selecionas as que estavam na parte superior da copa da planta, com boa exposicédo solar. As
folhas selecionadas para armazenamento e consequente ensaio de analise de pigmentos e
subsequentes analises foram previamente (antes da remogdo) utilizadas para analise da

fluorescéncia da clorofila (ver secgéo 2.4) e trocas gasosas (ver sec¢édo 2.5).
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As folhas foram transportadas para o laboratério em condi¢des controladas, ou seja,
temperatura aproximadamente de 20°C e com elevada humidade relativa (HR%).

Em laboratorio, as folhas foram rapidamente maceradas em azoto liquido formando assim
uma pool para cada condi¢cdo em estudo e posteriormente conservados numa arca (-80°C)
(Snijders scientific, Holanda) para os restantes ensaios. Para quantificacdo de pigmentos
foram usadas 3 réplicas técnicas a partir da pool de cada condicdo e para cada réplica foram
realizados 3 triplicados. Os pigmentos foram extraidos usando tampédo de extracdo de
pigmentos (TEP) constituido por acetona:tampao Tris 50 mM (80:20, v/v). As réplicas de
cada condi¢do com 0,1 g de massa fresca foram maceradas em gelo a 4 °C num almofariz
com ajuda de um pildo durante aproximadamente 1 minuto usando 1,5 mL de TEP. Apds a
obtencdo dos macerados, estes foram pipetados individualmente para o respetivo tubo de
Falcon de 15 mL previamente identificado e isolado com papel de aluminio. Os tubos foram
por ordem mantidos em gelo até ao final do processo de maceracdo. Aos tubos de Falcon
foram adicionados mais 1,5 mL de TEP até perfazer o volume final de 3 mL. Seguidamente
este passo os tubos foram agitados em vortex (VWR®, Analog Vortex Mixer, U.S.A.)
durante 30s foram colocados a centrifugar (Eppendorf®, centrifuge 5810 R, Alemanha) por
10 minutos em 10 000 x g a 4°C.

Retirados os tubos da centrigufa, contendo as 3 réplicas de cada condi¢do, procedeu-se a
realizacdo dos triplicados, com 150 uL cada, para todo as réplicas. Os triplicados foram
colocados numa placa de 96 pocos (Costar — Merck, Alemanha), sendo utilizado como
branco a amostra da solucdo de extracdo. A quantificacdo dos pigmentos foi avaliada por
espectofotometria usando um leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific®, Multiskan
Go, USA). Os comprimentos de onda (A) utilizados para leitura das absorvéncias dos
pigmentos foram: 470, 537, 647 e 663 nm de acordo com Sims & Gamon, 2002; Dias et al.
2013). A quantidade de clorofila a, clorofila b, carotenoides e antocianinas em mg/g de

matéria fresca (mg/gMF) foi calculada usando as seguintes formulas (Sims & Gamon, 2002):
e C(lorofilaa = 0,01373 A663 — 0,000897 A537 — 0,003046 A647,

e C(Clorofila b

0,02405 A647 — 0,004305 A537 — 0,005507 A663;

. A470 — (17,1 x (Chl a + Chl b) — 9,479 x Antocianinas
e (Carotenoides = ( ( ( 19 2)6 ) :

e Antocianinas = 0,08173 A537 — 0,00697 A647 — 0,002228 A663.
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2.4 Avaliacao da fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila é essencial para a melhor rendimento da fotofosforilacéo
realizada pela planta. Para a avaliagdo dos diversos parametros de fluorescéncia, foram
selecionadas aleatoriamente 5 folhas por cada planta de cada tratamento (NA, NS, NAB,
NSB, VA, VS, VAB e VSB), sendo que cada tratamento tem 5 plantas, num total de 2 folhas

por cada.

Foi usado um fluorimetro portatil (Hanstech Instruments®, Handy PEA, Norfolk, Reino
Unido) para medir a producdo minima de fluorescéncia em folhas adaptadas ao escuro, com
todos os centros PSII abertos (FO), incidiu-se uma luz modulada fraca. Posteriormente,
aplicou-se um 0,77s um pulso de saturagio de luz branca (> 1000 umol m? s~ 1), avaliando
o rendimento maximo de fluorescéncia da amostra adaptada ao escuro com todos os centros
de PSII fechados (Fm).

A adaptacdo ao escuro foi realizada através da colocacdo de molas que possuem uma
pequena placa de obturador, fechado, sobre a folha quando o clipe é preso de forma que a
luz seja excluida e a adaptacdo escura ocorra durante 30 minutos. O corpo das molas é
construido em plastico branco para minimizar os efeitos do acumulo de calor na folha
durante o periodo em que o clipe esta colocado na folha. A sec¢do anelar do clipe, que faz
interface com o conjunto 6tico do fluorimetro, é construida em plastico preto garantindo
assim que a medicdo ndo seja afetada por condicgdes de alta intensidade de luz ambiente
(Hanstech Instruments, 2018).

Os mesmos parametros (Fo' e Fm') também foram avaliados para a luz, em folhas iluminadas
ap6s 30 min de adaptacdo a luz. Os valores variaveis de fluorescéncia das condigdes
anteriores (Fv e F\') também foram calculados a partir das diferencas de Fm - Fo € Fm'- Fo',
respetivamente. Fy / Fm € Fv' / Fn' foram entdo calculados para avaliar a eficiéncia maxima
de PSII e a eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII (®PSII ou ®II) (Maxwell e Johnson,
2000).
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A figura 19 representa a avaliacdo dos parametros mencionados anteriormente na avaliagéo
da clorofila, e a figura 20 as molas usadas para a simulacdo do escuro.

Figura 19 — Avaliagéo da fuorescéncia da clorofila, a) avaliagédo em folhas iuminadas, b)
avaliacdo em folhas adaptadas ao escuro (30/9/2017). Fotos do autor.

s

Figura 20 — Molas usadas para a adaptacdo das folhas ao escuro durante 30 minutos para a
avaliacdo da fluorescéncia da clorofila (30/9/2017). Fotos do autor.

Outros parametros definidos por Klughammer e Screiber (2008) também foram

determinados, incluindo:

o qP = ¥m=F) - pissipacio fotoquimica;
(Fm_ Fo)
e gL = % = Fracdo de centros PSII abertos baseada em um modelo de lago;
m~ 1o

O fluxo excessivo de luz (PE) foi calculado como Kornyeyev et al. (2003), e o parametro

taxa de transporte de eletrdes (ETR) foi calculado como Wu et al. (2014).
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2.5 Trocas gasosas

As trocas gasosas e a assimilagdo liquida de CO- estdo intrinsecamente ligadas ao fixacéo
de carbono e por consequente relacionadas com a eficiéncia do ciclo de Calvin. Para a analise
das trocas gasosas foliares, foi utilizado o sistema de fotossintese portatil (LI-COR, Li-
6400XT, U.S.A.) que permite medir alteracdes na dindmica da folha em tempo real (ndo
existe tubulagdo da camara de folhas e a consola permite que ndo haja atrasos temporais que
provoquem erros de leitura em fatores ambientais como por exemplo a luz e a concentracao
de COy).

As medicOes ocorreram nas mesmas folhas onde foram medidos os pardmetros da
fluorescéncia da clorofila (Fig. 21). Para cada analise, as folhas estavam sujeitas as mesmas
condicdes, ou seja, sob uma idéntica concentracdo atmosférica de CO2 conferida pela
camara de detecdo e sob a mesma intensidade de radiacdo infravermelha necessaria para a
detecdo dos diferentes parametros. Os parametros individuais foram analisados de acordo
com Machado et al., (2017):

e E - Taxa de transpiracdo (mol / m?/ s);

e gs - Condutancia estomatica (mol / m?/s);

e Py - Taxa fotossintética liquida (umol / m?/ s);
e Pn/gs — Eficiéncia intrinseca do uso da agua;

e Ci/Ca— Razdo fracio molar de CO? intercelular/ fragdo molar de CO? ambiente.

Figura 21 — Avaliacéo das troca"éwgasbss (30/9/2017). Fotos do autor.
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2.6 RuBisCo

Para avaliar a quantidade relativa da RuBisCo, procedeu-se a extracdo de proteinas das
amostras foliares. O tampédo de extracdo foi constituido por: Tampéo Fosfato 0,1M (pH=
7,0); Na,EDTA (disodioetileno-di-amiotetracetato di-hidratado) 0,5M; 1% PVP; 1mM
PMSF (fluoreto de fenilmetanolsulfonil); Triton X-100 0,2% (v/v) e 2mM DTT (1,4-
ditiotreitol). Em gelo, 0,2g de matéria fresca de cada uma das condi¢des em estudo foram
homogeneizadas num almofariz para a extracdo de proteinas soltveis totais (PST) usando
1,5mL de tampdo de extracdo. O homogenizado foi transferido para tubos eppendorf de 2mL
de volume e posteriormente centrifugados em 8000xg durante 15 minutos a 4°C (Mariz-
Ponte et al. 2018).

A quantificacdo de PST foi realizada de acordo com o0 método descrito por Bradford (1976).
Foram usados 5 uL de amostra para 150 uL de reagente de Bradford (Thermo Fisher
(Kandel) GmbH®, Alfa Asear, Alemanha) procedendo aos respetivos triplicados por cada
réplica em microplaca de 96 pocos, usando o tampao de extragdo como branco da reacdo. A
reacdo decorreu durante 15 minutos, prosseguindo com a consequente leitura das
absorvéncias no leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific®, Multiskan Go, USA) no
comprimento de onda de 595 nm. Para quantificacdo das PST foi elaborada ao mesmo tempo
uma reta de calibracdo usando como proteina padrdo a Albumina Soro de Bovino (BSA,
2mg/mL; Merck® DE) em concentracdes crescentes (0-1,5mg/mL ) onde se obteve a
seguinte reta padréo e coeficiente de correlacdo (R?): y= 0,0145x - 0,0016 (R2= 0,987).

Para quantificacdo relativa da RuBisCO foram usados 15 pg de proteinas, posteriormente
separadas em gel de SDS-PAGE e os géis foram corados com 0,25% de Coomassie Brilliant
Blue R250, conforme descrito por Li et al., (2013). As bandas de proteina foram analisadas
por comparacdo com um marcador de peso molecular de proteina (Fermentas, SM0441). O
contetdo relativo de RuBisCO foi realizado pelo isolamento de bandas das subunidades
pequena e grande, tal como a as bandas correspondentes as PST sem as subunidades da
RuBisCO para cada amostra e posteriormente incubacdo durante a noite em formamida (2
mL) a 50°C.

Os triplicados foram colocados numa placa de 96 pogos (Merck® - Costar Alemanha), com
150 pL cada para a respetiva réplica, sendo avaliada por espectofotometria usando um leitor

de microplacas (Thermo Fisher Scientific®, Multiskan Go, USA). A absorvancia foi medida
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a595 nm e os resultados foram expressos como ABSRC / ABSTPC, em que RC € o contetido
de RuBisCO e TPC é o teor total de proteina soltvel.

2.7 Acucares soluveis totais (AST)

Da mesma pool ja referida na seccdo 2.2 foram utilizados 50 mg de folhas conservadas
numa arca (-80°C) (Snijders scientific®, Alemanha). Para a quantificacido de aglicares
soluveis totais, de acordo com Irioyen et al. (1992), foram usadas 3 réplicas e para cada
réplica 3 triplicados. As réplicas de cada condi¢cdo com 50 mg de massa fresca foram
maceradas em gelo a 4 °C num almofariz com ajuda de um pildo durante aproximadamente
1 minuto usando 10 mL de etanol a 80%. A medida que se realiza este processo os macerados
sdo conservados em gelo. Apds a obtencdo dos macerados, estes foram pipetados
individualmente para o respetivo tubo de Falcon de 15 mL previamente identificado e
colocados num banho (Thermolab®, GFL 1083, India) a 80°C durante 1 hora. No final deste
processo os tubos foram colocados em gelo durante 10 minutos, e seguidamente agitados em
vortex (VWR®, Analog Vortex Mixer, U.S.A.) para serem colocados a centrifugar
(Eppendorf®, centrifuge 5810 R, Alemanha) por 10 minutos em 10 000 xg a 4°C.

Concluido o processo de centrifugacao, retiram-se 30 pL do sobrenadante para um novo
tubo de eppendorf ao qual se adiciona 0,75 mL de solugdo de antrona. A solucdo de antrona
foi previamente preparada em hotte (Waldner, mc6, Alemanha), sendo composta por 40g
mg de antrona dissolvida em 20 ml de acido sulfurico (VWR, 98%) e 1 ml de agua destilada.
A solucdo resultante é colocada num banho (Thermolab, GFL 1083, India) a 100 °C por um
periodo de 10 minutos, e de seguida, para parar a reacdo, os tubos sdo colocados em gelo

durante 15 minutos.

De seguida foram colocados em triplicados com 150 uL cada para a respetiva réplica numa
placa de 96 pocos (Merck®- Costar Alemanha). A quantificacio dos pigmentos foi avaliada
por espectofotometria usando um leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific®,
Multiskan Go, USA) (Dias et al., 2013). Os comprimentos de onda utilizados para leitura
das absorvéncias dos acucares foi de 625 nm e foi utilizado para o branco uma solucéo de

0,75 mL de antrona com 30 pL de etanol.
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2.8 Amido

O sedimento (pellet) originado no protocolo de AST, ap6s a centrifugacdo por 10 minutos
em 10 000 xg a 4°C, foi tratado de acordo com Osaki et al. (1992) para a quantificacdo de
amido. No seguimento daquele protocolo foram utilizadas as mesmas réplicas, e cada réplica

deu origem a um novo triplicado referente ao protocolo infracitado.

Retirou-se o restante sobrenadante dos tubos de falcon, ficando somente o sedimento de cada
réplica. Para cada tubo adicionou-se 5 mL de acido perclérico (Fisher Chemical®, 70%) a
30%. Seguidamente os tubos foram agitados em vortex (VWR®, Analog Vortex Mixer,
U.S.A.) durante 30s, para homogeneizar a amostra, e posteriormente colocadas em banho
(Thermolab®, GFL 1083, India) a 60°C durante uma hora. Apds o banho os tubos foram

colocados em gelo para parar a reacdo durante 10 minutos.

De seguida os tubos foram agitados em vortex (VWR®, Analog Vortex Mixer, U.S.A.) por
30s e colocados a centrifugar (Eppendorf®, centrifuge 5810 R, Alemanha) por 10 minutos
em 10 000 xg a 4°C. Concluido o processo de centrifugacdo foi retirado 30 pL do
sobrenadante para um novo tubo de eppendorf ao qual se adicionou 0,75 mL de solucédo de
antrona (40g mg de antrona dissolvida em 20 ml de acido sulfirico (VWR®, 98%) e 1 mL
de agua destilada). A solugéo resultante foi colocada num banho (Thermolab®, GFL 1083,
India) a 100 °C por um periodo de 10 minutos, e de seguida, para parar a reagdo, os tubos
foram colocados em gelo durante 15 minutos.

Posteriormente, os tubos foram colocados em triplicados com 150 pL cada para a respetiva
réplica numa placa de 96 pocos (Merck® - Costar, Alemanha). A quantificacio dos
pigmentos foi avaliada por espectofotometria usando um leitor de microplacas (Thermo
Fisher Scientific®, Multiskan Go, USA) (Dias et al., 2013). Os comprimentos de onda
utilizados para leitura das absorvéncias do amido foi de 625 nm e foi utilizado para o branco

uma solucédo de 0,75mL de antrona com 30uL de acido perclorico, a 30%.

2.9 Avaliacao da qualidade dos frutos em 2017

No seguimento do estudo iniciado por Vaz (2017), no mesmo pomar, que avaliou a
produtividade e a qualidade nos frutos de 2016 e a produtividade em 2017, deu-se

continuidade ao seu trabalho avaliando a qualidade dos frutos em 2017.

Para a avaliacdo dos parametros de qualidade analisou-se:
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o calibre (transversal e longitudinal);

e peso fresco e seco (matéria seca);

e teor de solidos soluveis totais (°Brix);
e consisténcia da polpa (firmeza);

e pH

e acidez total titulavel.

Para estas anélises utilizaram-se seis amostras do pomar novo (3 com Serenade Max e 3 sem
Serenade Max®) e seis amostras do pomar velho (3 com Serenade Max® e 3 sem Serenade
Max®), sendo constituida por 10 frutos cada amostra (colhidos aleatoriamente). Os frutos

foram colhidos no dia 16 de novembro de 2017, e analisados no mesmo dia em laboratorio.

O calibre dos frutos foi determinado através de uma craveira (ou paquimetro) analdgica

medindo 2 vezes o diametro maior e o diametro menor de cada fruto.

O grau Brix (SST — Sélidos soluveis totais) foi obtido através de trituracdo dos frutos com a
finalidade de produzir sumo da polpa, tendo-se utilizado um refratdmetro digital (Atago®,
Pen-Wine, U.S.A)).

A consisténcia da polpa foi obtida através da utilizacio do penetrometro manual (TR®,
Turoni®, Italy), utilizando-se uma célula de carga de 6 mm. Foi feito um corte longitudinal

no epicarpo do fruto, e foram feitas medicdes nas duas faces ortogonais de cada.

O pH e a acidez total titulavel (ATT) foram obtidos através de um titulador automatico (pH
Burette 24, Crison, Espanha). Esta titulagdo foi realizada com NaOH 0,1M (pH 8,0) usando
5 mL de sumo de kiwi diluido em &gua destilada até perfazer 45 mL de volume final. O
calculo foi efetuado através da equacéo seguinte (Tyl & Sadler, 2017):

n XN X Eq

ATT (g/100mL) = T0XV

e N =normalidade da solucéo de hidroxido de sodio.
e n=volume da solucdo de hidréxido de sédio gastos na titulagdo em mL.
e V =volume da amostra em mL.

e Eq = Peso equivalente do acido citrico.
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A percentagem de matéria seca foi obtida através da secagem de quartos dos frutos numa
estufa ventilada (MMM Medcenter Einrichtungen GmbH®, Venticell 404 L, Alemanha) a
60 °C durante 48 horas.

2.10 Analise estatistica dos dados

A anélise de variancia (ANOVA) foi efetuada no Software SPSS® 17.0 para 0 Windows,
considerando as diferencas significativas para valores de p<0.05, e os gréaficos obtidos foram

obtidos no Software GraphPad Prism® 6 para o Windows.
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3 Resultados

3.1 Quantificacédo de pigmentos

Os parametros analisados na quantificacdo de pigmentos permitiram obter dados relativos a

clorofila a (chl a), clorofila b (chl b), antocianinas e carotenoides.

Relativamente a clorofila a verificaram-se valores significativamente (p<0.05) menores nas
plantas sintométicas em comparagdo com as plantas assintomaticas, quer nas nas plantas
novas e nas plantas velhas, com exce¢do para VSB apenas com menor teor em clorofila
(p<0.05) relativamente a NAB e VA (Fig. 22 I).

Os valores da clorofila b demonstram uma reducédo significativa nas plantas sintomaticas
face as assintomaticas, quer sejam tratadas com B. subtilis ou ndo, seja em plantas novas
como em plantas velhas, com excecdo da condicdo VSB. As condicdes NAB e VA
apresentam os valores significativamente mais elevados comparativamente as restantes
condigdes, e as condi¢fes NS, NSB e VS apresentam os valores mais baixos, 0 mesmo se
verificou anteriormente na anélise da Chl a (Fig. 22 11).

Relativamente a concentracdo antocianinas foliares, NS apresentou uma concentracao
significativamente superior e VSB uma concentracdo inferior (p<0.05) em comparacao com
as restantes condi¢des em estudo. Apesar de ndo se verificar uma diferencga significativa
entre NS-NSB e VS-VSB existe uma diferenca de aproximadamente 17,90% e 35,36%,
respetivamente (Fig. 22 111).

O contetdo em carotenoides variou em funcdo das condicdes analisadas, contudo, apenas
apresentou valores significativamente mais elevados para NAB e o0 mais baixo de VS
(p<0.05, Fig. 22 IV).

O récio clorofila a/ clorofila b registou diferencas significativas ente algumas das condi¢des
e apresenta valores superiores nas plantas tratadas com B. subtilis, exceto na condicdo NAB
que apresenta um valor inferior a NA. Entre VA-VS verificou-se uma diferenca de 4,4%
contudo ndo significativa, e entre VAB-VSB registou-se uma diferenca significativa de
8,08%. (Fig. 22 V)
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Figura 22 — Quantificacdo de pigmentos foliares em plantas de A. deliciosa cv. “Hayward”:
I — Clorofila a (Chl a) em miligrama por grama de matéria fresca; 11 — Clorofila b (Chl b)
em miligrama por grama de matéria fresca; 111 — Antocianinas em miligrama por grama de
matéria fresca; 1V — Carotenoides em miligrama por grama de matéria fresca; V — Racio
clorofila a/b. NA — Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com
B. subtilis; NS — Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas
sintométicas com B. subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com
B. subtilis; VS — Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintomaticas com B.
subtilis. As diferentes letras sobre cada condigdo indicam a existéncia de diferencas

significativas (p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA),
e as barras de erro indicam o desvio padrdo.
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3.2 Avaliagéo da fluorescéncia da clorofila

A eficiéncia do PSII (¢PSII) ndo apresentou diferencas significativas entre as diferentes
condi¢des em estudo, contudo ao comparar NS-NSB e VS-VSB existe uma diferenca de

aproximadamente 8,47% e 46,84%, respetivamente (Fig. 23 1).

As condi¢bes ndo tratadas apresentam valores superiores as tratadas na dissipacdo
fotoquimica (qP) e a fracdo dos centros de reacéo do PSII abertos (qL), a excecdo de VS face

a VSB, ndo havendo diferencas significativas entre as condi¢6es em estudo (Fig. 23 Il e 111).

As plantas novas e velhas ndo tratadas apresentaram valores superiores as tratadas com B.
subtilis na dissipacdo ndo fotoquimica (gN), no entanto ndo se verificaram diferencas

significativas (Fig. 23 IV).
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Figura 23 — Avaliagdo da fluorescéncia da clorofila em folhas de A. deliciosa cv.
“Hayward”: | — Eficiéncia do PSII (pPSII); 11 — Dissipacéo Fotoquimica (qP); 111 — Fragdo
dos centros de reacdo do PSII abertos (gL); 1V — Dissipagdo nédo fotoquimica (gN). NA —
Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com B. subtilis; NS —
Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B.
subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS —
Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintométicas com B. subtilis. As
diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia de diferencas significativas
(p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA), e as barras
de erro indicam o desvio padréo.
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A amplitude da fluorescéncia (Fv) registou uma diferenca de 11,83% entre NS e NSB, as
condicGes tratadas com B. subtilis, a exce¢do de NAB, apresentaram valores superiores as
ndo tratadas. N@o foram registadas diferencas significativas entre as diferentes condices.
(Fig. 24 1).

A fluorescéncia méaxima (Fm) demostrou diferencas significativas entre VS e VSB com uma
diferenca de 18,92%. Nas plantas velhas as condi¢Ges ndo tratadas com B. subtilis
apresentam valores superiores as tratadas, e nas plantas novas verifica-se 0 mesmo entre NA

e NAB a excecao de NSB que é superior ao NS (Fig. 24 11).
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Figura 24 — Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila em folhas de A. deliciosa cv.
“Hayward”: | — Amplitude da fluorescéncia (Fv); 11 — Fluorescéncia maxima (Fm). NA —
Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintoméaticas com B. subtilis; NS —
Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B.
subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS —
Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintométicas com B. subtilis. As
diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia de diferencas significativas
(p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA), e as barras
de erro indicam o desvio padréo.

A eficiéncia maxima de PSII (Fv/ Fm) ndo registou diferencas significativas, as plantas
tratadas com B. subtilis apresentaram valores superiores, a exce¢do de NA que apresenta

valores superiores a NAB (Fig. 25 I).

Na eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII (F'v/ F'm) ndo regiostou diferengas significativas,
as plantas tratadas com B. subtilis apresentam valores superiores as nao tratadas. Apesar de
ndo se verificarem diferencas significativas € possivel verificar uma diferenca de 39,64% em
VS e VSB e de 14,27% entre NS e NSB (Fig. 25 II).
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Figura 25 — Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila em folhas de A. deliciosa cv.
“Hayward”: | — Eficiéncia maxima de PSII (Fv / Fm); Il —Eficiéncia fotoquimica efetiva do
PSII (F'v / F'm). NA — Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas
com B. subtilis; NS — Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas
sintométicas com B. subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas
com B. subtilis; VS — Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintométicas com
B. subtilis. As diferentes letras sobre cada condicdo indicam a existéncia de diferencas
significativas (p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA),
e as barras de erro indicam o desvio padréo.

As plantas novas apresentaram valores superiores as plantas velhas na taxa de transporte de
eletrdes (ETR), a excecdo do VSB que apresentou o segundo valor mais alto. A condi¢do
VSB é 46,82% superior a VS (Valor mais baixo), contudo nao foram registadas diferencas

significativas (Fig. 26 1).

No fluxo excessivo de luz (PE) as condicBes tratadas com B. subtilis apresentam valores

superiores as néo tratadas, mas néo se registam diferencas significativas (Fig. 26 1)

Na eficiéncia da dissipa¢do ndo fotoquimica (¢NP) as plantas velhas apresentam valores
superiores em comparagao com as novas, exceto o VSB que apresenta o segundo valor mais

baixo. No entanto ndo se registaram diferencas significativas (Fig. 26 I11).
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Figura 26 — Avaliacdo da fluorescéncia da clorofila em folhas de A. deliciosa cv.
“Hayward”: | — Taxa de Transporte de eletrdes (ETR); Il —Fluxo excessivo de luz (PE); 111
— Eficiéncia da dissipagdo nao fotoquimica (pNP). NA — Plantas novas sem B. subtilis; NAB
— Plantas novas assintomaticas com B. subtilis; NS — Plantas novas sintomaéticas sem B.
subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B. subtilis; VA — Plantas velhas sem B.
subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS — Plantas velhas sem B. subtilis; VSB —
Plantas velhas sintomaticas com B. subtilis. As diferentes letras sobre cada condicdo indicam
a existéncia de diferengas significativas (p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey
HSD (one way ANOVA), e as barras de erro indicam o desvio padrdo.

3.3 Avaliacéo das trocas gasosas

Os valores obtidos de VSB, VAB e NAB apresentam o0s valores mais elevados na
transpiracdo (E), com diferencas significativas em comparacdo ao VS que apresentou o

valore mais baixo (Fig. 27 1).

Na conducdo estomatica as condicdes NAB e VAB apresentam valores superiores (ambos
maiores que 35%), com diferengas significativas, a NS (valor mais baixo). Em comparacao
as restantes condi¢cbes ndo se verificam alteracGes significativas, contudo as plantas

assintomaticas apresentam valores superiores (Fig. 27 I1).
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Na taxa de assimilagéo de CO: os valores obtidos por NAB, VAB e VA apresentam valores
superiores (<40%), com diferencas significativas, em comparacdo ao NS que apresenta o
valor mais baixo. Em comparacdo as restantes condicdes ndo se verificam alteracdes

significativas, contudo as plantas assintomaticas apresentam valores superiores (Fig. 27 111).

Obtiveram-se valores superiores nas condi¢cBes assintomaticas em comparacdo as
sintométicas, quer nas plantas novas como nas velhas, na razdo fracdo molar de CO>
intercelular/ fracdo molar de CO. ambiente. Contudo ndo se registaram diferencas

significativas (Fig. 27 IV).
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Figura 27 — Avaliagéo das trocas gasosas em folhas de A. deliciosa cv. “Hayward”: | —
Transpiracdo (E) em mol por metro quadrado por segundo; Il — Conducéo estomaética (gs)
em mol por metro quadrado por segundo; 111 — Taxa de assimilacdo de CO2 (A) em mol por

metro quadrado por segundo; IV — Eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs). NA — Plantas
novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com B. subtilis; NS — Plantas
novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B. subtilis; VA —
Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS — Plantas velhas
sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintomaticas com B. subtilis. As diferentes letras sobre
cada condicdo indicam a existéncia de diferencas significativas (p<0,05) entre estas, de
acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA), e as barras de erro indicam o desvio
padréo.
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Razdo fracdo molar de CO2 intercelular/ fragdo molar de CO2 ambiente registou valores
superiores nas plantas sintomaticas, tratadas e ndo tratadas, ndo tendo sido verificadas
diferencas significativas (Fig. 28).
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Figura 28 — | — Razdo fragéo molar de CO2 intercelular/ fragao molar de CO2 ambiente em
folhas de A. deliciosa cv. “Hayward”. As diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a
existéncia de diferencas significativas (p<0,05) entre estas. NA — Plantas novas sem B.
subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com B. subtilis; NS — Plantas novas
sintomaéticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B. subtilis; VA — Plantas
velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS — Plantas velhas sem B.
subtilis; VSB — Plantas velhas sintomaticas com B. subtilis. As diferentes letras sobre cada
condicdo indicam a existéncia de diferencas significativas (p<0,05) entre estas, de acordo
com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA), e as barras de erro indicam o desvio padréo.

3.4 Quantificacdo da RuBisCo

A analise da RuBisCo demostra que as plantas tratadas, tanto novas como velhas, apresentam
valores superiores as nao tratadas. As condicbes NSB e VAB apresentam os valores mais
altos de RuBisCo e demostram diferencas significativas com NA e VS (com os valores mais
baixos) (Fig. 29).
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Figura 29 — | - Quantificacdo da RuBlsCO em folhas de A. deliciosa cv. “Hayward”. As
diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia de diferencas significativas
(p<0,05) entre estas. NA — Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas
assintomaticas com B. subtilis; NS — Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB —
Plantas novas sintoméaticas com B. subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB —
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Plantas velhas com B. subtilis; VS — Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas
sintomaticas com B. subtilis.As diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia
de diferencas significativas (p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one
way ANOVA), e as barras de erro indicam o desvio padréo.

3.5 Quantificacédo de acucares soluveis totais

As plantas sintomaticas apresentam valores superiores face as assintomaticas na anélise dos
acucares totais. As condicdes de NS e NSB apresentam os valores mais altos, com diferencas
significativas em relacdo as restantes condi¢cdes em estudo, a excecdo do VS, tendo sido
possivel verificar uma diferenca significativa de 27,43% entre 0 NS e NA, e de 37,85% entre
NSB e NAB (Fig. 30).
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Figura 30 — I - Quantificacdo de agucares totais em folhas de A. deliciosa cv. “Hayward”.
NA — Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com B. subtilis;
NS — Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B.
subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS —
Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintomaticas com B. subtilis.As
diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia de diferencas significativas
(p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA), e as barras
de erro indicam o desvio padréo.

3.6 Quantificacdo de amido

Os resultados obtidos ndo demostram diferencas significativas na quantificacdo de amido,
contudo as plantas assintomaticas, excetuando NAB, apresentam valores superiores as
sintométicas. A condicdo NA apresenta um valor superior ao de NAB em 14,86%, e VA
apresenta um valor inferior a VAB em 6,76%. E possivel verificar uma diferenca de 13,51%
entre VA e VS. (Fig. 31)
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Figura 31 — | - Quantificacdo de Amldo em folhas de A. deI|C|osa cv. “Hayward”. NA —
Plantas novas sem B. subtilis; NAB — Plantas novas assintomaticas com B. subtilis; NS —
Plantas novas sintomaticas sem B. subtilis; NSB — Plantas novas sintomaticas com B.
subtilis; VA — Plantas velhas sem B. subtilis; VAB — Plantas velhas com B. subtilis; VS —
Plantas velhas sem B. subtilis; VSB — Plantas velhas sintomaticas com B. subtilis.As
diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia de diferencas significativas
(p<0,05) entre estas, de acordo com o teste de Tukey HSD (one way ANOVA), e as barras
de erro indicam o desvio padréo.

3.7 Avaliacéo da qualidade dos frutos em 2017

Os parametros qualitativos dos frutos demostraram que néo foi significativa a interacdo entre
o efeito da idade do pomar e da aplicacio de Serenade Max® para nenhum dos parametros
estudados. Os resultados dos efeitos principais da idade do pomar e da aplicacéo de Serenade
Max® na qualidade dos frutos figuram no Quadro 6. A analise dos resultados obtidos
demostra que apenas existiram diferencas significativas (p<0.05) para os valores dos solidos
sollveis totais SST (°Brix), as restantes condi¢bes em estudo ndo foram significativamente
diferentes (p<0.05).

Quadro 6 — Parametros qualitativos dos frutos avaliados em 2017. As diferentes letras sobre
cada condicdo indicam a existéncia de diferencas significativas (p<0,05) entre estas, de
acordo com o teste t.

Pomar Serenade Max®
Parametros qualitativos do fruto
Novo Velho Com Sem

Diémetro transversal (cm) 483 a 4724 4,76 a 4794
Diametro longitudinal (cm) 4832 6,00 a 5,95 a 589 a

- ORri 0,
SST - °Brix (%) 1050b  952a 10,232 9782

Ari 0,
Matéria seca (%) 17,53 a 17,55 a 17,56 a 17,51a
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Quadro 6 — (Continuacdo) — Parametros qualitativos dos frutos avaliados em 2017. As
diferentes letras sobre cada condi¢do indicam a existéncia de diferencas significativas

(p<0,05) entre estas, de acordo com o teste t.

Pomar Serenade Max®
Parametros qualitativos do fruto
Novo Velho Com Sem
Acidez titulavel (g.100mL?) 1,67 a 1,63 a 1,63 a 1,67 a
Firmeza da polpa (kg.mm2) 503 a 526 a 514 a 515a
pH 311a 3,00a 3,07a 3,04 a
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4 Discussao

Os sintomas tipicos, descritos por varios autores (Vanneste et al., 2011d; Abelleira et al.,
2011; Everett et al., 201; Moura et al., 2015), manifestam-se nas folhas, rebentos, necroses,
troncos, ramos e gomos florais e apresentacdo um grande potencial de perda de
produtividade (Vanneste, 2017). Pontuacdes necroticas nas folhas podem acabar por se
juntar, formando necroses castanhas com uma maior dimensdo (Moura, 2013), a bactéria
induz um stress na planta, causando danos morfoldgicos visiveis, inibindo o seu
desenvolvimento natural e contribuindo para uma diminuicdo da atividade fotossintética
(Petriccione et al., 2013). No entanto, o estado da arte no que se refere ao conhecimento das
consequéncias fisiolégicas no patossistema actinidea-Psa encontra-se ainda pouco
explorado. Recentemente surgiram algumas abordagens nesse sentido com estudos de
protedmica e transcriptomica que suportam o conhecimento sobre o estado fisioldgico de
plantas infetadas (Michelotti et al., 2014; Wurms et al., 2017; McAtee et al., 2018; Wang et
al., 2018;) e, noutros casos, a produtividade dos pomares (Froud et al., 2017). A auséncia de
informacao sobre trocas gasosas em plantas de actinidea infetadas por Psa torna este trabalho
inovadore centrado na compreensdo das consequéncias do patossitema foliar nas trocas
gasosas, pigmentos e fluorescéncia da clorofila, utilizados como métodos para avaliar a
performance da planta ao nivel do metabolismo do carbono.

O estudo de Vaz (2017) permitiu, no mesmo pomar usado para este estudo, identificar 23
estirpes como Psa biovar 3, a mais agressiva e destrutiva. Assim todo este estudo esta focado
nas consequéncias e efeito dos tratamentos testados, relativamente a biovar mais agressiva

de Psa.

As folhas de actinidea infetadas apresentam halos cloréticos evidente que podem progredir,
e que indicam distarbios ao nivel da pigmentacdo fotossintética. As moléculas de clorofila
tém um papel importante no processo de fotossintese, seja pela absor¢do de energia
luminosa, transferéncia de energia para os centros de reacdo, ou por levar a separagédo de
carga nos centros de reacdo (Chen, 2014). Os resultados da anélise de pigmentos obtidos no
presente trabalho demostrou que na presenca da bactéria (plantas sintométicas) hd uma
reducdo das clorofilas a e b. Em ambos os casos é possivel observar que as plantas tratadas
com B. subtilis apresentam uma maior producéo de clorofilas, quer em plantas com ou sem
sintomas, sendo excecdo as VAB onde se obtiveram valores de producdo nas clorofilas a

e b mais baixos em comparacdo com VA com diferencas significativas (p<0.05) na clorofila
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b. O NAB apresenta os valores mais altos de producédo de clorofila a e b, e NS, NSB e VS
apresentam os mais baixos. O récio clorofila a/b demostra valores superiores nas plantas
tratadas com B. subtilis a excecdo de NAB, e os valores mais baixos sdo registados por VS
e VA. Nestes parametros o VS destaca-se pelas baixas producdes de clorofilas, o que pode

indicar uma reducéo na performance fotossintética.

A reducdo geral das clorofilas a e b observada nas plantas infetadas com Psa esta de acordo
com 0 que sucede com outras bactérias patogenicas em diferentes espécies. Esta resposta
pode indicar que um dos alvos das proteinas efetoras destas bactérias no hospedeiro séo vias
de biossintese de pigmentos, nomeadamente as clorofilas. Assim, Berova et al. (2007)
comparando cultivares de Phaseolus vulgaris infetadas com Xanthomonas campestris e
Pseudomonas syringae, registaram decréscimos nas clorofilas a e b. Também Lobato et al.
(2009, 2010) verificaram que -cultivares de feijdo infetadas com Colletotrichum
lindemuthianum (raga 23 e raca 2047) apresentaram uma reducdo fotossintética testaram a

reacdo deae

Por outro lado, Baker et al. (2010) referem P. syringae pv. tomato DC3000 como capaz de
estar envolvida nos mecanismos de degradacao das clorofilas. Contudo, Rojas et al. (2014)
salientam que a reducdo de pigmentos pode ser consumada em virtude de uma complexa
alteragdo no metaboloma primério da planta de forma a reduzir a taxa fotossintética e por
outro lado a estimular vias de defesa em resposta ao patossistema bactéria-hospedeiro.

As plantas assintomaticas de actinidea apresentaramm valores mais elevados de carotenoides
relativamente as sintomaticas, tratadas e ndo tratadas com B. subtilis. Tal como verificado
para as clorofilas a e b, VS também apresenta o valor mais baixo, o que pode indicar um
défice na absorcdo de luz solar que podera reduzir substancialmente a capacidade de
fotoprotecdo destas folhas. NAB apresenta os valores mais elevados tal como também se
verificou nas clorofilas a e b 0 que podera indicar que na auséncia da bactéria se obtém
melhores resultados na absorcao da energia excessiva. Resultados anteriormente obtidos por
varios autores (Daurelio et al., 2015) mostraram que plantas de Citrus sinensis infetadas com
a bactéria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria apresentaram uma diminuicao no teor de
carotenoides 0 mesmo se tendo verificado em Solanum lycopersicum infetado com o virus
do mosaico do pepino (Hanssen et al., 2011). Estes resultados estéo de acordo com 0s obtidos
no presente estudo parPsa/actinidia, indicando que a patogenicidade e a viruléncia parecem

reduzir (por inibicdo das vias ou por degradacdo) o teor em carotenoides.
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As plantas sintomaticas de actinidea apresentaram uma producdo de antocianinas maior do
que nas plantas assintomaticas, a excecdo de VSB que apresenta um valor inferior a VAB.
O tratamento com B. subtilis conduziu a valores inferiores em relacdo as plantas néo tratadas.
Os resultados descritos por Gutha et al., (2010) mostram que folhas de videira com sintomas
do virusdo enrolamento das folhas da videira (GLRaV-3) apresentaram uma coloragdo
avermelhada associada ao aumento de classes especificas de antocianinas (crisantemina,
peonidina e crisantemina) que em circunstancias normais (assintomaticas) nao se
verificariam Este aumento de pigmentos também foi igualmente descrito por outros autores
(De La Fuente et al., 2013), relativamente a plantas infetadas com Xylella fastidiosa . Esta
resposta é descrita como um mecanismo de defesa do hospedeiro contra infe¢fes de agentes
patogénicos (Freeman and Beattie, 2008) o que esta de acordo com o observado na condicao
NS do presente estudo. Possivelmente as plantas do pomar novo apresentam uma resposta
mais efetiva em resposta a presenca da bactéria e desta forma, possivelmente poderdo

apresentar uma maior resisténcia a infegéo.

A andlise da fluorescéncia da clorofila ndo demostrou alteracdes significativas na eficiéncia
do PSII (®PSII), contudo VSB apresentou um valor bastante superior a VS com uma
diferenca de 46,84%. Na Fv / Fm ndo se registaram diferencas significativas, no entanto NS
apresentou um valor inferior a NSB e observou-se uma diferenca de 10,25%, estando 0s
valores obtidos entre as condicGes entre 0,68 e 0,76. Apesar de ndo se terem verificado
diferengas significativas na razdo Fv / Fm foi possivel verificar que na fluorescéncia méxima
(Fm), VS apresenta um valor superior a VSB com uma diferenca significativas de 18,92%.
Montanaro et al. (2007) avaliaram a resposta do mecanismo fotossintético de actinidea nas
condicGes mediterraneas e verificaram que a eficiéncia maxima de PSII atingiu valores de
0,79 no inicio da manhé e de 0,60 ao meio dia, com resultados que sugerem que o PSII é
parcialmente inativado durante os periodos mais quentes do dia (temperatura do ar de 34
°C). A diminuicdo de Fy / Fm € um bom indicador dos danos da fotoinibicdo causados pela
luz quando as plantas sdo submetidas a stresses ambientais (Sayar et al., 2008). Rajendran
et al. (2016) avaliaram a progresséo da infecdo de Pseudomonas cichorii em tomateiros e
obtiveram resultados que demostram uma redugao significativa de Fv / Fm e ®PSII nas
folhas com as concentragdes mais altas da bactéria (> 108 cfu/ml) durante os trés primeiros
dias ap0s inoculagéo, que correspondem a diferengas no desenvolvimento de sintomas. Neste
ensaio do kiwi, a excecdo de NAB, as condic¢des tratadas com B. subtilis apresentaram

valores médios superiores as plantas ndo tratadas com a mesma idade, embora ndo
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significativos (p>0.05), tal como nas plantas adaptadas a luz (F’v/F’m) onde o potencial
fotossintético ndo variou significativamente. Samaniego-Gadmez et al. (2016) testou
sementes de Capsicum chinense Jacg. inoculadas com Bacillus cereus (K46) e Bacillus spp.
(M9; uma mistura de B. subtilis e B. amyloliquefaciens), verificando que as plantas
inoculadas com Bacillus apresentavam valores superiores de Fv / Fm em comparagdo ao
controlo. Contudo esses efeitos promissores do uso de Bacillus spp. para mitigar o efeito de
bactérias patogénicas no potencial fotossintético ndo foi verificado no pomar de actinidea

analisado.

A andlise das trocas gasosas nos parametros da transpiracdo (E), conducdo estomatica (gs) e
a taxa de assimilacdo de CO. (A) demostraram que as plantas tratadas com B. subtilis
apresentam valores superiores em relacdo as plantas assintomaticas/sintomaticas, a excegdo
de VSB para gs e E. Por outro lado, as plantas NS apresentam valores significativamente
inferiores para os paramentros anteriormente refeidos, demonstrando assim que plantas
novas (<6 anos) poderdo ser mais suscetiveis a bactéria, ou por outro lado, como
demonstrado por Montes (2017), estes fatores possam ser um mecanismo de resisténcia e
protecdo que serve de barreira a entrada da bactéria. O mesmo autor verificou que o
composto (Z)-3-hexanol que € produzido em plantas de tomate em resposta a infe¢do por
Pseudomonas syringae DC3000 (Lopéz-Gresa et al., 2017) assume um papel crucial na
defesa da planta através de duas vias, uma direcionada para o fecho estomatico para
funcionar como barreira defensiva contra a entrada de PsDC3000 e outra por via do seu
efeito antimicrobiano. Nesse estudo foi ainda verificada a reducao significativa da populacédo
de PsDC3000 com a aplicacdo do composto (Z)-3-hexanol, e como consequéncia menores
danos nas plantas.

No presente trabalho, a presenca de menores danos nas plantas novas face as velhas foi
visualmente percetivel em condicGes de campo na altura do ensaio, no entanto, a incidéncia
e severidade da doenca ndo foi avaliada em condic¢des de campo. Contudo, estas observagoes
poderao indicar uma maior resisténcia das plantas novas a infegdes por Psa, por poderem
possuir vias de defesa mais ativadas do que nas plantas velhas, que poderéo, tal com refere
Marin et al. (2014) er um impacto energético elevado nas plantas, uma vez que se observou
esta a reduzir a performance fotossintética destas plantas. Resultados obtidos por Bispo et
al. (2016) em folhas de cultivares de manga infetadas com Ceratocystis fimbriata,

mostraram decréscimos nos pardmetros de A, E, gs e Ci/Ca. Estes estudos apontam para a
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mesma vertente de que as bactérias fitopatogénicas, como Psa em A. deliciosa esta a
provocar danos ao nivel das trocas gasosas e assim adstringir os potenciais fotossintético e

fotoquimico das plantas.

A quantificacdo da RuBisCO demostrou que as plantas tratadas com B. subtilis,
nomeadamente NSB e VAB apresentam valores superiores as nao tratadas, em que VS
apresentou o valor mais baixo e apresentou uma diferenca significativa face a VSB. Ao
comparar plantas novas e velhas verificou-se que as plantas novas sintomaticas apresentaram
um contetdo em RuBisCO superior as plantas velhas. Nas plantas velhas o tratamento com
B. subtillis em plantas sintométicas pode representar um fator de mitigacdo face a quebra
significativa do contedo em RuBisCO (tendo em conta os valores de referéncia da condi¢do
VA). Este possivel efeito de mitigacdo podera contribuir para um uso eficiente do carbono
por parte da planta. No entanto, para além dum efeito de mitigacdo, um efeito de estimulo
parece estar associado de uma forma genérica ao uso de B. subtillis, uma vez que € verificado
um aumento do conteido em RuBisCO para quase todos os tratamento com este produto,
nomeadamente NSB e VAB. Tang et al. (1996) testaram o efeito de Albugo candida sobre
Arabidopsis thaliana na fotossintese e no metabolismo de carbono, obtendo resultados de
uma diminuic¢do da atividade de RuBisCO ao decimo quarto dia apos inoculagéo de 50%
comparativamente as com as plantas controlo. Em ambiente controlado verificou-se que
Lolium arundinaceum (Schreb.) Darbysh. infetado com Neotyphodium coenophialum
(Morgan-Jones and Gams) apresentou valores da atividade da RuBisCO superior nas plantas
ndo infetadas, contudo nos récios fotossintéticos (Ci/ Ca) apresentara valores inferiores em
comparacdo as plantas infetadas (Swarthout et al., 2009). Estes estudos parecem estar de
acordo com os obtidos no presente estudi, uma vez que foi verificado um descida do
contedo em RuBisCO relativamente a condicdo infetada VS. Assim, estes resultados
parecem demonstrar uma clara interferéncia de Psa na RuBisCO, o que parece estar de
acordo com o efeito para outras bactérias fitopatogénicas em outras espécies de plantas. No
entanto, o fator diferencial aparenta ser o tratamento que mitiga ou estimula a quantidade de

RuBisCO em plantas infetadas.

As andlises dos AST demostraram existir diferencas entre as plantas sintométicas e
assintomaticas, tanto nas novas como nas velhas, a excecdo de VAB e VSB, sendo que
plantas sintomaticas apresentam o valor médio superior as ndo sintomaticas. Desta forma,

0s resultados demonstram que a presenca da bactéria nos tecidos vegetais € um fator para o
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aumento da concentracdo dos AST nas folhas. El-Khallal (2007) obteve resultados de AST
superiores em folhas de tomateiro infetadas com Fusarium oxysporum, comparando o efeito
dos tratamentos de uma micorriza arbuscular, acido salicilico e &cido jasminoico. No final
de 42 dias ap6s a inoculacdo do fungo observou que as plantas controlo apresentavam o0s
resultados mais baixos de AST, as plantas apenas inoculadas com a bactéria e tratadas com
cada um dos tratamentos individualmente apresentavam valores superiores. Contudo, a
combinacdo da micorriza com cada uma das hormonas apresentaram valores superiores.
Estes resultados revelaram uma acumulacdo de acUcares solUveis em plantas de tomateiro
infetadas, especialmente nas tratadas, indicando uma relagdo entre a regulacdo das vias
metabdlicas e concentracdo de acUcares e a resisténcia sistémica. A aplicacdo de
exopolissacaridos produzidos por Pseudomonas spp. aumentaram a producdo de agucares
sollveis em plantas de milho sob stress hidrico em relacdo a plantas ndo inoculadas, podendo
indicar que Pseudomonas spp. ajuda na hidrélise do teor de amido, que posteriormente
disponibiliza mais aguUcar para ajuste osmotico para atenuar o efeito do stress hidrico
(Nassem & Bano, 2014). Este aumento de AST foliares verificados no ensaio de Psa em A.

deliciosa parece estar em concordancia com os estudos referidos.

O aumento de aglcares num patossistema estabelecido sugere dois prismas: a) Psa esta a
manipular o metabolismo primario da planta através das suas proteinas efetoras de forma a
coordenar o transporte de agucares para o patossistema como condicao requerida para o seu
Otimo crescimento; b) Acumulacdo foliar de acUcares, no patossitema, para regular
mecanismos de defesa autoimunes contra Psa. A primeira abordagem esta assente no que
sd0 o0s requisitos da bactéria para um 6timo desenvolvimento e propagacdo. Por exemplo,
Hirano e Upper (2000) demostram que a maior concentragdo de acUcares € determinante
para a obtencdo de uma populagdo mais numerosa de Pseudomonas syringae. Por outro lado,
tendo em conta a segunda perspetiva fisiologica da planta, com a reducdo da performance
fotossintética, induzida pela infecdo, e por consequencia menor producéo de fotoassimilatos,
a planta reage perante esse cenario iniciando o transporte da agucares para as regides afetadas
(Roitsch et al., 2003). A sacarose apoplastica é aumentada pela infecdo acompanhada por
um aumento da atividade da invertase que cliva a sacarosa apoplastica em glucose e frutose,
as quais sdo transportadas na célula pelos transportadores de hexoses que vao fornecer os
requisitos de energia para a atividade de resisténcia da planta (Bolton, 2009). Contudo o
papel dos agucares no patossistema parece ser ainda mais extenso que as fungdes da

imunidade das plantas, e o fornecimento de energia. Estes sdo sequestrados no apoplasto
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para inibir a atividade do sistema de secrecdo do tipo 3 (T3SS) (Nobori et al., 2018). Em
Populus spp. infetados com Melampsora spp., um género de bactérias patogénicas de
plantas, alteram o metabolismo dos agucares e a translocacdo com 0 aumento da expressao
de transportadores de agucar para aumentar a sua concentracdo nos tecidos afetados, de
forma a atuarem no mecanismo de defesa da planta em resposta ao patogénio (Major et al.,
2010).

A concentracdo total em amido teve como valor médio mais elevado o NA e 0 mais baixo
em VS, sem se registarem diferencas significativas. Garmendia et al. (2004) estudaram o
efeito da micorriza arbuscular (Glomus deserticola) em plantas de pimenta infetadas com
Verticillium dahliae. Os resultados obtidos demostraram que o teor de amido diminuiu a
medida que as folhas envelheciam, independentemente da presenca ou ndo do patogenio.
Contudo o teor de amido das plantas sem a presenca da micorriza diminuiu quando foram
inoculadas com o patogénio, sendo que as reducdes de amido foram concomitantes com
aumentos em AST. Os mesmo autores, num estudo anterior, mostraram que 0 aumento de
AST em folhas inoculadas com V. dahliae estava relacionado com a hidrdlise do amido
(Goicoechea et al., 2000). No entanto a interacdo de Psa com a A. deliciosa ndo afetou
significativamente este parametro, o que podera ter ocorrido pela utilizacdo de outras fontes
de carbono por parte da planta para participar na defesa contrPsa.

Para compreender os efeitos de Psa e do tratamento com B. subtillis na qualidade dos frutos
relativamente as alteracbes observadas no metabolismo do carbono, foram avaliados
parametros qualitativos do kiwi. Os parametros qualitativos dos frutos apenas demostraram
diferencas ao nivel do °Brix, maior nos frutos do pomar novo, resultados que séo idénticos
aos descritos por Vaz et al. (2018b) no mesmo pomar para a campanha de 2016. Prencipe et
al. (2016) apresentaram resultados idénticos para a acidez titulavel e sélidos solGveis totais
em plantas infetadas com Psa. Um dos fatores que podera contribuir para que a qualidade
dos frutos néo se altere, € o facto dos frutos de kiwi ndo serem diretamente infetados por Psa
(Gaoetal., 2016). Contudo, Prencipe et al. (2016) referem que a qualidade dos frutos durante
0 armazenamento do kiwi fica comprometida, devido a presenga de Psa no pomar, tendo os
frutos um prazo de armazenamento mais curto devido a maior suscetibilidade a podriddes

(particularmente Botritis cinera).
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5 Conclustes

A anélise do metabolismo do carbono em A. deliciosa (cv. “Hayward”) infetada com Psa3
em condic¢des de campo € reportada neste trabalho pela primeira vez , envolvendo dados de
fluorescéncia e trocas gasosas suportados também por ensaios bioquimicos complementares.
De facto, esta é uma componente fundamental para o desenvolvimento e producéo vegetal
que poderd fornecer dados relevantes & compreensdo do patossistema actinidia-Psa,
performance das plantas infetadas e sobre a avaliacdo de um tratamento bioldégico com uma

bactéria antagonista, B. subtillis.

Este trabalho demostrou que Psa afeta a performance do metabolismo do carbono da A.
deliciosa cv. “Hayward” ao nivel dos pigmentos e das trocas gasosas. A nivel de pigmentos
podera estar a afetar absorcdo de energia luminosa, transferéncia de energia para 0s centros
de reacdo, ou por levar a separacdo de carga nos centros de reacdo, e no metabolismo de

carbono podera estar a adstringir os potenciais fotossintético e fotoquimico das plantas.

E possivel verificar uma alteragdo na regulagio estomatica das plantas, embora este possa
ser um mecanismo de defesa que funciona com um escudo de protecdo da planta
minimizando a entrada de Psa. Deste modo reduz a possibilidade de infecdo através das
fontes de indculo dispersas nos pomares de populagdes epifiticas de Psa. O maior

encerramento estomatico reduz a performance fotossintética.

Nas plantas sintomaticas o uso de B. subtillis induz o efeito de mitigacdo, sendo muitas vezes
um estimulo para o aumento da performance do metabolismo de carbono. Assim,
comprovando a eficacia deste produto na manutencdo da performance do metabolismo do

carbono nas plantas infetadas.

Aparentemente o teor de acuUcares tera um papel fundamental na defesa da planta contrPsa
uma vez que planta responde a presenca do patogénio, podendo aumentar o transporte de
acucares para as regides infetadas de modo a poder fornecer os requisitos de energia para a
atividade de resisténcia da planta. Além do papel de fornecimento de energia poderao ainda
inibir o sistema de secrecdo do tipo 3, o qual Psa possui e utiliza na interagdo patdgeno-

hospedeiro.

O factor idade das plantas ndo parece conferir uma vantagem competitiva na performance
do metabolismo do carbono de plantas de actinidia quando comparadas entre os grupos de

plantas sintomaticas e assintomaticas.
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No futuro, um estudo mais alagado ao nivel da transcriptomica e metabolémica do
patossistema seria essencial para melhor compreender os mecanismos da suscetibilidade e
defesa da planta face a infe¢fes causadas por Psa, através de dados do metabolismo primario

e secundario.

No momento da colheita, os pardmetros qualitativos dos frutos ndo foram alterados o que é
um fator relevante, considerando-se importante avaliar futuramente a qualidade dos frutos
durante a conservacao (pds-colheita) e avaliar a produtividade das plantas, para assim inferir
mais adequadamente sobre as relacdes do metabolismo do carbono. Sera também importante
avaliar o efeito da idade das plantas e do tratameto com B. subtillis na produtividade, de
forma a conhecer as perdas causadas pela bactéria e avaliar a eficacia do tratamento
bioldgico, para desta forma fornecer a comunidade cientifica e aos produtores dados sobre o

impacto econdémico resultante.
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