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IDENTIFICACAO DA RACA 1 DE Venturia inaequalis NO SUL DO BRASIL E
REACAO DE ACESSOS DE MACIEIRA A SARNA *
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RESUMO

A maioria dos programas de melhoramento da macieira incluem a
resisténcia a sarna, causada pelo fungo Venturia inaequalis (Cke.) Wint.. A
resisténcia codificada pelo gene Vf, presente em cerca de 80% das cultivares
lancadas como resistentes a sarna, foi superada com o surgimento das racas 6 e
7, na Europa. No Brasil, ndo ha relatos sobre racas e a maioria das cultivares
lancadas como resistentes possui o gene Vf. Na busca por novas fontes de
resisténcia, acessos de macieiras antigas podem ser promissores. Esta pesquisa
objetivou comparar a reagéo de V. inaequalis entre folhas de macieira destacadas
ou nao; identificar as racas de V. inaequalis existentes em pomares comerciais no
Sul do Brasil; e, avaliar a resisténcia de acessos de macieiras antigas a sarna.
Trabalho preliminar mostrou que embora houve producdo de conidios de V.
inaequalis em folhas destacadas de macieira, esta foi significativamente maior em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar-Extrato de Levedura (40; 5; 17; 3.L™), ap6s
12 dias de incubagdo a 16 °C e luz continua. Ndo houve diferenca nas reacées
entre folhas destacadas ou ndo quando inoculadas por aspersdo com trés
isolados de V. inaequalis. A reacdo de plantas de macieira, diferenciadoras de
racas, inoculadas em casa de vegetacdo, com nove isolados de V. inaequalis,
oriundos de pomares comerciais de trés municipios do Rio Grande do Sul e trés
de Santa Catarina, indicou que todos pertencem a raca 1. Em experimento com
seis acessos de macieiras antigas, quatro mostraram evidéncias de maior
resisténcia a raca 1 de V. inaequalis.

!Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (108p.). Marco, 2007.



IDENTIFICATION OF RACE 1 OF Venturia inaequalis OF SOUTH OF BRAZIL
AND REACTION OF APPLE TREES ACCESSES OF APPLE SCAB *
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ABSTRACT

The most apple breeding programs includes the resistance of apple scab,
caused by fungi Veturia inaequalis (Cke.) Wint.. The resistance codified by the Vf
gene, present in around 80% of cultivars released as resistant to the apple scab,
was overcame with the appearance of races 6 and 7, in Europe. In Brazil, there
aren’t reports about races and most cultivars released carry the Vf gene.
Searching for new sources of resistance, old apple trees can be promising. The
objective of this research was to compare the reactions of V. inaequalis between
apple detached leaves or not; to identify the races of V. inaequalis prevalent in
commercials orchards in South of Brazil; and, to evaluate the resistance of old
apple trees for the apple scab. Preliminary work showed that although were
produced conidial of V. inaequalis in apple detached leaves, this was significantly
greater in medium Potato-Dextrose-Agar-Yeast-Extract (40; 5; 17; 3 g.L ™), after 12
days, 16 °C and continuos light. There wasn’t difference in the reactions bewteen
detached leaves or not when inoculated for arpersion with three strains of V.
inaequalis. The apple trees reaction, differential of races, inoculated in a
greenhouse, with nine strains of V. inaequalis, deriving of commercial orchards of
three cities of Rio Grande do Sul and three of Santa Catarina, indicated that all
pertain to race 1. In experiment with six old apple trees, four had shown evidences
of greater resistance to race 1 of apple scab.

'Master of Science Disertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (108p.)
March, 2007.
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1. INTRODUCAO

O cultivo da macieira teve seu inicio no Brasil na primeira década de 1900,
no Instituto Agronémico de S&o Paulo, quando um pomodlogo alemao iniciou
trabalhos com espécies frutiferas. A producdo brasileira de macas foi feita a
seguir em outros Estados brasileiros e em 1975 atingiu 1.528 t (BONETI et al.,
2001b). Em 2005, a producao do pais abasteceu o consumo interno e consolidou
a presenca deste produto no mercado externo alcancando 843.919 t (FAO, 2006).
Na atualidade os Estados que lideram a producéo sdo Santa Catarina, com 59,8%
da producéo, seguido pelo Rio Grande do Sul, com 36,7% (IBGE, 2006).

Nas principais cultivares de macieira (Malus x domestica Bork.) em uso
comercial no Brasil, ‘Gala’ e ‘Fuji’ (BONETI et al., 2002b), observa-se alta
suscetibilidade as principais doencas da cultura, o que limita a competitividade do
sistema produtivo, especialmente, nos sistemas alternativos de cultivo, tais como
na Producgéo Integrada e na Producg&o Organica.

A sarna da macieira, causada pelo fungo ascomiceto Venturia inaequalis
(Cooke) Wint., € a principal doenca do cultivo na maioria dos paises produtores,
sendo mais importante nas regides de clima temperado e umido. A infeccdo nas
folnas se manifesta através de manchas cor verde-oliva e nos frutos provoca

rachadura, deformacgéo, além da sua queda prematura. Os danos causados pela



doenca se manifestam pela queda das folhas, flores e frutos, o que causa
reducao do vigor das plantas, e depreciacédo do valor comercial das macas.

No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez no ano de 1950, no
Estado de Sao Paulo. Com a expanséao da cultura no sul do pais a doenca tornou-
se amplamente distribuida.

O controle da sarna da macieira é realizado, principalmente, com aplicacao
de fungicidas. Contudo, o uso de fungicidas “sitio especifico”, como os IBEs e
estrobirulinas, a longo prazo, podem ocasionar pressdo de selecdo sobre o
patogeno induzindo o aparecimento de isolados resistentes. O uso inadequado
destes produtos pode contaminar o meio ambiente e comprometer a saude
humana, além de aumentar significativamente o custo de producéo.

Estima-se que o0s gastos com tratamentos fitossanitarios representem
cerca de 28% do custo da producdo de macéds no Brasil. Considerando que o
custo por hectare varia em torno de R$ 12.500,00, em Santa Catarina onde ha
uma area plantada de 18.428 ha, os gastos com fungicidas podem ultrapassar R$
60 milhdes por ano. Desse modo, a incorporacéo da resisténcia genética coloca-
se como estratégia, dos pontos de vista econdbmico e ambiental, relevante para
todos os sistemas de cultivo, quer seja convencional ou nao.

Cultivares de macieira, dotadas de resisténcia a sarna, tém sido lancadas
em diversos paises. O gene Vf, derivado do clone 821 da espécie silvestre Malus
floribunda Sielbold ex Van Houtte, tem sido amplamente usado nos programas de
melhoramento estando em mais de 80% das cultivares langadas como resistentes
a sarna até hoje. O emprego dessa fonte de resisténcia tem sido explorado no
Brasil pelo programa de melhoramento genético de macieira da Empresa de

Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina (EPAGRI).



O surgimento, em diferentes locais da Europa, de isolados de V.
inaequalis, capazes de superar a resisténcia existente nos materiais langados,
aponta para a necessidade de revisdo das estratégias adotadas nos programas
de melhoramento no sentido de explorar a resisténcia duravel. Com esse
enfoque, o consorcio DARE (Durable Apple Resistance in Europe), estabelecido
por varios paises europeus, tem buscado detectar fontes de resisténcia duravel a
doencas em materiais antigos de macieira.

Nas principais regides produtoras de macd da Europa e de outros
continentes, se conhece a existéncia de pelo menos oito racgas fisioldgicas de V.
inaequalis. No Brasil diversas instituicbes vém conduzindo programas de
melhoramento da macieira para resisténcia a sarna sem ainda serem conhecidas
as racas de V. inaequalis presentes no pais. Este fato constitui um risco, pois se
no pais ocorressem racas que infectassem as cultivares resistentes ja
desenvolvidas, muito do investimento feito até o presente seria perdido.

Este trabalho teve como objetivos: a) identificar as racas fisiolégicas de V.
inaequalis existentes em pomares de macieira no Sul do Brasil; b) comparar a
reacao de V. inaequalis em folhas de macieira destacadas ou néo; e, c) avaliar a

resisténcia de acessos de macieiras antigas a sarna.



CAPITULO |

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A macieira

Pertencente a familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae e género Malus, a
macieira cultivada € denominada Malus x domestica Borkhausen. Esta descri¢cao
foi proposta em 1803 e reconhecida pelo Cédigo Internacional de Nomenclatura

Botanica (IUCHI, 2002).

A macieira possui caracteristicas tipicas de arvores frutiferas de clima
temperado caducifélias, com grande periodo de juvenilidade. Sdo necessarios,
em média, de trés a quatro anos para a producdo de frutos. E uma frutifera que
necessita anualmente de um periodo de dorméncia fisiologica para
restabelecimento de reservas nutricionais e hormonais para producéo de frutos na
estacdo de crescimento. A macieira cultivada M. x domestica € originaria de
regides temperadas com frio hibernal que atingem temperaturas negativas,
portanto essas plantas tornam-se dormentes para sobreviverem sob condi¢des de

extremo frio (JANICK et al., 1996; PETRI et al., 2002).

Além disso, a macieira é considerada uma planta mondica porque possui

flores hermafroditas com gineceu e androceu viaveis. Contudo, o modo de



reproducdo predominante € a alogamia, onde ocorre fecundacdo cruzada entre
plantas diferentes. A polinizacdo cruzada é feita principalmente por insetos. Por
estas caracteristicas, pomares comerciais devem conter uma proporcao da
cultivar polinizadora e presenca de insetos vetores de polen para garantirem a

producao de frutos (PETRI, 2002).

A maioria das espécies Malus sp. é facilmente hibridizada, o que pode
explicar a contribuicdo de espécies européias e asiaticas para a evolucdo das
cultivares atuais e vir a justificar, juntamente com a hipotese de isolamento
geografico recente, a auséncia de divergéncia genética entre espécies. Isto &
vantajoso sob o ponto de vista do melhoramento genético, porque possibilita a
transferéncia de genes entre espécies, inclusive entre aquelas silvestres

(MACHARDY, 1996).

A macieira possui numero basico de cromossomos igual a 17 (x=17), sendo
que a maioria das espécies cultivadas é dipldide (2n=2x=34), com algumas
excecOes de tripldides e tetrapléides que surgiram espontaneamente a partir de
fertilizacdo entre gametas nao reduzidos e foram aproveitadas pelo melhoramento
genético através da propagacao vegetativa (HUARACHA et al., 2004; PETRI,

2002).

2.2 A sarna da macieira

2.2.1 Sintomas
A sarna da macieira resulta em sintomas na parte aérea de macieiras,
incluindo folhas, peciolos, flores, sépalas, frutos, pedicelos, brotos jovens e

escamas das gemas. Os sintomas sdo mais visiveis e sérios em folhas e frutos.



As primeiras lesbes, geralmente, sdo vistas na face inferior das folhas
expandidas, porém, uma vez abertas, a face superior também se torna vulneravel
a infeccdo. Nas folhas mais velhas, as lesGes normalmente aparecem na
superficie e sdo menores. As lesdes sao inicialmente olivaceas e irregulares e
logo apos, tornam-se verde-olivaceas a cinza com superficie aveludada, devido a
producdo de conidios. Posteriormente, as lesdes parecem preto-metalicas e
podem ser levemente elevadas. Os tecidos afetados podem se tornar distorcidos
e enrugados. Folhas e frutos severamente infectados freqlientemente sofrem
queda (MACHARDY, 1996; AGRIOS, 1997; JONES & SUTTON, 1984).

A maior perda econ6mica para os produtores de macas é a reducdo da
qualidade dos frutos infectados, levando a depreciacdo do seu valor comercial. Os
frutos sdo mais suscetiveis quando jovens. Nestes, a infec¢do resulta em lesdes
maiores e, normalmente, na distorcdo dos mesmos. Em frutos mais maduros
lesGes menores e secundarias se desenvolvem proximo as lesbes primarias. As
macas se tornam mais resistentes quando atingem a maturidade e as lesdes se
desenvolvem mais lentamente podendo até ndo serem visiveis no momento do
armazenamento. A infeccdo pode causar significante desfolhagcéo por dois ou trés
anos sucessivos e resultar em plantas enfraquecidas que sdo mais suscetiveis a
danos no periodo de armazenamento, injuria por insetos e outras doencas. As
lesBes reduzem a area fotossintética das folhas, podendo reduzir o crescimento e
retardar o desenvolvimento das plantas infectadas. Os sintomas nas florescéncias
normalmente ocorrem como lesfes pequenas e verde-escuras na base das flores,
nas sépalas e nos pedicelos antes e durante a floracdo. Quando os pedicelos sdo
infectados, os frutos em desenvolvimento podem cair, resultando na diminui¢cao

da produgdo (MACHARDY, 1996; AGRIOS, 1997; JONES & SUTTON, 1984).



2.2.2. Agente causal

O agente causal da sarna da macieira, Venturia inaequalis, € um fungo
ascomiceto filamentoso pertence a familia Venturiaceae e possui fase anamorfa
correspondente a Spilocaea pomi Fr. (LUZ, 2001).

O género Venturia consiste principalmente de espécies fitopatogénicas que
atacam folhas e frutos de importantes frutiferas. Os membros deste género
possuem ascosporos septados produzidos em ascocarpos (pseudotécios) com
ascos bitunicados. As 52 espécies do género Venturia (SIVANSEN, 1977) estao
associadas com as fases anamorfas Spilocaea, Fusicladium e Cladosporium. A
separacdo do género é baseada em critérios morfolégicos e a identificacdo é
auxiliada pela estreita especificidade com o hospedeiro exibida em cada espécie
(SCHNABEL et al., 1999).

Venturia inaequalis produz pseudotécios (120 a 225 um de diametro)
agrupados ou dispersos nas folhas caidas sobre o solo. Esta estrutura reprodutiva
possui formato globoso ligeiramente papilado no ostiolo. Os ascos, 50 a 100 por
pseudotécio, sédo longos, cilindricos, bitunicados, medindo 60 a 70 por 7 a 12 um
e contém oito ascosporos. Os ascosporos (13 a 18 por 6 a 8 um) séo septados na
terca parte superior, hialinos quando novos e castanhos claros quando maduros.
A parte superior apresenta um formato conico e a inferior arredondado (Figura 1A)
(BONETI et al., 2002a; MELZER & BERTON, 1989; BONETI et al.,, 2001a;
SIVANSEN, 1977).

Na sua fase anamorfa, V. inaequalis possui micélio hialino quando jovem, o
gual vai escurecendo com o passar do tempo, formando um estroma subcuticular
ou intraepidermal. Os conidiéforos formados a partir do estroma séo curtos (5 a 6

um), eretos, entumecidos na base, de cor castanha e comprimento variavel, em



média 90 um. Apenas um conidio (12 a 30 por 6 a 10 um) é formado na ponta de
cada conidioforo, e possui cor castanha, liso, geralmente bi-celulado e de formato
oval (Figura 1B) (MELZER & BERTON, 1989; BONETI et al., 2001a; SIVANSEN,

1977).

FIGURA 1. Estruturas reprodutivas de Venturia inaequalis. (A) AscOsporos
(BONETI et al., 2001a). (B) Conidios (Foto: Paula Guerra Schenato,

2005).

O ciclo de vida do fungo Venturia inaequalis (Cke.) Wint. (Figura 2) é
constituido de duas fases distintas: fase saprofitica ou sexuada que ocorre
durante o periodo de repouso da macieira, nas folhas caidas sobre o solo, e a
fase parasitica ou assexuada, que se manifesta durante o periodo vegetativo da
macieira (JONES & SUTTON, 1984).

No outono, ap6s a queda natural das folhas e a morte das suas células, o
micélio do fungo penetra no tecido do hospedeiro e inicia a formagdo do
pseudotécio. Para tanto, o anteridio e o ascogbnio precisam ser oriundos de
individuos distintos, uma vez que o fungo é tipicamente heterotélico (KEITT &
PALMITER, 1938). O pseudotécio forma-se durante o outono e o inverno, sendo

gue a temperatura ideal é de 4 °C, ndo havendo formacédo em temperatura igual



ou superior a 15 °C (BONETI et al., 2002a). A auséncia de umidade também € um
fator limitante na formacdo dos pseudotécios, ndo ocorrendo em folhas muito
secas. Dentro de cada pseudotécio encontram-se 0S ascos, nos quais Sao
formados oito ascosporos bicelulares olivaceos. Os ascOsporos sao responsaveis
pela infeccdo primaria. Os conidios podem sobreviver no interior das gemas, em
campos com alta incidéncia de sarna na estacdo anterior, e produzir infeccdes
primarias (MACHARDY, 1996; ABURTO et al., 2004). Contudo, isto ainda nao tem
sido constatado no Brasil.

A producdo e a maturacdo dos ascésporos ocorrem durante o final do
inverno e inicio da primavera, em temperaturas de 16 a 18 °C, ndo ocorrendo em
temperaturas superiores a 24 °C. Os pseudotécios e ascosporos amadurecem de
modo intermitente (BONETI & KATSURAYAMA, 1999). Normalmente, alguns
pseudotécios possuem ascésporos maduros quando inicia o florescimento. Em
algumas estacbes, 0s esporos maturam pela quebra das gemas. O
umedecimento das folhas que estdo sobre o solo provoca o alongamento do asco
maduro forcando sua passagem através do ostiolo e liberando os ascosporos. As
correntes de ar sdo responsaveis pela disseminacdo dos ascésporos sobre as
folhas das plantas. A maturacdo e a liberagdo dos ascésporos normalmente
levam de cinco a nove semanas (JONES & SUTTON, 1984).

A liberacdo dos ascésporos ocorre, principalmente, durante o dia e em
periodos chuvosos. A luz, notadamente o infravermelho (710 a 730 nm), afeta
diretamente a liberacdo. Cerca de 96 a 97% dos ascésporos séo liberados
durante o dia e somente 3 a 4% durante a noite. O maximo de descarga é
observado entre 3 e 6 horas apos o inicio da chuva (BONETI & KATSURAYAMA,

1999).
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FIGURA 2. Ciclo de vida de Venturia inaequalis, agente causal da sarna da

macieira (BONETI et al., 2001a).

A germinacao inicia quando os ascosporos ou conidios encontram folhas
jovens ou frutos com um filme d’agua presente. O numero de horas requerido
para infec¢ao varia com a temperatura predominante. De acordo com a tabela de
Mills (JONES & SUTTON, 1984), em temperatura média de 16,1 °C o periodo
minimo é de 9 h para que ocorra infec¢do leve, enquanto que a 6,1 °C s&o
necessarias 21 h com agua livre sobe a folha. Para causar infec¢ao, os conidios
requerem cerca de dois tercos do tempo de molhamento foliar em relacdo aos
ascosporos. Os produtores podem determinar se a infecgcdo esta ocorrendo
notando o inicio da chuva, quando as folhas secam e qual foi a temperatura
meédia durante o periodo de umidade, de acordo com a tabela de Mills. Este
método € util em decisbes quando a aplicacdo de fungicidas € necessaria

(ABURTO et al., 2004).
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A germinacao dos ascosporos ocorre pela formacédo do tubo germinativo,
em cuja extremidade se forma um apressorio, do qual sai uma hifa de penetracao
delgada que perfura a cuticula e a parede externa das células da epiderme das
folnas e frutos. Somente o micélio € que se estabelece no hospedeiro,
subcuticularmente e de forma ramificada. Cerca de 9 a 17 dias ap0s surge uma
grande quantidade de conidios que pressionam as células provocando o
rompimento e o aparecimento das lesdes tipicas da doenca (JONES & SUTTON,
1984).

Os conidios sdo o0s responsaveis pela infeccdo secundaria. A agua,
novamente, é o principal fator na disseminacdo do patdégeno, pois provoca 0O
inchamento dos conidiéforos e a imediata liberacdo dos conidios. Estes sdo
carregados pelos respingos de agua e pela corrente de ar para outras partes da
planta. Havendo agua livre, os conidios comecam a germinar de modo similar aos
ascosporos. Enquanto que a germinacdo e a penetracdo dos conidios sao
altamente dependentes da umidade relativa e do periodo de molhamento foliar, o
posterior desenvolvimento da patogénese € fundamentalmente dependente da
temperatura. A expansdo maxima das lesbes ocorre a 19 °C, com pouca
expansdo a 0 °C ou acima de 26 °C. A producao de conidios € observada quando
a umidade relativa do ar € maior que 60% (BONETI et al., 2002a; BONETI &
KATSURAYAMA, 1999).

Varios ciclos da doenca podem ocorrer durante a fase vegetativa, os quais
dependem, do numero de periodos de infeccdo e da presenca de tecido
suscetivel do hospedeiro. O periodo de molhamento necessério para infeccdo dos
frutos aumenta a medida que os mesmo vao se desenvolvendo, a partir da

floracdo até a fase de maturagdo. De acordo com a tabela de Mills, a 20 °C sédo
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necessarias cerca de 30 h de molhamento, enquanto que em temperaturas
menores que 9,3 °C sdo necessarias 54 h. Apesar disso, os frutos em fase de
maturacdo sdo passiveis de infeccdo, resultando na chamada sarna de verdo
(BONETI et al., 2002a).

A infeccdo secundaria nos frutos pode ocorrer quando estes séo colhidos,
porém sO aparecer depois de varios meses de armazenagem. A doenca pode
também se desenvolver nas folhas depois da colheita. Por causa disto, o nivel de
indbculo na primavera pode ser alto, mesmo que um bom programa de
pulverizacao tenha sido feito no ano anterior (JONES & SUTTON, 1984).

No outono as folhas caem e o fungo inicia o processo de formacédo dos
pseudotécios dando continuidade ao ciclo da doenca. Em macieiras silvestres ou
em pomares néo tratados, o fungo pode se manter durante o inverno na forma de
micélio ou de conidios presentes nas lesfes que ocorrem nos ramos de
crescimento. Entretanto, este modo de sobrevivéncia ndo assume grande
importancia ou ocorre muito raramente em pomares comerciais. Por outro lado,
serve como via de disseminacdo da doenca para novos plantios (BONETI &
KATSURAYAMA, 1999). Com excecdo do monitoramento do indculo primario e
da presenca do patégeno no ciclo, ndo ha outros estudos no Brasil sobre outras

formas de sobrevivéncia de V. inaequalis no inverno.

2.2.3 Ragas fisiologicas de Venturia inaequalis

A especializagdo fisiologica de V. inaequalis vem sendo estudada ha
muitos anos. Um sistema de diferenciacdo e denominacdo das racas foi
desenvolvido para facilitar a obtencdo e a apresentacdo destas informacdes

(SHAY & WILLIAMS, 1956). As racas fisioldgicas sdo um tipo de especializacao
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intra-especifica, em que os isolados com viruléncia diferencial atacam somente
alguns acessos da espécie hospedeira. A definicdo de uma raca se da de acordo
com as reacoes fenotipicas causadas pelos isolados quando inoculados em uma
série de macieiras, denominadas diferenciadoras (FLOR, 1971; CAMARGO,
1995). Estas diferenciadoras normalmente sdo selecionadas pelo método de
tentativa e erro sem o conhecimento do numero ou identidade dos genes de
resisténcia de cada planta. Um grupo de diferenciadoras em que cada membro
possui apenas um unico gene de resisténcia é mais eficaz e informativa em
estudos de classificacdo e da variacdo de fitopatogenos (FLOR, 1971). A
interacdo entre V. inaequalis e M. domestica segue 0 conceito gene-a-gene. Ou
seja, para cada gene que condiciona resisténcia no hospedeiro ha um gene
correspondente no patégeno que condiciona viruléncia (FLOR, 1956; FLOR,
1971).

As primeiras racas fisiologicas de V. inaequalis, descritas em 1956, foram
definidas a partir de suas relacbes com os clones Dolgo e Geneva e selecdes do
retrocruzamento de R12740-7A. A raca 1 foi definida como a raca mais freqiente
nos Estados Unidos e em varios outros paises. Esta provoca lesdes necréticas
sem esporulacdo e reagao de resisténcia nos trés grupos de germoplasma. A raca
2 é virulenta as trés hospedeiras. Porém, ‘Geneva’ somente € suscetivel em
condi¢Bes ambientais bem definidas. Isto é, a inoculagéo das plantas em casa de
vegetacao, cobertas por armacdo de madeira e cinco camadas de musselina, por
40-44 h e temperatura de 15 a 18 °C, com umidade mantida pela aspersédo de
adgua. Nestas condicbes ‘Geneva’ apresenta somente lesdes necréticas, porém,
apresenta esporulacdo se apos 14 dias retornar a cAmara umida por 24 horas. A

viruléncia incomum da raca 2 é controlada por trés diferentes genes no patégeno,
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cada um especifico para um dos trés acessos. A raca 3 provoca reacdo de
resisténcia em ‘Geneva’. A viruléncia desta raca nesta cultivar, é controlada por
um unico gene, diferente daquele que condiciona viruléncia em ‘Geneva’ com a
raca 2 (SHAY & WILLIAMS, 1956). A raga 4 foi detectada em M. pumila R12740-
7A, em Purdue, EUA. Este clone possui ao menos trés pares de genes envolvidos
com o processo de infeccdo com sarna, um dos quais confere resisténcia a raca 4
de V. inaequalis (WILLIAMS & KUC, 1969; SHAY et al., 1962).

O surgimento da raca 5 foi evidenciado quando selecdes dos EUA,
resistentes a V. inaequalis, desenvolveram les6es com esporulagdo na Inglaterra.
Esta raca é diferenciada pelo gene de resisténcia presente em M. micromalus e
M. atrosanguinea 804 (WILLIAMS & BROWN, 1968).

Em Ahrensburg, Alemanha, desde 1984, sintomas de sarna da macieira
tem sido observados em pomares da cultivar Prima, classificada como resistente
apos avaliagbes em casa de vegetacdo. Em 1988, nesse local também foram
encontradas lesdes de sarna em algumas selecdes que possuem o gene Vf. Em
1993, isolados destas lesbes foram descritos como raca 6. Esta foi caracterizada
por superar a resisténcia da maioria das cultivares portadoras do gene Vf, mas
nado a da progenitora deste gene, a ornamental M. floribunda clone 821. Até
entdo, a resisténcia codificada pelo gene Vf vinha sendo considerada duravel e
estava sendo usada na maioria das cultivares lancadas nos programas de
melhoramento do mundo todo (PARISI et al., 1993; PARISI & LESPINASSE,
1996; PARISI et al., 1994).

Outro tipo de isolado virulento ao gene Vf foi encontrado na Inglaterra, na
ornamental M. floribunda (ROBERTS & CRUTE, 1994) e chamada raca 7. Esta

raca € caracterizada por ser virulenta ao clone 821 de M. floribunda, mas
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avirulenta a ‘Golden Delicious’ (PARISI et al., 2000). A resisténcia desta cultivar &
devida a um anico gene, chamado Vg (BENAOUF & PARISI, 1997). Isto explica
porque a raca 7 ndo € virulenta a todas as cultivares Vf resistentes recentemente
lancadas, pois algumas delas podem ter herdado o gene Vg de ‘Golden
Delicious’, que € frequentemente usada em programas de melhoramento (PARISI
et al., 2000).

A ultima raca de que se tem relatos € a raca 8. Individuos desta raca foram
isolados de plantulas provenientes dos cruzamentos Royal Gala X M. sieversii
GMAL4190-W188B e Royal Gala X M. sieversii GMAL3631-W193B. N&o tem sido
estabelecido dados sobre a origem desta nova raca e como ela se propagou na
Nova Zelandia. Entretanto, € sabido que a raca 8 € virulenta a acessos da espécie
silvestre M. sieversii, as quais sao portadoras do gene de resisténcia Vh8 (BUS et

al., 2005a).

A presenca de diversas racas de V. inaequalis tem sido constatada em
alguns paises da Europa. Na Espanha foram encontradas seis racas (1, 2, 3, 5, 6)
causando sarna da macieira nas provincias de Gerona, Guipuzcoa e Navarra
(MARTINEZ-BILBAO & MURILLO, 2005). As racas 1, 2, 3, 4, 6 e 7 foram
relatadas em diferentes partes da Suécia (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005). Na
Dinamarca, ha relatos sobre a ocorréncia de sete racas (1 a 7) (BENGTSSON et
al., 2000). Entretanto, no Brasil e em outros paises da América do Sul, as racas

existentes de V. inaequalis sdo desconhecidas.

2.2.4 Requerimentos nutricionais de  Venturia inaequalis

As fontes de carbono e nitrogénio utilizadas no meio de cultura influenciam

0 crescimento de V. inaequalis. Trinta e nove fontes de carbono foram avaliadas
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adicionando-se, individualmente, 5 g.L™* de cada fonte em meio base (3,12 g.L™
KNO3; 1,5 g.L ™! K.HPO,; 0,5 g.L™* MgS0,4.7H,0; 1 g.L ™ extrato de malte; 20 g.L™
agar). Vinte e uma fontes de nitrogénio também foram adicionadas
individualmente (42 mg.L™") em meio base contendo 5 g.L™* glucose; 1,5 g.L™
KoHPO,; 0,5 g.L™* MgS0,4.7H,0; 1 g.L ™ extrato de malte; e, 20 g.L™* agar. Apés a
adicdo do patdgeno, os tubos foram incubados a 16 °C por cinco semanas. Os
resultados mostraram que V. inaequalis é capaz de utilizar uma ampla variedade
de fontes de carbono e nitrogénio. Das 39 fontes de carbono testadas as que
mais favoreceram o crescimento foram celobiose, dextrina, frutose, glucose,
maltose, manitol, manose, melibiose, rafinose e sacarose. As fontes de nitrogénio
incluem arginina, acido glutamico, histidina, prolina, uréia, nitrato de aménio,
sulfato de amoénio e nitrato de potassio (LEBEN & KEITT, 1948).

Cinco fontes de nitrogénio (Ca(NOs3),; KNOs; (NH4)SO,4; asparagina;
peptona) foram adicionadas individualmente em meio basal (4% glucose, 0,004 M
KoHPOy4; 0,002 M MgS04.7H20; 2 ppm Zn e Mn; tiamina, piridoxina, acido félico,
acido nicotinico e acido ascorbico) na presenca e auséncia de decoccéao de folhas
de macieira. Nos meios sem decocc¢ao, a asparagina foi a fonte de nitrogénio que
mais estimulou o crescimento. A variacdo da fonte inorganica teve pouco efeito
sobre o crescimento de V. inaequalis. Na presenca da decoc¢do houve maior
variagcdo nas respostas das culturas com as diferentes fontes de nitrogénio
inorganico e o maior estimulo de crescimento foi observado nos meios com
asparagina e peptona (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955a). Usando-se como
base o meio de cultura contendo 4% glucose, 0,008 M K;HPO,; 0,003 M

MgS0,4.7H,0; 0,002 M KCI; 0,0125 M NH4NOg3; 2 ppm MnS0O,4.4H,0; e, 2 ppm
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ZnS0,4.7H,0, o nitrato de amoénio mostrou ser melhor fonte de nitrogénio do que a
asparagina (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955b).

A utilizacdo de diferentes fontes de carbono por V. inaequalis também foi
determinada em meio base contendo 0,008 M K;HPQO,; 0,003 M MgSQ,.7H0;
0,002 M KCI; 0,0125 M NH4NOg3; 2 ppm MnSO4.4H,0; 2 ppm ZnS04.7H,0;
tiamina; acido ascorbico; acido nicotinico; acido félico; e, piridoxina. Cada uma
das fontes foi adicionada separadamente ao meio na concentracdo de 4%. Os
resultados obtidos com a adicdo de celobiose, glucosidose e rafinose foram
melhores do que os obtidos com a adicdo de glucose (FOTHERGILL &
ASHCROFT, 1955b).

A presenca de vitaminas no meio de cultura também influencia no
crescimento de V. inaequalis. Usando-se como base o meio de cultura contendo 5
g.L™? glucose; 3,12 g.L™* KNOs; 1,5 g.L™* Ko;HPO,; 0,5 g.L ™ MgS04.7H,0; 1 g.L™
extrato de malte; e, 20 g.L™ 4gar, a combinacéo de seis microelementos, caseina
hidrolisada livre de vitaminas e 17 vitaminas, pode-se aumentar em até trés vezes
o crescimento do fungo. A incubagao foi feita a 24 °C por trés semanas. Em testes
individuais, observou-se que a tiamina foi a Unica entre as 17 vitaminas que
possui efeito benéfico sobre o crescimento de V. inaequalis. Utilizando-se como
base o meio contendo 5 g.L™ glucose; 3,12 g.L™* KNOs; 1,5 g.L ™ K,HPO,; 0,5 g.L™
MgS0..7H,0; 20 g.L ™! 4gar; sete microelementos (90 pg.L™* Zn; 20 pg.L™ Cu; 10
ug.L™t Mn; 5 pg.L™? B; 10 pg.L™* Mo; 100 pg.L™ Fe); e, caseina hidrolisada livre de
vitaminas, a adicdo de 30 a 300 pg.L™ de tiamina estimula o crescimento de V.
inaequalis (LEBEN & KEITT, 1948).

O crescimento de V. inaequalis também foi avaliado em meio base (4%

glucose, 0,008 M K;HPO, 0,003 M MgS0O,4.7H,O; 0,002 M KCI; 0,0125 M
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NH4NOg3; 2 ppm MnS04.4H,0; 2 ppm ZnS0,4.7H,0) contendo sete vitaminas: 0,4
ng.mL? biotina; 2 pg.mL? &cido félico; 200 pg.mL? tiamina; 1200 pg.mL™
piridoxina; 600 pg.mL™ acido nicotinico; 200 pg.mL™ riboflavina; e, 16 pg.mL™
acido ascorbico. A omissado do acido ascoérbico provocou reducdo de 75% do
crescimento (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955b).

O crescimento de V. inaequalis tem sido maior em meio basal (4% glucose,
0,004 M K2HPOy4; 0,002 M MgS0O4.7H20; 0,0375 M NH4NO3; 2 ppm Zn e Mn;
tiamina, piridoxina, acido fdélico, acido nicotinico e &cido ascorbico) contendo
decoccéo de folhas de macieira e tiamina do que em meio com decocgcao e sem
tiamina (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955a).

Os aminoacidos presentes na decoccao de folhas de macieira tém sido
determinados por cromatografia e seus efeitos tém sido testados em culturas com
e sem tiamina. Nas seis macieiras avaliadas foram encontrados acido aspartico,
serina, alanina e valina. Acido glutamico, fenilalanina, glicina, isoleucina,
asparagina e glutamina foram encontrados apenas em alguns acessos. Os
aminoéacidos foram testados separadamente (200 mg.L) em meio base (4%
glucose, 0,004 M K,HPO,; 0,002 M MgS0O,.7H,0; 0,0375 M NH4NOg3; 2 ppm Zn e
Mn; tiamina, piridoxina, acido folico, acido nicotinico e acido ascorbico) com e sem
tiamina. Os aminoacidos isoleucina, glutamina, serina e fenilalanina possuem
efeito diferencial no crescimento de V. inaequalis (FOTHERGILL & ASHCROFT,
1955a).

O crescimento de culturas oriundas de um Unico ascésporo foi testado em
meio basal (4% glucose, 0,004 M K;HPO,4; 0,002 M MgS0O4.7H,0; 0,0375 M
NH4NO3; 2 ppm Zn e Mn; tiamina, piridoxina, &cido folico, acido nicotinico e acido

ascoérbico) contendo decocgdo de folhas de oito acessos de macieiras. As
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decoccdes foram preparadas pela fervura de 25 g.L™ de folhas secas durante 30
minutos. O maior crescimento observado nestes meios, em relacdo ao meio sem
decoccéo, indica que as folhas de macieira possuem substancias que estimulam
0 crescimento de V. inaequalis. O uso deste mesmo meio basal com 1 ppm de
acido B-indolylacetico e 80 ppm de manganés mostrou que na auséncia da
decoccéo de folhas de macieira nenhum destes aditivos aumentou o crescimento
de culturas de V. inaequalis, porém na presenca, ambos estimularam

(FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955a).

2.2.5 Outros fatores que afetam o crescimento de  Venturia inaequalis

Estudos exploratérios mostraram que a temperatura e o pH favoraveis para
o crescimento de V. inaequalis em meio de cultura ocorre na faixa de 16 e 24 °C e
pH entre 5,1 e 6,4 (LEBEN & KEITT, 1948). Em meio de cultura contendo
NH4NO3;, KoHPO4, MgSO,4, KCI, Mn, Zn, glucose e as vitaminas tiamina, acido
ascorbico, acido nicotinico, acido félico e piridoxina, o pH oOtimo para o
crescimento de V. inaequalis é 5,8. Valores inferiores provocam diminuicdo do
crescimento, o qual ndo ocorre em pH 3,4. Acima de pH 5,8 o crescimento &
menor, porém ainda razoavel em pH 7,0 (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955b).

Em meio de cultura contendo 1,5 g K;HPOg4; 0,5 g MgS0O,4.7H,0; 1,8 ¢
KNOs; 5,0 g glucose; 5 pug.L™* B; 10 pg.L™ Mn; 20 pg.L™* Cu; 90 pg.L™* Zn; 100
ug.L™* Fe; 100 pg.L™ Co; 250 pg.L? tiamina; 1,25 pg.L™? biotina; 1000 pg.L™
inositol; 500 pg.L™* &cido pantoténico; 500 pg.L™* &cido nicotinico; e, 125 pg.L™
piridoxina, foi demonstrado que a concentragéo de esporos e a idade das culturas
usadas como in6culo inicial ndo afetam a producdo de conidios. Neste meio

também foi demonstrado que a producdo o6tima de conidios das racas 1 a 5
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ocorre apods 16 e 19 dias de incubagéo, a 16 °C (ROSS, 1974). A exposi¢do a luz
continua também estimula a producdo de conidios de V. inaequalis (PARKER et

al., 1995).

2.3 O controle da sarna da macieira

2.3.1 Préticas culturais

A prevencdo da formacdo de pseudotécios nas folhas provavelmente
eliminaria a sarna da macieira. Entretanto, a completa eliminacdo dos
pseudotécios nao é possivel sob condicbes de campo com os métodos atuais. A
severidade da doenca pode ser reduzida com a aplicacdo de uma solucéo de 5%
de uréia na folhagem para acelerar a decomposicao das folhas no outono. As
aplicacoes podem ser feitas antes das folhas cairem, evitando o estimulo de
crescimento e a predisposicdo das plantas a injurias de inverno. Poda aberta,
permitindo a passagem do vento para reduzir o tempo de molhamento das folhas
e frutos, também €& recomendada. Além disso, essa pratica permite maior
penetracdo dos fungicidas pulverizados (ABURTO et al.,, 2004; JONES &

SUTTON, 1984).

2.3.2 Controle quimico

O manejo da sarna, através da aplicacdo de fungicidas, esta focado na
prevencao da infeccéo primaria pelos ascosporos que séo liberados na primavera.
As estratégias usadas atualmente estdo baseadas na dinamica do transporte
aéreo dos ascosporos. O processo envolvido na maturacdo dos ascOSporos e na
sua ejecdo dos pseudotécios, a partir das folhas em decomposi¢do sobre o solo,

tem sido bastante estudado e modelos simulando este processo tém sido
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desenvolvidos (GADOURY & MACHARDY, 1986; ROSSI et al., 2001; GADOURY
& MACHARDY, 1982; HOLB et al., 2005). Com base nestes modelos, os
fungicidas sdo aplicados quando uma quantidade significativa de ascosporos é
encontrada no ar concomitantemente com condicbes meteoroldgicas favoraveis

ao estabelecimento da infeccédo (ROSSI et al., 2003).

Os fungicidas usados no controle da sarna da macieira sdo geralmente de
dois tipos: protetores e sistémicos. A maioria dos produtores usam uma
combinacdo dos dois para atingir maior eficacia. Os fungicidas protetores sao
aplicados nas folhas e frutos antes da infec¢cdo, prevenindo que 0s esporos
germinem ou penetrem do tecido foliar. As aplicacdes sao feitas em intervalos de
sete a dez dias ou de acordo com os periodos de chuva. Os fungicidas sistémicos
podem penetrar nas folhas, flores e frutos imaturos para inibir o desenvolvimento
das lesbes. A extensao da atividade pds-infeccdo € limitada para poucas horas ou

dias do inicio da infeccdo (AGRIOS, 1997; JONES & SUTTON, 1984).

O uso continuo do mesmo fungicida ou com igual principio ativo, ano apos
ano, ocasiona alta e continua pressdo de selecao sobre o patdgeno induzindo o
aparecimento de isolados resistentes (JONES & SUTTON, 1984). Problemas de
resisténcia tém sido relatados para varios fungicidas (KOLLER et al., 2004;
KOLLER et al., 1997; KOLLER et al., 1999; OLAYA & KOLLER, 1999; SALLATO

& LATORRE, 2006).

2.3.3 Melhoramento genético

O melhoramento para a resisténcia a sarna da macieira tem sido o principal

objetivo na maioria dos programas de melhoramento da macieira pelo mundo
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(BROWN et al., 2004; LEFRANCQ et al., 2004; ZURAWICZ et al., 2004; PEIL et
al., 2004; DAPENA & BLAZQUEZ, 2004; VOLZ et al., 2004). Cultivares dotadas
de resisténcia tém sido liberadas em diversos paises (KORBAN et al., 2003b;
NYBOM, 2004; KHANIZADEH et al., 2003; KHANIZADEH et al., 2006), inclusive
no Brasil (BONETI et al., 1996; DENARDI & CAMILO, 1998). Entretanto, estas
cultivares nao tem sido plantadas comercialmente, em parte devido a insuficiente
qualidade de fruto (SANDSKAR & GUSTAFSSON, 2002; JONSSON, 2004).

O gene Vi, derivado do clone 821 da espécie silvestre M. floribunda, tem
sido bastante usado nos programas de melhoramento para resisténcia a sarna da
macieira, estando em mais de 80% das cultivares resistentes lancadas até o
momento (CROSBY et al., 1992; LAURENS, 2005). A resisténcia associada ao
gene Vf foi considerada duravel, pois as cultivares mantiveram-se resistentes por
mais de 50 anos. Entretanto, com o surgimento das ragas 6 e 7 de V. inaequalis,
a resisténcia codificada por este gene foi superada. A raca 6 € virulenta a maioria
das cultivares Vf', mas avirulenta a M. floribunda clone 821 (PARISI et al., 1993;
ROBERTS & CRUTE, 1994), que possui também o gene Vfh (BENAOUF &
PARISI, 2000). A raga 7 se caracteriza por ser virulenta a M. floribunda 821, mas
avirulenta a ‘Golden Delicious’, portadora do gene Vg (BENAOUF & PARISI,
2000; PARISI et al., 2000).

Para controlar a propagacéo destas racas foi montado o projeto europeu
Durable Apple Resistance in Europe (DARE). O projeto teve inicio em 1998 e
terminou em 2002. Nove paises europeus se associaram combinando
conhecimentos em genética, patologia, melhoramento e fruticultura. Os principais
objetivos foram caracterizar a resisténcia de uma grande quantidade de cultivares

de macieira; caracterizar a viruléncia e a diversidade de V. inaequalis e
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Podosphaera leucotricha (Ellis & Evhart) Salmon., para avaliar o risco do
aparecimento de novos isolados virulentos; e, estudar as bases genéticas da
resisténcia a sarna da macieira e ao oidio. Outro objetivo foi desenvolver
marcadores moleculares utilizaveis pelos melhoristas para a selecdo molecular
assistida (HARTMAN et al., 2000; LAURENS, 2005).

Em geral, todos os programas seguem a mesma estratégia, ou seja, uma
série de retrocruzamentos entre hibridos resistentes e cultivares comerciais
suscetiveis. Em cada passo da selecao, hibridos com resisténcia e alta qualidade
de fruto sdo selecionados e cruzados com outras -cultivares comerciais
(LAURENS, 2005). O melhoramento de macieiras € um processo demorado e
dispendioso. Normalmente sdo requeridos cerca de vinte anos desde a selecdo
da primeira plantula até a obtencdo de uma nova cultivar comercializavel

(SANDSKAR & GUSTAFSSON, 2002).

2.3.3.1 Fontes de resisténcia

O surgimento de racas de V. inaequalis capazes de superar a resisténcia
existente nos materiais langados aponta para a necessidade de exploracdo de
novas fontes de resisténcia nos programas de melhoramento, incluindo
resisténcia quantitativa. Varios genes de resisténcia tém sido identificados em
germoplasmas de macieira.

Até 1969, cinco genes de resisténcia foram identificados em espécies
silvestres de macieiras: Vf em M. floribunda clone 821, Vr em M. pumila, Vm em
M. micromalus, Vb em M. baccata e Vbj em M. baccata jackii (WILLIAMS & KUC,
1969). Um sexto gene de resisténcia, Va, foi identificado na cultivar Antonovka

P.l. 172623 (LESPINASSE, 1989). Outros oito genes de resisténcia foram
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recentemente identificados: Vfh em M. floribunda clone 821 (BENAOUF & PARISI,
2000); Vg em ‘Golden Delicious’ e ‘Prima’ (CALENGE et al., 2004; BENAOUF &
PARISI, 1997; DUREL et al., 2000); Vx em M. pumila R12740-7A (HEMMAT et al.,
2002); Vh2 e Vh4 em dois acessos derivados de M. pumila R12740-7A (BUS et
al., 1999), que podem ser Vr e VX, respectivamente (BUS et al., 2005b); Vr2 em
R12740-7A (PATOCCHI et al., 2004); Vh8 em um acesso de M. sieversii (BUS et
al., 2004); e, Vd em ‘Durello di Forli’ (TARTARINI et al., 2004).

Acessos de macieiras antigas, oriundos do Estado do Rio Grande do Sul,
constituem uma reserva genética para esta cultura. O termo “macieiras antigas”
refere-se a macieiras plantadas ha mais de 50 anos, em propriedades rurais e
pomares caseiros, que continuam produzindo e sobrevivendo mesmo sem
tratamentos fitossanitarios. Estas plantas, identificadas com o auxilio de
produtores e agentes da Extensdo Rural (Emater, RS), possuem origem
desconhecida podendo serem locais ou introduzidas. Algumas destas plantas
antigas possuem potencial para 0 uso no melhoramento genético visando a
resisténcia duravel a sarna da macieira (OLIVEIRA et al., 2005; VALDEBENITO-
SANHUEZA & OLIVEIRA, 2006). Programas de melhoramento de varios paises
tém montado colecdes de macieiras antigas. Essas plantas sao avaliadas quanto
as suas caracteristicas agrondmicas e resisténcia a doencas, especialmente, a
sarna da macieira (LEFRANCQ et al., 2004; TARTARINI et al., 2004). Na Hungria,
varias cultivares de macieira com 30 a 100 anos, foram identificadas como
promissoras fontes genéticas para o melhoramento de novas cultivares (TOTH et
al., 2004). Cinco cultivares da regiao de Carpathians, Ucrania, foram testadas
guanto a resisténcia a sarna da macieira, entre outras caracteristicas de

importancia comercial. Todas elas, ‘Zimnica’, ‘Kamyanka’, ‘Baracke’, ‘Dimyanka’ e
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‘Dobrokvaska’, mostraram-se resistentes, com poucas e pequenas lesdes de
sarna, demonstrando que sdo uma importante fonte genética para ser usada em

programas de melhoramento (ZAYATS, 2000).

2.3.3.2 Resisténcia ontogénica

Folhas jovens (ndo expandidas, expandidas ou recentemente expandidas)
de macieiras sdo mais suscetiveis a V. inaequalis do que folhas maduras
(totalmente expandidas). Esta resisténcia relativa, chamada de resisténcia
ontogénica, pode se manifestar de duas maneiras. Primeiro, a densidade de
lesGes diminui com o0 aumento da idade de folha. Segundo, o aumento do periodo
de incubacdo aumenta com o aumento da idade da folha. LesGes visiveis em
folhnas maduras resultam da infeccdo quando as folhas sdo ainda jovens. Quando
as folhas se tornam totalmente expandidas, a resisténcia ontogénica comeca a se
expressar, levando a inibicao de infec¢cao e/ou crescimento micelial (MACHARDY,
1996). Assim, espera-se que novas lesdes de sarna ndo possam se desenvolver
em folhas maduras no outono. Entretanto, tem se observado consideravel numero
de lesdes de sarna no outono, que podem ndo somente ser resultado de
infec¢cdes inibidas, mas também de novas infec¢des (KOHL & KOLLAR, 1994).

O crescimento micelial em folhas senescentes, mostra que os conidios de
V. inaequalis podem infectar a superficie das folhas de macieira em qualquer
idade. Em folhas jovens, o micélio cresce mais rapido e os sintomas se tornam
visiveis antes do que em folhas maduras. Em folhas maduras com trés a quatro
meses de idade, o micélio cresce lentamente e em quantidade insuficiente para
apresentar sintomas visuais. Porém, algumas destas lesGes sem sintomas

visiveis podem produzir conidios. Ou seja, a resisténcia ontogénica ndo impede
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completamente os conidios de infectarem ou penetrarem nas folhas. (LI & XU,
2002).

A superacdo da resisténcia em folhas maduras de macieira por V.
inaequalis pode ser devido a mudancas fisiolégicas que ocorrem nas folhas no
inicio da senescéncia. Como consequéncia, as folhas maduras podem se tornar
novamente suscetiveis ao final da estacao, resultando em novas lesfes visiveis
(KOHL & KOLLAR, 1994). Esta epidemia de outono pode ter implicacbes
significativas para o manejo da doenca, pois pode fornecer indculo primario
adicional para a proxima primavera (MACHARDY, 1996). Isto sugere que o nivel
de resisténcia a sarna da macieira em folhas senescentes deva também ser

considerado como um dos critérios de selecdo em programas de melhoramento.

2.4 Metodos de identificacdo de racas fisioldgicas de Venturia
inaequalis

A identificagdo de ragas fisiologicas de V. inaequalis tem sido feita em
experimentos em camara de crescimento, casa de vegetacdo e campo. Na
Espanha, foram usadas sete macieiras como diferenciadoras: ‘Gala’, M. pumila
TSR34T132, M. pumila niedzwtziana Geneva, M. pumila TSR33T239, M.
micromalus 9-AR2T196, M. floribunda clone 821 e ‘Prima’. As plantas foram
inoculadas com suspens&o de 2,5 x 10° conidios.mL™ preparada a partir de folhas
com lesdes de sarna coletadas em pomares comerciais e domésticos. Dezessete
dias apdés a inoculagdo, o tipo de sintomas foi avaliado usando-se escala
previamente descrita (CHEVALIER et al., 1991) e a esporulagéo foi avaliada em
discos foliares de 1 cm de diametro (MARTINEZ-BILBAO & MURILLO, 2005). Na

Suécia, foram utilizados 13 acessos de macieira para a identificacdo de ragas:
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‘Gala’, ‘Golden Delicious’, M. pumila TSR34T132, M. pumila niedzwtziana
Geneva, M. pumila TSR33T239, M. micromalus 9-AR2T196, M. floribunda clone
821, ‘Prima’, ‘Florina, M. pumila R127.40.7A, M. baccata jackii Generos e
‘Antonovka’ Pl 172623. O inoculo de treze isolados foi preparado a partir de folhas
com lesdes de sarna, frescas e congeladas, e isolados monoconidiais e ajustados
para 2-3 x 10° conidios.mL™. Apés a inoculacéo as macieiras foram mantidas em
camara de crescimento com 18-20 °C, 100% de umidade e auséncia de luz, por
dois dias e depois transferidas para casa de vegetacdo com 80% de umidade ou
mantidas na camara de crescimento. Trés semanas apoés a inoculacao, as plantas
foram avaliadas quanto ao tipo de reacdo observado nas folhas e numero de
folhas com sinais (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005).

Além disso, a identificacdo de racas na Suécia também foi feita no campo.
As diferenciadoras foram plantadas em vasos, os quais foram deixados em
pomares ndo podados. As avaliagcdes foram feitas um e trés meses apods a
colocacdo das plantas no campo (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005). Na
Dinamarca, a identificacdo de racas de V. inaequalis também foi feita no campo
utilizando-se 16 acessos como diferenciadoras: ‘Jonagold’, ‘Golden Delicious’,
‘Akane’, ‘Dolgo’, uma diferenciadora da raca 2, uma da raga 3, uma da raca 4 e
trés da raca 5, ‘Florina’, ‘Prima’, ‘X2594’, ‘Nova Easygro’, M. floribunda clone 821
e ‘Freedom’. As macieiras foram enxertadas e plantadas no campo. Quatro anos
apos o plantio as macieiras foram avaliadas quanto ao tipo de sintoma nas folhas

e nos frutos (BENGTSSON et al., 2000).
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2.5 Métodos de isolamento de Venturia inaequalis

Venturia inaequalis pode ser isolado e cultivado em meio de cultura e na
maioria dos trabalhos, tem sido relatado apenas que o isolamento foi feito a partir
de um unico conidio (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005; BUS et al., 2005b;
BENAOUF & PARISI, 1998; PARISI et al., 1993; PUTTOO & CHAUDHARY, 1988;
TENZER & GESSLER, 1999; SHAY & WILLIAMS, 1956). Poucos trabalhos
trazem detalhes sobre o protocolo usado no isolamento. Um deles relata que
lesBes primarias foram lavadas em 5 pL de &gua esterilizada e a concentracao
diluida para 15-20 x 10° conidios.mL™. Entre 1 e 5 pL desta suspens&o foram
distribuidos em meio &gar (1,2 % &gar, 1,5 % extrato de malte, 25 pg.mL™
terramicina) e incubados por 24 horas a 20 °C. Sob microscépio invertido, um
Unico conidio foi transferido para placas contendo meio agar e incubados a 20 °C
(SIEROTZKI et al., 1994). O isolamento deste patégeno também tem sido feito a

partir de ascosporos (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955a).

2.6 Métodos de producéo de conidios de  Venturia inaequalis

Conidios de V. inaequalis podem ser produzidos em diferentes meios de
cultura. DecocgOes de partes da macieira tém sido adicionados aos meios para
estimular a producgéo de conidios. Um exemplo é o uso do meio 4gar Czapek-Dox
(2 gL' NaNOs; 1 gL' KyHPO., 05 gL' MgSO.7H,O; 05 g.L* KCI)
suplementado com decoccdo de 20 g.L™ de folhas frescas, brotos ou casca de
fruto de macieira (DHINGRA & SINCLAIR, 1995).

Entre os meios a base de batata, 4gar e dextrose, o cultivo em meio BDA
diluido (40 g.L™ batata, 5 g.L™ dextrose, 17 g.L™* &gar) e BDA diluido com 0,3% de

extrato de levedura, por duas semanas a 15 °C, também fornecem boa producio
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de conidios (DHINGRA & SINCLAIR, 1995). Producdo abundante também pode
ser obtida com o cultivo em tubos contendo meio extrato de malte (4%) e um
pedaco de musselina (tipo de tecido, leve e transparente), incubados a 18 °C por
21 dias (PUTTOO & CHAUDHARY, 1988).

A producédo do conidios utilizado nas inoculagbes de V. inaequalis tem sido
feita também em meio agar extrato de malte (PARISI et al., 1994; PARISI et al.,
2004). Em alguns trabalhos a producdo de indculo foi feita em duas etapas. O
patégeno foi primeiramente cultivado em meio agar extrato de malte, a 18 °C no
escuro e depois de um més transferido para meio extrato de malte liquido com
fotoperiodo de 16 h, por 17 dias (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005). A
temperatura também pode variar, quando cultivado em solucdo de nutrientes
(extrato de malte de Trommers), o patégeno foi primeiramente incubado a 20 °C
por 20 dias e apds, a 16 °C por mais 4 a 6 dias (NUSBAUM & KEITT, 1938).

O in6culo deste patégeno também tem sido obtido de folhas de macieira.
No uso deste método tem sido usadas folhas de macieiras com lesdes de sarna
coletadas no campo (MARTINEZ-BILBAO & MURILLO, 2005; BELFANTI et al.,
2004; LI & XU, 2002; ROBERTS & CRUTE, 1994) ou infectadas em casa de
vegetacdo (CHEVALIER et al., 1991). O in6culo obtido pela lavagem destas
folhas pode ser usado imediatamente ou congelado para uso posterior. Alguns
pesquisadores relatam também o uso associado destas técnicas para a producao
de in6culo de V. inaequalis (BENAOUF & PARISI, 2000; PARISI & LESPINASSE,

1996).
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2.7 Métodos de estudo da viruléncia de Venturia inaequalis em

espécies de Malus

Nas técnicas utilizadas estdo as observacoes de infeccdes das macieiras
no campo e em plantas com inoculagbes feitas em camaras de crescimento e
casas de vegetacdo. Na Suécia, vinte e duas cultivares foram testadas no campo
guanto a resisténcia a sarna da macieira. O desenvolvimento de lesdes foi
avaliado nas folhas e frutos durante dois anos (SANDSKAR & GUSTAFSSON,
2002).

Na Universidade de Purdue, EUA, a avaliacdo da resisténcia a sarna da
macieira em selecdes de Malus foi feita em casa de vegetacédo. O in6culo usado
foi produzido a partir de culturas monosporica e as macieiras foram inoculadas e
mantidas em camara Umida, construida dentro da casa de vegetagdo, durante
dois dias. A temperatura da casa oscilou entre 15 e 18 °C. As avaliagbes foram
feitas com base nas reacdes observadas nas folhas (SHAY & HOUGH, 1952). No
Reino Unido, ap6s a inoculacdo com suspensdo de 2 x 10° conidios.mL™, as
macieiras enxertadas foram mantidas por 48 h a 18 °C e fotoperiodo de 16 h.
Apés este periodo as plantas foram transferidas para casa de vegetagdo com
temperatura de 18-25 °C, onde permaneceram por mais 8-12 dias até serem
avaliadas quanto a interacdo fenotipica observada nas folhas (ROBERTS &
CRUTE, 1994). No INRA, Franca, as avaliacbes tém sido feitas em camaras de
crescimento. As macieiras enxertadas foram inoculadas e mantidas no escuro,
com temperatura de 18 °C e constante molhamento foliar. Apos 48 h, as plantas
foram submetidas a 16-19 °C, 85-98% UR e fotoperiodo de 16 h. A avaliacdo dos
sintomas foi feita 14-17 dias apos a inoculacdo (BENAOUF & PARISI, 2000;

PARISI et al., 1993; PARISI & LESPINASSE, 1996; PARISI et al., 2000).
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Estas técnicas exigem bastante tempo e séo altamente influenciadas por
condicbes ambientais tais como temperatura, umidade e presenca de outros
fitopatdogenos. Diferentes técnicas tém sido testadas para simplificar estes testes.
Comparacbes entre infeccoes de sarna em folhas destacadas de macieiras
crescidas in vitro e em casa de vegetacao demonstram que o primeiro pode ser
usado para avaliar a resisténcia de cultivares de macieira. Neste estudo 10 a 15
folhas por placa folhas de macieiras propagadas in vitro foram coletadas e
colocadas em placas de Petri contendo agar-agua ou papel filtro umedecido,
inoculadas por aspersdo com suspenséo de 10° conidios.mL™ e incubadas a 18-
20 °C com fotoperiodo de 16 h. Paralelamente, macieiras enxertadas também
foram inoculadas. Depois da inoculacédo as plantas foram incubadas em camara
de crescimento a 19-21 °C e 100% UR e apos 48 h foram transferidas para casa
de vegetacdo com 15-25 °©°C. As avaliagbes foram feitas macro e
microscopicamente em intervalos de 12 h durante as primeiras 72 h e aos cinco,
sete, dez e quinze dias apos a inoculacdo (YEPES & ALDWINCKLE, 1993b).
Macieiras enxertadas crescidas em casa de vegetacéo e in vitro foram aspergidas
com suspenséo de 10° conidios.mL™. Depois da inoculacdo as plantas enxertadas
foram incubadas em camara de crescimento a 19-21 °C e 100% UR e apés 48 h
foram transferidas para casa de vegetacdo com 15-25 °C. As macieiras crescidas
in vitro foram incubadas em camara de crescimento a 18-21 °C e fotoperiodo de
16 horas. Os sintomas foram avaliados macro e microscopicamente em intervalos
de 3 h durante as primeiras 48 h e aos trés, cinco, sete e dez dias apls a
inoculacdo. Os resultados desta pesquisa mostraram que a pré-penetracdo e a
penetracdo de V. inaequalis ocorreu de maneira diferente em plantas crescidas in

vitro e em casa de vegetacdo. Entretanto, ap0s a penetracdo, a expressdo da
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resisténcia ocorreu igualmente em ambas as plantas (YEPES & ALDWINCKLE,
1993a).

As interacfes entre V. inaequalis e Malus sp. também foram reproduzidas
em discos foliares e folhas destacadas desinfestadas de macieiras enxertadas
propagadas em casa de vegetacdo. Folhas de macieiras enxertadas e
propagadas em casa de vegetacao foram coletadas, desinfestadas e cortadas em
discos de 1 cm de didmetro. Foram colocados 10 discos por placa de Petri
contendo 1% de agar agua. Os discos foram aspergidos com suspenséo de 2,5 x
10° conidios.mL™ e incubados no escuro, a 17 °C, por 48 h. Apés este periodo os
discos foram secados, transferidos para placas novas e incubados a 17-19 °C
com fotoperiodo de 16 h. Vinte e um dias apds a inoculacdo, os discos foram
avaliados quanto a severidade (PARISI et al., 1993) e producédo de conidios
(BENAOUF & PARISI, 1998). Na Universidade de Purdue, EUA, as interacbes
entre Malus sp. e V. inaequalis, observadas em plantas enxertadas e propagadas
em casa de vegetacao, foram reproduzidas em folhas destacadas de plantas de
igual origem. As folhas foram coletadas e colocadas em placas de Petri contendo
papel filtro e peciolos submergidos em &gua. O inéculo com 1-4 x 10°
conidios.mL™ foi aplicado na forma de gotas de 2-30 pL sobre as folhas. As
placas foram mantidas em casa de vegetacédo e as folhas foram avaliadas quanto
ao desenvolvimento dos sintomas apés dias (NICHOLSON et al., 1972). As
cultivares Golden Delicious (suscetivel) e Florina (resistente) foram avaliadas
qguanto ao desenvolvimento de sarna em folhas destacadas de plantas enxertadas
e plantas enxertadas inoculadas em casa de vegetacdo. As folhas foram
coletadas, desinfetadas e colocadas em placas de Petri contendo agar-agua.

Apos trés dias as folhas foram inoculadas pela aspersdo de uma suspenséao de
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2,5-3,0 x 10° conidios.mL™ e mantidas em casa de vegetacdo com temperatura
maxima de 25 °C. Os sintomas observados em folhas destacadas foram similares
aos observados em plantas enxertadas (IVANICKA et al., 1996).

Tem sido relatado que folhas coletadas de plantas crescidas em casa de
vegetacdo e em campo permanecem intactas por poucos dias quando colocadas
em placas de Petri contendo papel filtro umedecido devido a producdo de
compostos fendlicos e rapida necrose dos tecidos (SMEREKA et al.,, 1987).
Folhas de plantas crescidas in vitro, também apresentaram baixa freqiéncia de
decomposicdo pois estas normalmente ndo produzem grandes quantidades de
compostos fendlicos (YEPES & ALDWINCKLE, 1993b). Em folhas destacadas
inoculadas por gotas, estas permanecem visiveis por longo periodo o que pode
causar necroses e mascarar outras reacdes. Esta reacdo necrotica podera ser
prevenida pela secagem das gotas de suspensdo antes da expressdo dos
sintomas. A necrose também pode ocorrer se o sitio original de inoculagao for

secado e a area for novamente coberta por agua (NICHOLSON et al., 1972).



CAPITULO |

3. PRODUCAO DE CONIDIOS E DESENVOLVIMENTO DE COLONIAS DE

Venturia inaequalis EM MEIO DE CULTURA

3.1 INTRODUCAO

O ascomiceto Venturia inaequalis (Cooke) Wint. é o agente causal da sarna
da macieira, uma das doencas mais importantes da cultura na maioria dos paises
produtores (MACHARDY, 1996). No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira
vez em 1950, no Estado de S&o Paulo. Com a expansédo comercial da cultura no
Sul do pais a doenca tornou-se amplamente distribuida.

O crescimento de V. inaequalis em meio de cultura é relativamente lento
quando comparado com outros patdogenos da macieira tais como Botrytis cinerea
e Penicillium expansum. Uma colbnia iniciada por um uanico conidio requer de
quatro a seis semanas para atingir 40 a 60 mm de didametro em meio sélido
(LEBEN & KEITT, 1948). A formacéo de conidios tem sido relatada como escassa
nos meios de cultura a base de agar (BRAY & AUSTIN, 1962; NUSBAUM &

KEITT, 1938; SZKOLNIK, 1986).
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CondicOes de temperatura e pH favoraveis ao crescimento de V. inaequalis
em meio de cultura ocorrem na faixa de 16 e 24 °C e pH entre 5,1 e 6,4 (LEBEN &
KEITT, 1948). Na maioria dos trabalhos se observa que a temperatura utilizada
para a incubacdo de V. inaequalis fica entre 16 e 24 °C (SANDSKAR &
LILJEROTH, 2005; WIN et al., 2003; PARISI et al., 1993; PARKER et al., 1995;
PARISI et al., 2000; PARISI et al., 2004). Estudos feitos em meio de cultura
contendo NH4NO3, KoHPO4, MgSO,4, KCI, Mn, Zn, glucose e as vitaminas tiamina,
acido ascorbico, acido nicotinico, acido folico e piridoxina, mostraram que o pH
O0timo para o crescimento de V. inaequalis foi 5,8. Valores inferiores a este
provocaram diminuicdo do crescimento, e a inibicdo total ocorreu em pH 3,4.
Acima de pH 5,8 o crescimento foi menor, porém ainda razoavel em pH 7,0
(FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955b).

Em geral, os trabalhos sobre requerimentos nutricionais de V. inaequalis
sdo voltados ao crescimento do patdégeno e ndo a producao de conidios. Venturia
inaequalis é capaz de se desenvolver em meio com poucos sais minerais e
glucose, mas responde favoravelmente a certos aditivos. Meios contendo glucose,
celobiose, dextrina, frutose, maltose, manitol, manose, melibiose, rafinose ou
sacarose como Unica fonte de carbono sédo favoraveis ao crescimento deste
patdgeno, enquanto acidos organicos sao inibitérios (LEBEN & KEITT, 1948).
Nitrato de potédssio e sulfato de ambnia sdo satisfatérias fontes de nitrogénio,
entretanto, o crescimento em meio liquido é aumentado quando as fontes
inorganicas sdo substituidas por caseina hidrolizada. Os aminoacidos DL-alanina,
L-arginina, &cido L-glutdmico, glicina, L-prolina e L-tirosina, usados como fontes
de nitrogénio também séo eficazes no crescimento (PELLETIER & KEITT, 1954).

Vitaminas como a tiamina, acido fdélico, acido nicotinico, piridoxina e &cido
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ascorbico também estimulam o crescimento (FOTHERGILL & ASHCROFT,
1955b).

A producéo de conidios de V. inaequalis pode ser estimulada em meio de
cultura. Foi observado que a exposicdo a luz continua aumenta a producéo de
conidios (PARKER et al., 1995). A concentracédo de esporos e a idade da cultura
usada para a multiplicacdo do patdogeno ndo afetam sua producdo de conidios
em meio de cultura (ROSS, 1974).

Muitas das alternativas relatadas para a producdo de conidios de
fitopatdgenos requerem componentes do hospedeiro tais como folhas e casca de
frutos (DHINGRA & SINCLAIR, 1995), que nem sempre estédo disponiveis. Meios
de cultura com decoccédo de folhas de macieira na composi¢ao tém estimulado o
crescimento de V. inaequalis. Os principais estimulantes extraidos destas folhas
foram os aminoacidos isoleucina, glutamina, serina e fenilalanina. Outros
estimulantes de crescimento sollveis em agua podem estar disponiveis nas
folhnas, mas se forem termosensiveis serdo destruidos pelo aquecimento.
Adicionalmente foi mostrado que extratos de folhas de macieiras resistentes
contém substancias toxicas que podem diminuir o crescimento de alguns isolados
deste patdgeno (FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955a).

A producéo dos conidios utilizados nas inoculacdes de V. inaequalis tem
sido feita em meio &gar extrato de malte (PARISI et al.,, 1994; PARISI et al.,
2004). Em alguns trabalhos a producédo de in6culo foi feita em duas etapas. O
patégeno foi primeiramente cultivado em meio agar extrato de malte, a 18 °C no
escuro e depois de um més transferido para meio extrato de malte liquido com
fotoperiodo de 16 h, por 17 dias (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005). A

temperatura também pode variar, quando cultivado em solu¢cdo de nutrientes
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(extrato de malte de Trommers), o patégeno foi primeiramente incubado a 20 °C
por 20 dias e apds, a 16 °C por mais 4 a 6 dias (NUSBAUM & KEITT, 1938).

O inéculo deste patégeno também tem sido obtido de folhas de macieira
com lesGes de sarna coletadas no campo (MARTINEZ-BILBAO & MURILLO,
2005; BELFANTI et al., 2004; LI & XU, 2002; ROBERTS & CRUTE, 1994) e em
casas de vegetacdo (CHEVALIER et al., 1991). Estas folhas foram usadas
imediatamente ou congeladas para uso posterior. Entretanto, a preparacdo de
indculo a partir de folhas coletadas no campo restringe seu uso. Em uma mesma
folha é possivel encontrar mais do que uma racga, impossibilitando o uso deste
in6culo em trabalhos de caracterizacéo de isolados do patégeno.

Diferentes meios de cultura tem sido usados para a producdo de conidios
de V. inaequalis. A selecdo de um meio de cultura, simples e rapido de ser
elaborado e de baixo custo, que permita a producéo de conidios deste patdgeno,
coloca-se como uma importante ferramenta para os trabalhos de inoculacdo
artificial. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de conidios e
colénias de V. inaequalis em quatro variacbes do meio BDA (batata-agar-
dextrose), um dos mais usados para o cultivo de fungos, e em meio agar-extrato
de malte, usado com frequéncia para o cultivo de V. inaequalis. Além disso, a

producéo de conidios também foi avaliada em folhas destacadas de macieira.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Meios de cultura semi-sintéticos

Cinco meios de cultura foram avaliados: batata-dextrose-agar (BDA)
(batata, 200; dextrose, 15; agar, 15 g.L™; pH 5,8), BDA &cido (BDAac) (batata,
200; dextrose, 15; agar, 15 g.L™*; pH 4,2 corrigido com &cido latico 25%), BDA
diluido (BDAd) (batata, 40; dextrose, 5; agar, 15 g.L™; pH 6,1), BDAd + extrato de
levedura (BDAd+EL) (batata, 40; dextrose, 5; agar, 17; extrato de levedura, 3 g.L
- pH 6,1) e 4gar-extrato de malte (AEM) (extrato de malte, 20; agar, 20 g.L™"; pH

5,6).

3.2.2. Producéo de conidios em meio de cultura

Culturas do isolado A21-2 de V. inaequalis, desenvolvidas em meio
BDAd+EL, com 07 dias de incubacéo, 16 °C e luz constante, foram utilizadas para
o preparo da suspensao conidial. Adicionou-se agua destilada esterilizada (ADE)
sobre as placas, removendo-se 0s esporos com alga de Drigalski. De acordo com
técnica anteriormente descrita (KEITT & PALMITER, 1938), a suspenséao foi
centrifugada a 8609 g, por 20 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado suspendido em ADE. A suspensé&o foi ajustada para 10° conidios.mL™.

Desta suspensao, uma aliquota de 50 uL foi espalhada em cada placa de Petri
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(38,5 cm?) contendo 15 mL de meio de cultura. Todas as placas foram vedadas e
mantidas em incubadora, sob luz constante e 16 °C. Para a coleta dos conidios foi
adicionada ADE nas placas, a remocao foi feita com alca de Drigalski. A
suspensao obtida foi filtrada em gaze e a concentracdo determinada em
hemacitometro. O niamero de conidios de cada placa foi determinado aos quatro,
oito, 12 e 16 dias de incubacédo. O experimento seguiu delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticoes por combinacédo de meio de cultura e periodo de
incubacédo. Cada repeticdo constou de uma placa de Petri. Os resultados obtidos
foram transformados (raiz de x + 0,5), submetidos a analise de variancia e as

meédias comparadas pelo teste de Tukey (5%).

3.2.3 Desenvolvimento de colbnias em meio de cultur a

Um disco de 5 mm de diametro, retirado de culturas do isolado A21-2
crescidas em meio BDAd+EL, com 07 dias de incubagdo a 16 °C e luz constante,
foi colocado no centro de placas de Petri contendo 15 mL de meio de cultura. As
placas foram vedadas e mantidas em incubadora, sob luz constante e 16 °C. O
tamanho das colénias foi medido, apds 10 e 20 dias de incubacao, registrando-se
o diametro da colbnia em duas dire¢cbes perpendiculares em cada placa. O
experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes por combinacdo de meio de cultura e periodo de incubacédo. Cada
repeticdo constou de uma placa de Petri com uma colonia. Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey (5%).
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3.2.4 Producéao de conidios em folhas destacadas de  macieira

Foram utilizadas plantas da cultivar Imperial Gala enxertadas em plantas
de ‘Gala’, oriundas de semente, mantidas em vasos em casa de vegetagdo, com
aproximadamente um ano de idade. Para a inoculacdo, folhas jovens néo
totalmente expandidas foram coletadas e imediatamente colocadas, duas a duas,
em placas de Petri contendo 15 mL de meio agar-agua (10 g.L™). O extremo distal
do peciolo das folhas foi envolvido por algoddo umedecido com ADE. Para a
inoculacgao, foi utilizada uma suspensao conidial (KEITT & PALMITER, 1938) dos
isolados A19-4 e A27-1, a partir de colbnias crescidas em meio BDAd+EL, com 7
dias de incubacgéo, 16 °C e luz constante. As suspensdes foram ajustadas para
2,5 x 10° conidios.mL™. As folhas foram inoculadas colocando-se quatro gotas, de
5 uL cada, de suspensdo sobre as mesmas. As placas foram vedadas e
incubadas a 19 °C com fotoperiodo de 18 h. A producdo de conidios foi avaliada
em discos (0,38 cm?) retirados do local inoculado, apés 15 e 20 dias de
incubacédo. Dos quatro pontos inoculados em cada folha foram removidos os que
apresentavam sinais (micélio e conidios) do patdgeno. Cada disco foi colocado
em um tubo contendo solucdo de Tween (0,001%) e submetido ao ultra-som
(Thornton, T50) por 90 s, para a liberacdo dos esporos. A concentracdo de cada
suspensao foi estimada em hemacitdmetro. O experimento seguiu delineamento
inteiramente casualizado, com seis repeticbes por combinacdo de isolado e
periodo de incubacdo. Cada repeticdo constou de uma folha com quatro pontos
de inoculagcdo. Os resultados obtidos foram transformados (raiz de x + 0,5),
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey

(5%).



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Producédo de conidios e desenvolvimento de col 06nias de V.

inaequalis em meio de cultura

A producédo de conidios de V. inaequalis foi obtida nos cinco meios de
cultura avaliados quando incubados a 16 °C e luz constante (Figura 1). No
periodo de incubacdo de quatro dias ndo foram observadas diferencas
significativas na producédo de conidios entre os diferentes meios (Tabela 1). Aos
oito e aos 12 dias incubacdo a maior producéo de conidios foi observada em meio
AEM, entretanto, esta producdo nédo diferiu significativamente da obtida em
BDAd+EL (Tabela 1). Com 16 dias de incubacéo, a maior producéo foi observada
nos meios BDA, BDAac e BDAd+EL (Tabela 1).

Estudos feitos em meio de cultura contendo KH,PO,4, MgSO,, glucose,
KNOs, tragos de B, Mn, Cu, Zn, Fe e Co e as vitaminas tiamina, biotina, inositol,
acido pantoténico, &cido nicotinico e piridoxina, a producdo maxima de conidios
também foi obtida entre 16 e 19 dias de incubacéo a 16 °C (ROSS, 1974).

Nos meios BDA e BDA &cido a maior produgédo de conidios foi observada
apos 16 dias de incubacédo (Tabela 1). No meio BDA diluido ndo foram detectadas
diferencas significativas entre a producdo obtida apos oito, 12 e 16 dias de

incubacdo e no meio BDAJ+EL, apos 12 e 16 dias (Tabela 1). No meio AEM,
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apos 12 dias de incubacéo, foi observada a maior producdo de conidios, a qual
diminui significativamente aos 16 dias (Tabela 1).

Alguns trabalhos envolvendo V. inaequalis relatam que a producéo de
in6culo foi feita em meio AEM, porém nao citam o periodo de incubacédo que
antecede a coleta dos conidios (PARISI et al., 1994; PARISI et al., 2004). A partir
dos resultados obtidos neste trabalho, pdde-se constatar que o periodo de
incubacdo no meio AEM é um fator importante na producdo de conidios de V.
inaequalis, pois se observou reducdo da producdo apos 16 dias (Tabela 1). Esta
diminuicdo também foi observada apds trés semanas de cultivo em meio agar-
suco V8 coberto com membrana de celofane (PARKER et al., 1995). Este declinio
foi explicado pela germinacdo dos conidios, seguido por um novo ciclo de
desenvolvimento micelial e nova esporulacéo na quarta semana de incubacéao.

As colbnias de V. inaequalis, formadas em todos os meios de cultura,
aumentaram significativamente de tamanho no periodo entre 10 e 20 dias de
incubacédo (Tabela 2). Com 10 dias se observou maior tamanho de colénias em
AEM, BDAJ+EL e BDAd. Aos 20 dias as coldnias formadas em BDAd+EL e AEM
mantiveram o maior tamanho quando comparadas com o apresentado nos outros
meios de cultura (Tabela 2).

O pH 6timo para o crescimento de V. inaequalis varia de 5,1 a 6,4 (LEBEN
& KEITT, 1948; FOTHERGILL & ASHCROFT, 1955b). Contudo, neste trabalho o
fator pH dos meios de cultura ndo pareceu ser relevante, pois meios com pH na
faixa do 6timo foram os mais adequados tanto para producéo de conidios (Tabela

1), como para o desenvolvimento de colonias (Tabela 2).



43

TABELA 1. Producdo de conidios de Venturia inaequalis em cinco meios de
cultura durante quatro periodos de incubacéo. Bento Gongalves, RS.

2006.
Periodo de  NUmero médio de conidios x 10 * por placa de Petri (38,5 cm?)
incubagao BDA® BDAac BDAd  BDAd+EL AEM
4 dias 0,2C®@ 0,1C 0,2B 55C 0,2C
8 dias 31,1Bab 13,0Cb 42,2Aab 39,7Bab 57,2B a
12 dias 749Bc 63,6Bc 916Abc 1681Aab 171,1Aa
16 dias 2489 Aa 1581Aa 541Ab 2287Aa 674Bb

WBDA = batata Agar dextrose; BDAac = BDA &cido; BDAd = BDA diluido;
BDAd+EL = BDA diluido com extrato de levedura; AEM = agar extrato de malte.
@Meédias seguidas por diferentes letras mailisculas na coluna e mindsculas na
linha diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). CV = 20,3%.
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FIGURA 1. Regressdo do tipo poténcia da producdo de conidios de Venturia
inaequalis em cinco meios de cultura durante quatro periodos de

incubacédo. Bento Goncalves, RS. 2006.
A composi¢cdo do meio de cultura afetou tanto a producdo de conidios
como o desenvolvimento de coldnias de V. inaequalis. Nos meios em que a
composicao se restringiu a caldo de batata, dextrose e agar (BDA, BDA &cido e

BDAd) a producdo de conidios, aos 12 dias de incubacdo, e o desenvolvimento

de colbnias foram menores. Enquanto que oS meios compostos por extrato de
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levedura (BDAd+EL) e extrato de malte (AEM) favoreceram tanto a producao de
conidios quanto o desenvolvimento de colbnias.

O meio BDA possui grande quantidade de carboidratos (dextrose e amido),
que favorecem o desenvolvimento e a formacéo de conidios de fungos, em menor
periodo de tempo (BLUM et al., 2002). O extrato de levedura € utilizado em meio
de cultura como fonte de vitaminas do complexo B e fonte adicional de nitrogénio
e carbono, que favorecem o crescimento e a esporulacdo dos fungos (SILVA,
1999; WENZEL et al., 2005). O extrato de malte fornece carbono e nitrogénio
suficientes para o crescimento de V. inaequalis quando outras fontes destes néao
estdo presentes no meio (LEBEN & KEITT, 1948). O extrato de malte tem sido
relatado como um estimulante na produc¢éo de conidios de V. inaequalis (KEITT &
LANGFORD, 1941). Este estimulo possivelmente ocorra devido a presenca de
vitaminas como a tiamina (LEBEN & KEITT, 1948).

Embora néo tenha sido quantificada a producdo de micélio nos meios de
cultura, foi possivel observar que no meio BDAd+EL a quantidade de fragmentos
de micélio nas suspensdes foi menor em relagcdo aos outros meios. O meio BDA
foi um dos que, aparentemente, produziram maior quantidade de fragmentos de
micélio.

O método de producdo de conidios em meio de cultura é vantajoso pelo
fato de que todos os componentes sdo facilmente acessiveis. Este método,
embora simples, nos fornece quantidade suficiente de indculo, necesséario a
inoculacdo de plantas. Entretanto, ndo € recomendével a multiplicagcdo constante
de patdgenos em meio de cultura, visto que, esta pratica pode levar a perda

gradual da viruléncia (YEPES & ALDWINCKLE, 1993b; AGRIOS, 1997).
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TABELA 2. Tamanho das colbnias de Venturia inaequalis crescidas em cinco
meios de cultura durante dois periodos de incubagdo. Bento

Goncalves, RS.
Periodo de Diametro da colbénia (mm)
incubac&o BDA®Y BDAac BDAd BDAJ+EL AEM
10 dias 7,8 Bb® 76Bb 86Bab 89Bab 10,0B a
20 dias 139Ab 129Ab  140Ab 165Aa 16,1 A a

WBDA = batata Agar dextrose; BDAac = BDA &cido; BDAd = BDA diluido;
BDAd+EL = BDA diluido com extrato de levedura; AEM = agar extrato de malte.
@Meédias seguidas por diferentes letras mailisculas na coluna e mindsculas na
linha diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). CV = 7,0%.

3.3.2 Producéao de conidios em folhas destacadas de  macieira

Os resultados obtidos mostraram que os isolados A19-4 e A27-1 de V.
inaequalis foram capazes de causar lesdes tipicas de sarna nas folhas
destacadas de macieira com o método de inoculacéo utilizado.

N&o foram observadas diferencas significativas entre o numero de discos
foliares colonizados e a producgdo de conidios, entre os dois isolados nos dois
periodos de incubacdo avaliados (Tabela 3). As folhas inoculadas com o isolado
A27-1 apresentaram aumento da incidéncia de discos colonizados aos 20 dias de
incubacéo. Para ambos isolados, se constatou aumento significativo na producao
de conidios aos 20 dias (Tabela 3).

N&do foram encontrados relatos sobre a producdo de conidios de V.
inaequalis em folhas destacadas de macieira. Entretanto, o método de inoculacdo
por gotas em folhas destacadas tem sido usado em estudos de interagdao entre
Malus sp. e V. inaequalis (NICHOLSON et al., 1972), caracterizacao de proteinas
de V. inaequalis (WIN et al., 2003) e infeccdo por V. inaequalis em germoplasma
de macieira (LIEBHARD et al., 2003). Outros patossistemas também tém sido

estudados com este método de inoculacdo, como Lycopersicum esculentum X
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Alternaria solani (FOOLAD et al., 2000), Triticum aestivum x Giberela (BROWNE
et al., 2005) e Magnaporthe grisea x Oryza sativa (JIA et al., 2003).

A partir deste método foi possivel obter uma producdo de 9,9 x 10*
conidios por disco foliar (0,38 cm?), apds 20 dias de incubacédo (Tabela 3),
enquanto que em meio BDA foi possivel atingir uma producdo de 248,9 x 10*
conidios por placa de Petri (38,5 cm?) em 16 dias (Tabela 1). E provavel que a
producdo de conidios em folhas destacadas possa ser aumentada colocando-se
mais gotas sobre cada folha ou aspergindo-se toda superficie. Este método
possui a vantagem de se obter conidios com menor risco de perda da viruléncia e

ser relativamente simples de conduzir em laboratorio.

TABELA 3. Producéo de conidios de dois isolados de Venturia inaequalis na area
inoculada de folhas destacadas de macieira da cultivar Gala durante
dois periodos de incubacao. Bento  Gongalves, RS.

NUmero médio de conidios x

T’necrllj%céc();adg Discos colonizados (%) 10* por disco (0,38 cm?)
A19-4 A27-1 A19-4 A27-1

15 dias 79,2 70,8 B® 1,0B 1,5B
20 dias 87,5 100,0 A 99 A 59A

Bpercentagem média de discos foliares com sinais em seis folhas destacadas.
@Meédias seguidas por diferentes letras mailisculas na coluna e mindsculas na
linha diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). CV = 31,1%.



CAPITULO 1lI

4. IDENTIFICACAO DA RACA 1 DE Venturia inaequalis NO SUL DO BRASIL

4.1 INTRODUCAO

A sarna da macieira, causada pelo fungo Venturia inaequalis (Cke.) Wint., é
uma das doencas mais importantes da macieira em paises de clima temperado.
Este fungo filamentoso pertence a familia Venturiaceae e possui fase anamorfa
correspondente a Spilocaea pomi Fr.. E um ascomiceto heterotélico com ciclo
sexual anual, seguido por varios ciclos de reproducdo assexual (MACHARDY,
1996).

A especializacao fisiolégica de V. inaequalis tem sido estudada ha muitos
anos. Um sistema de diferenciacdo e denominacao de racas foi desenvolvido para
facilitar a obtencédo e a apresentacao destas informagdes (SHAY & WILLIAMS,
1956). As ragas sdo um tipo de especializacdo intra-especifica, em que o0s
isolados com viruléncia diferencial atacam somente algumas variedades da
espécie hospedeira. A definicdo de uma raca se d4 de acordo com as reacdes
fenotipicas causadas pelos isolados quando inoculados em uma série de plantas,
denominadas diferenciadoras (FLOR, 1971; CAMARGO, 1995). Estas

diferenciadoras normalmente sédo selecionadas pelo método de tentativa e erro



48

sem o conhecimento do numero ou identidade dos genes de resisténcia de cada
planta. Um grupo de plantas diferenciadoras em que cada membro possui apenas
um unico gene de resisténcia é mais eficaz e informativa em estudos de
classificacdo e da variacdo de fitopatdogenos (FLOR, 1971). A interacdo entre V.
inaequalis e Malus x domestica segue 0 conceito gene-a-gene. Ou seja, para
cada gene que condiciona resisténcia no hospedeiro ha um gene correspondente
no patdgeno que condiciona viruléncia (FLOR, 1956; FLOR, 1971).

As primeiras ragas de V. inaequalis, descritas em 1956, foram definidas a
partir de suas reacdes nos clones Dolgo e Geneva e sele¢cdes do retrocruzamento
de R12740-7A. A raca 1 foi definida como a raca mais freqliente nos Estados
Unidos e em varios outros paises. Esta provoca lesdes necrdticas sem
esporulacdo e reacao de resisténcia nos trés grupos de germoplasma. A raca 2 €
virulenta as trés hospedeiras. Porém, ‘Geneva’ somente € suscetivel em
condicbes ambientais bem definidas. Isto €, inoculacdo das plantas em casa de
vegetacao, cobertas por armacdo de madeira e cinco camadas de musselina, por
40 a 44 h, temperatura entre 15 e 18 °C com umidade mantida pela asperséao de
agua. Nestas condicdes ‘Geneva’ apresenta somente lesdes necroticas, porém
apresenta esporulacdo se apos 14 dias retornar a camara Umida por 24 h. A
viruléncia incomum desta raca é controlada por trés diferentes genes no
patdgeno, cada um especifico para uma das trés macieiras diferenciadoras. A
raga 3 provoca reagao de resisténcia em ‘Geneva’. A viruléncia desta raca nesta
planta, é controlada por um Unico gene, diferente daquele que condiciona

viruléncia em ‘Geneva’ com a raga 2 (SHAY & WILLIAMS, 1956). ‘Geneva’ tem

sido usada como diferenciadora da raca 3 na maioria dos trabalhos de
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identificacdo de racas (MARTINEZ-BILBAO & MURILLO, 2005; SANDSKAR &
LILJEROTH, 2005; PARISI et al., 1993).

A raga 4 foi detectada em M. pumila R12740-7A, em Purdue, EUA. Este
clone possui ao menos trés pares de genes envolvidos com o processo de
infeccdo com sarna, um dos quais confere resisténcia a raca 4 de V. inaequalis
(WILLIAMS & KUC, 1969; SHAY et al., 1962).

O surgimento da raca 5 foi evidenciado quando sele¢cdes dos EUA,
resistentes a V. inaequalis, desenvolveram les6es com esporulagdo na Inglaterra.
Esta raca é diferenciada por um gene de resisténcia presente em M. micromalus e
M. atrosanguinea 804 (WILLIAMS & BROWN, 1968).

Em Ahrensburg, Alemanha, desde 1984, sintomas de sarna da macieira
tém sido observados em pomares da cultivar Prima, classificada como resistente
apos avaliagbes em casa de vegetacdo. Em 1988, nesse local também foram
encontradas lesdes de sarna em algumas selec¢des que possuiam o gene Vf. Em
1993, isolados destas lesbes foram descritos como raca 6. Esta foi caracterizada
por superar a resisténcia da maioria das cultivares portadoras do gene Vf, mas
nao a da progenitora deste gene, o clone 821 da ornamental M. floribunda. O
surgimento da raga 6 enfatizou a urgéncia em diversificar as fontes de resisténcia
usadas nos programas de melhoramento. Até entdo, a resisténcia codificada pelo
gene Vf vinha sendo considerada duravel e estava sendo usada na maioria das
cultivares langadas com resisténcia a sarna nos programas de melhoramento do
mundo todo (PARISI et al., 1993; PARISI & LESPINASSE, 1996; PARISI et al.,
1994).

Outro isolado virulento a cultivares com o gene Vf foi encontrado na

Inglaterra, na ornamental M. floribunda (ROBERTS & CRUTE, 1994), e chamada
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raca Inglesa ou raca 7. Esta raca foi caracterizada por ser virulenta ao clone 821
de M. floribunda, mas avirulenta a ‘Golden Delicious’ (PARISI et al., 2000). A
resisténcia desta cultivar € devida a um unico gene, chamado Vg, (BENAOUF &
PARISI, 1997). A raca 7 ndo é virulenta a todas as cultivares portadoras do gene
V1, pois algumas delas podem ter herdado o gene Vg da ‘Golden Delicious’, que é
frequentemente usada em programas de melhoramento (PARISI et al., 2000).

A Ultima raca de que se teve relatos foi a raca 8. Individuos desta raca
foram isolados de plantulas provenientes dos cruzamentos Royal Gala X M.
sieversii GMAL4190-W188B e Royal Gala X M. sieversii GMAL3631-W193B. N&o
tém sido estabelecido dados sobre a origem desta nova raca e como ela se
propagou na Nova Zelandia. Entretanto, € sabido que a raca 8 € virulenta a
acessos da espécie silvestre M. sieversii, as quais sdo portadoras do gene de

resisténcia Vh8 (BUS et al., 2005a).

A presenca de diversas racas de V. inaequalis tem sido constatada em
alguns paises da Europa. Na Espanha foram encontradas seis racas (1, 2, 3, 5, 6,
7) de V. inaequalis causando sarna nas provincias de Gerona, Guiplzcoa e
Navarra (MARTINEZ-BILBAO & MURILLO, 2005). Asracas 1, 2, 3, 4, 6 e 7 foram
relatadas em diferentes partes da Suécia (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005). Na
Dinamarca, ha relatos sobre a ocorréncia de sete racas (1 a 7) (BENGTSSON et
al., 2000). Entretanto, no Brasil e em outros paises da América do Sul, as racas
existentes de V. inaequalis sdo desconhecidas.

O objetivo deste trabalho foi identificar as racas de V. inaequalis existentes

no Sul do Brasil.



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Acessos de macieira

Nove acessos de macieira foram usados para identificar as racas
fisiol6gicas de V. inaequalis (Tabela 1). Foram selecionadas, duas cultivares
suscetiveis, uma diferenciadora para a raca 2, uma para a ra¢ca 3, uma para a
raca 4 e uma para a raga 5, além de trés acessos portadores do gene Vf. A
selecéo foi feita com base em trabalhos anteriores (SANDSKAR & LILJEROTH,
2005; PARISI et al., 1993; PARISI et al.,, 2000). As estacas foram obtidas na
Estacdo Experimental de Fruticultura da Embrapa Uva e Vinho, Vacaria, RS, e no
INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), Angers, Franca. As
macieiras foram enxertadas em plantas da cultivar ‘Gala’, oriundas de sementes,

e mantidas em casa de vegetacéao.

4.2.2 Tratamentos fitossanitarios

Durante o periodo de desenvolvimento, as macieiras sofreram infeccéo
natural com oidio (Podosphaera leucotricha (Ellis & Evhart) Salmon.). Esta
doenca foi inicialmente controlada com a aplicacdo semanal de fungicidas

(difenoconazole e triadimenol) e apds trés semanas, com a aplicacdo de
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bicarbonato de sédio (1,5 g.L™), duas vezes por semana. As aplicacdes foram

suspensas uma semana antes das inoculagdes.

TABELA 1. Acessos de macieira usados como diferenciadoras de racas de Venturia inaequalis.
Bento Gongalves, RS. 2005.

. e Gene de
Acesso Reacao caracteristica P
resisténcia
Malus x domestica Gala Suscetivel Nenhum
M. x domestica Golden Delicious  Suscetivel Vg
M. pumila TSR34T132 Diferenciadora da raca 2 ndo nomeado
M. pumila niedzwtziana Geneva Diferenciadora da raca 3 ndo nomeado
M. pumila TSR33T239 Diferenciadora da raga 4 ndo nomeado
M. micromalus 9-AR2T196 Diferenciadora da raca 5 vm
M. floribunda clone 821 Progenitora gene Vf, suscetivel raca 7 Vi, Vfh
M. x domestica Prima Suscetivel a raca 6 Vi, Vg
M. x domestica Florina Suscetivel & raca 6 Vi, Vg

4.2.3 Obtencao dos isolados de Venturia inaequalis

Folhas com lesdes de sarna foram coletadas em pomares de trés
municipios do Rio Grande do Sul e trés de Santa Catarina (Tabela 2). Apenas
amostras de uma lesdo de cada local foi suspensa em agua destilada esterilizada
(ADE). Esta suspenséo foi diluida e transferida para placas de Petri contendo
meio BDA (batata, 200; dextrose, 15; agar, 15 g.L™) suplementado com iprodione
(1 mg.L™Y) e tetraciclina (25 mg.L™). As placas foram incubadas a 20 °C, com luz
constante, por duas a trés semanas. A seguir isolados monoconidiais foram

obtidos e mantidos em meio BDA acido (pH 4,2).

4.2.4 Producéo de inoculo

Uma suspenséao conidial de cada isolado foi incubada em placas de Petri
contendo BDA diluido + extrato de levedura (BDAd+EL) (batata; 40; dextrose, 5;
agar, 17; extrato de levedura, 3 g.L™") e incubadas sob luz constante a 16 °C.

ApoOs 15 dias de incubacéo, as placas foram lavadas com ADE. A suspensao foi
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centrifugada a 8609 g., por 20 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado suspendido em ADE (KEITT & PALMITER, 1938). As suspensfes

foram ajustadas para 2 a 2,5 x 10° conidios.mL™.

TABELA 2. Origem dos isolados de Venturia inaequalis. Bento Gongalves, RS.

2005.

Isolado Municipio Pomar Cultivar Data de

Coleta
A8-3 Vacaria, RS Schio Fuji Nov/2005
A55-2 Monte Alegre, RS Schio Fuji Nov/2005
A58-3 Monte Alegre, RS Schio Fuiji Nov/2005
A69-2 Cambara, RS Cambara Braeburn Dez/2005
Al19-4 Sao Joaquim, SC Irapua Fuji Nov/2005
A26-1 Sao Joaquim, SC Epagri Fuiji Nov/2005
A27-1 Bom Jardim da Serra, SC Fuji Nov/2005
A31-2 Fraiburgo, SC Fazenda RM Gala Nov/2005
A33-3 Fraiburgo, SC Fazenda PR Gala Nov/2005

4.2.5 Método de inoculacao de plantas

A inoculacdo foi feita com base em protocolo anteriormente descrito
(PARISI et al.,, 1993), com algumas modificacbes. Para cada isolado, foram
inoculadas duas plantas de cada uma das nove diferenciadoras. A inoculagéo foi
feita em no minimo trés folhas apicais jovens e nédo totalmente expandidas, nas
quais a suspensao de conidios foi aspergida até o ponto de gotejamento. Para
cada acesso, uma planta foi igualmente aspergida com ADE e mantida como
testemunha. Depois da inoculagdo, as macieiras foram incubadas por 48 h, no
escuro, UR 90-100% e 16 a 20 °C. Apés este periodo as plantas foram mantidas

em casa de vegetacdo, +23 °C.
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4.2.6 Avaliacdes

As reacbes das macieiras foram registradas aos seis, nove, 12, 20 e 30
dias apos a inoculacao. Aos 20 dias, a incidéncia (nimero de folhas com sinais), a
severidade, o tipo de reacéo e a esporulacao de trés folnas em cada planta foram
determinadas. Para o clone 821 de M. floribunda, a ultima avaliacao foi feita aos
30 dias. A severidade foi estimada usando-se a seguinte escala (PARISI et al.,
1993; CROXALL et al., 1952): zero = sem sinais e/ou sintomas; 1 = zero-1%; 2 =
1-5%; 3 = 5-10%; 4 = 10-25%; 5 = 25-50%; 6 = 50-75%; e, 7 = 75-100% de area
foliar com sinais. As folhas também foram avaliadas quanto ao tipo de reacéo.
Essa classificacao foi baseada em escala previamente descrita (CHEVALIER et
al., 1991), com algumas modificacées: A = auséncia de sinais e/ou sintomas; D =
deformacédo; P = pontuacdes (reacdo de hipersensibilidade); C = clorose, N =
necrose, e; S = sinais (miceélio e conidios). Neste trabalho, o termo “pontuacdes”
refere-se a area do tecido foliar que entrou em colapso e formou uma depressao
(CHEVALIER et al.,, 1991); e “clorose” refere-se a degradacdo da clorofila,
induzindo ou ndo a cor amarela ou vermelha (CHEVALIER et al., 1991; PARISI et
al., 1993; PARISI & LESPINASSE, 1996).

Conforme o tipo de reacéo, as folhas foram classificadas em classes de
resisténcia (CHEVALIER et al.,, 1991): classe Zero) sem sinais e/ou sintomas;
classe 1) reacdo de hipersensibilidade; classe 2) resistente, clorose e/ou necrose
sem esporulagéo; classe 3a) resisténcia fraca, clorose e/ou necrose com pouca
esporulacédo; classe 3b) suscetibilidade fraca, clorose e/ou necrose com
esporulagdo evidente; e, classe 4) suscetivel, esporulacdo abundante. Para

determinar a esporulacdo as folhas foram colocadas em solucdo de Tween
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(0,001%), submetidas ao ultra-som (Thornton, T50) por 90 s e o0s conidios

coletados foram quantificados em hemacitdémetro.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas os isolados testados foram identificados como pertencentes a raca 1
de V. inaequalis. As cultivares Gala e Golden Delicious apresentaram sinais e
sintomas tipicos de sarna da macieira com todos os isolados testados. Para a
maioria das interagcdes, 0 surgimento destas reacdes tornou-se
macroscopicamente visivel entre nove e 12 dias apds a inoculacdo. Na maioria
das interacdes, a producdo de conidios foi maior em ‘Gala’ do que em ‘Golden
Delicious’. Para os outros sete acessos, as reacfes observadas foram de
resisténcia. Foi observada auséncia de sinais e/ou sintomas, além de sintomas

como deformacéao foliar, pontuacdes, clorose e necrose (Tabela 3 e Figura 1).

Nas condicbes do Sul do Brasil ‘Golden Delicious’ € menos suscetivel a
sarna da macieira do que ‘Gala’ (CAMILO & DENARDI, 2002). A mesma situacéo
foi relatada quando estas cultivares sdo inoculadas em casa de vegetacao
(PARISI & LESPINASSE, 1996). Entretanto, também ha experimentos em que
‘Golden Delicious’ apresentou maior severidade do que ‘Gala’ em condigbes
controladas de inoculacdo e incubacdo (BENAOUF & PARISI, 1997). Na Suécia,
a severidade em ‘Golden Delicious’ foi relatada como maior do que em ‘Gala’ em
pomares do Sudoeste e iguais, em pomares do Sudeste (SANDSKAR &
LILJEROTH, 2005). Em experimentos realizados na EPAGRI (Empresa de

Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina), ‘Gala’, ‘Golden
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Delicious’ e ‘Fuji’ apresentaram lesdes com abundante esporulacéo, entre 10 e 14
dias apods a inoculacdo. As macieiras foram inoculadas e mantidas em camara de
inoculagdo por 48 h, UR 100% e 18 °C (BONETI et al., 2001b). Embora as
condicbes de incubacdo durante as primeiras 48 h tenham sido semelhantes as
utilizadas neste trabalho, as diferencas observadas podem ter sido devidas as
condicbes de temperatura e umidade na casa de vegetacdo, para onde as
macieiras foram transferidas apos 48 h. Neste trabalho, a severidade em ‘Gala’ foi
maior do que em ‘Golden Delicious’ quando inoculadas com os isolados A8-3,
A55-2 e A58-3. Com os outros seis isolados, a severidade em ‘Golden Delicious’
foi maior do que em ‘Gala’. A variacdo observada foi maior pelo efeito dos
isolados do que pelos acessos de macieira (Tabela 3).

A determinacdo das racas prevalentes em determinado pais pode ser
usada para definir barreiras fitossanitarias para fruta importada de paises onde
ocorrem racgas que podem quebrar a resisténcia das cultivares utilizadas no local.
A definicdo deste tipo de medida no Brasil deve ser embasada no conhecimento

prévio sobre a existéncia das ragas de V. inaequalis.

Mais de 90% da maca produzida no Brasil pertence as cultivares Gala e
Fuji e suas mutagfes, que sdo suscetiveis a sarna da macieira (OLIVEIRA et al.,
2005). Algumas das cultivares lancadas pelo programa de melhoramento da
Estacdo Experimental de Cacador / EPAGRI possuem resisténcia a sarna da
macieira. As cultivares Duquesa, (DENARDI & CAMILO, 1998), Fred Hough
(DENARDI & CAMILO, 1994), EPAGRI 402 — Catarina (BONETI et al., 1996) e
Primicia (DENARDI et al., 1988) possuem resisténcia conferida pelo gene Vf,
oriundo do clone 821 de M. floribunda, presente na genealogia destas cultivares.

Entretanto estas macieiras ndo tém sido plantadas extensivamente em pomares
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comerciais, 0 que mantém a pressdao de selecdo do patdgeno para o

desenvolvimento de novas ragas de V. inaequalis em niveis baixos.

Em trés regides do nordeste da Espanha, as ragas 1, 2, 3, 5, 6 e 7 foram
identificadas. A raca 1 foi identificada apenas em La Tallada, regido de Gerona.
Na regidao de Navarra, as racas 3 e 5 foram identificadas em Tudela e a raca 7,
em Santesteban. As racas 2 e 6 foram identificadas nas trés regibes, Gerona,
Navarra e Guipuzcoa (MARTINEZ-BILBAO & MURILLO, 2005). Na Dinamarca as
racas 1 a 7 foram identificadas em um pomar em Arslev através da avaliacdo de
16 diferenciadoras com ind6culo natural (BENGTSSON et al., 2000). A
identificag8o de racas de V. inaequalis presentes na Suécia foi feita em camara
de crescimento e em campo. Em camara de crescimento cinco racas foram
identificadas, em Stockholm e Ranna apenas as racas 1 e 2; em Alnarp, as racas
1, 2 e 3; em Balsgard e Kivik, as racas 1, 2, 3 e 4; e, em Hallstahammar, as racas
1, 2, 3 e 6. No campo, em Alnarp, foram identificadas as mesmas trés racas
identificadas com o experimento em camara de crescimento. Em Kivik, além das
quatro racas identificadas em camara de crescimento, foi encontrada também a

raca 7 (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005).

O sistema de identificacdo das racas hoje disponivel pode ser considerado
precério, pois sdo altamente influenciados por condi¢des ambientais tais como
temperatura, umidade e presenca de outros fitopatdégenos. O sucesso do sistema
em casa de vegetacdo depende, entre outras coisas, da idade da planta,
qualidade e quantidade de in6culo e condi¢des pré e pods-inoculacdo. Macieiras
contendo folhas com quatro a 100 dias de idade foram inoculadas (1,5 x 10*
conidios.mL™) com V. inaequalis e mantidas em camara Gmida por 24 h. Apds

uma, duas, trés e seis semanas em casa de vegetacdo a 20 °C e UR 70%, as
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avaliacOes feitas nestas folhas mostraram que os conidios de V. inaequalis
podem infectar a superficie das folhas de macieira em qualquer idade. Em folhas
jovens, o micélio cresceu mais rapido e os sintomas se tornaram visiveis antes do
que em folhas maduras. Em folhas maduras com trés a quatro meses de idade, o
micélio cresceu lentamente e em quantidade insuficiente para apresentar
sintomas visuais. Porém, algumas destas lesfes sem sintomas visiveis
produziram conidios. Ou seja, a resisténcia ontogénica nao impede
completamente os conidios de infectarem ou penetrarem nas folhas, mas pode
impedir a visualizacdo macroscopica das lesdes (LI & XU, 2002).

Os trabalhos de identificacdo de ragas de V. inaequalis variam em relacao
ao ambiente de pré e pos-inoculacdo, a quantidade de macieiras diferenciadoras
e ao numero de isolados. Em levantamento realizado na Espanha, os autores néo
relataram as condicbes de pré e pos-inoculacdo nem o numero de isolados
utilizados. A identificacao foi feita com inéculo (2,5 x 10° conidio.mL™) preparado
a partir de folhas com lesbes de sarna coletadas em pomares comerciais e
domésticos. Foram usados sete acessos de plantas diferenciadoras: ‘Gala’, M.
pumila TSR34T132, M. pumila niedzwtziana Geneva, M. pumila TSR33T239, M.
micromalus 9-AR2T196, M. floribunda clone 821 e ‘Prima’ (MARTINEZ-BILBAO &
MURILLO, 2005), as quais também foram utilizadas neste trabalho. Na Dinamarca
a identificagdo de ragas foi feita através da avaliacdo de 16 diferenciadoras com
in6culo natural. As macieiras foram enxertadas e plantadas em um pomar em
Arslev e, ap0s quatro anos, avaliadas quanto ao tipo de sintomas nas folhas e
frutos (BENGTSSON et al., 2000). Dos nove acessos utilizados neste trabalho,
apenas ‘Gala’ ndo estava presente no pomar de Arslev, onde havia trés controles

suscetiveis, uma hospedeira diferenciadora para a ra¢ga 2, uma para a raga 3,
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uma para a raca 4 e trés para a raca 5, além de seis macieiras portadoras do
gene Vi, entre elas o clone 821 de M. floribunda. A identificacdo de racas de V.
inaequalis presentes na Suécia foi feita em camara de crescimento e em campo.
Em camara de crescimento foram usados 13 isolados oriundos de folhas frescas
e congeladas e isolados monoconidiais, ajustados para 2 a 3 x 10° conidios.mL™.
As condicdes de incubacéo foram 18 a 20 °C, UR 100% e auséncia de luz, e apos
dois dias, casa de vegetacdo com UR 80% ou mantidas na camara de
crescimento. Trés semanas apos a inoculacao, as plantas foram avaliadas quanto
ao tipo de reacdo nas folhas e namero de folhas com sinais. No campo, a
identificacdo de racas foi feita com inoculo natural. As macieiras foram plantadas
em vasos, 0s quais foram colocados em pomares ndo podados. As avaliacdes
foram feitas apds um e trés meses. Para os dois experimentos, 13 acessos de
macieira foram usados (SANDSKAR & LILJEROTH, 2005), nove dos quais

também foram utilizados neste trabalho.

O patégeno V. inaequalis possui alta taxa de polimorfismo (TENZER &
GESSLER, 1999) e varios genes de aviruléncia (BOONE, 1971). Isto sugere a
existéncia de um grande numero de racas fisiologicas (SANDSKAR &
LILJEROTH, 2005), embora somente oito tenham sido descritas até o momento

(BUS et al., 2005a).

Este € o primeiro relato de racas de V. inaequalis presentes no Brasil e na
América do Sul. A raca 1 foi encontrada nos municipios de Vacaria, Monte Alegre
e Cambard, no Estado do Rio Grande do Sul, e Sdo Joaquim, Bom Jardim da
Serra e Fraiburgo, no Estado de Santa Catarina. Apesar disso, ndo se pode
descartar a possibilidade da existéncia de outras ragas ou, até mesmo, de racas

diferentes das oito descritas até o momento. Para uma investigacdo mais
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completa sobre a existéncia de ragas de V. inaequalis seria desejavel usar um
grande numero de isolados, de diferentes regides, o que além de ser trabalhoso e

demorado, certamente sera dispendioso.



TABELA 3. Reag0es de acessos de macieira a isolados da raca 1 de Venturia inaequalis. Bento Gongalves, RS. 2006.
Incidéncia . @ Apa“?c'me”to dos Nl]m(_ero méd'?, de 2 % (5 ®) Suscetivel ou
Isolado Acessos o@D Severidade sinais e/ou conidios x 10 “/cm Reacéo Classes -
(%) sintomas (dias) © @ Resistente

Malus x domestica Gala 100 50 12 1,11 Cs 4 S
M. x domestica Golden Delicious 83 2,0 12 0,22 CNS 2,4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 6 0,00 DCN 0,2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 12 0,00 ADN 0,2 R
A8-3 M. pumila TSR33T239 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 12 0,00 AD 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 20 0,00 AC 0,2 R
M. x domestica Gala 100 4,8 9 2,36 Cs 4 S
M. x domestica Golden Delicious 83 2,2 9 0,43 Cs 4,2 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 9 0,00 ADC 0,2 R
A55-2 M. pumila TSR33T239 0 0,0 6 0,00 AP 0,1 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 PN 1,2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Florina 0 0,0 6 0,00 ADC 0,2 R
M. x domestica Gala 100 3,7 12 2,03 CSs 4 S
M. x domestica Golden Delicious 100 2,8 12 0,68 Cs 4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 9 0,00 DCN 2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 9 0,00 C 2 R
A58-3 M. pumila TSR33T239 0 0,0 9 0,00 AC 0,2 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 20 0,00 AD 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 9 0,00 AC 0,2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Gala 100 4,0 12 1,20 Cs 4 S
M. x domestica Golden Delicious 100 6,0 12 4,63 Cs 4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 9 0,00 CN 2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 9 0,00 AC 0,2 R
A69-2 M. pumila TSR33T239 0 0,0 6 0,00 ACN 0,2 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 PCN 1,2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 6 0,00 C 2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 20 0,00 APC 0,2 R
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‘continuagdo’ TABELA 3. Reagfes de acessos de macieira a isolados da raca 1 de Venturia inaequalis. Bento Gongalves, RS. 2006.

Aparecimento dos Nimero médio de

Isolado Acessos Inuger(lgla Severidade @ sinais e/ou conidios x 10 */cm?  Reagdo®  Classes®© Suscetivel ou
(%) sintomas (dias) © @ Resistente
M. x domestica Gala 83 3,2 12 0,31 Cs 2,4 S
M. x domestica Golden Delicious 66 4,5 12 2,53 Cs 2,4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 9 0,00 AC 0,2 R
A19-4 M. pumila TSR33T239 0 0,0 12 0,00 AP 0,1 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 12 0,00 AP 0,1 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 12 0,00 C 2 R
M. x domestica Prima 0 0,0 12 0,00 AC 0,2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
M. x domestica Gala 83 2,0 12 0,05 Cs 2,4 S
M. x domestica Golden Delicious 100 2,2 12 0,33 Cs 4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 9 0,00 CN 2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 9 0,00 AC 0,2 R
A26-1 M. pumila TSR33T239 0 0,0 12 0,00 AP 0,1 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 9 0,00 AC 0,2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Florina 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Gala 83 2,6 12 0,14 Cs 2,4 S
M. x domestica Golden Delicious 50 4,0 6 0,93 Cs 2,4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 6 0,00 ACD 0,2 R
A27-1 M. pumila TSR33T239 0 0,0 9 0,00 ADP 0,1 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 AP 0,1 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 6 0,00 ACN 0,2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 6 0,00 DCN 0,2 R
M. x domestica Gala 100 3,8 12 1,15 CNS 4 S
M. x domestica Golden Delicious 100 4,7 9 0,97 DCS 4 S
M. pumila TSR34T132 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 12 0,00 DPC 1,2 R
A31-2 M. pumila TSR33T239 0 0,0 9 0,00 APC 0,1,2 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 ACN 0,2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 6 0,00 PN 1,2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 - 0,00 A 0 R



‘continuagdo’ TABELA 3. Reagfes de acessos de macieira a isolados da raca 1 de Venturia inaequalis. Bento Gongalves, RS. 2006.

Aparecimento dos Nimero médio de

Isolado Acessos Inuger(lgla Severidade @ sinais e/ou conidios x 10 */cm?  Reagdo®  Classes®© Suscetivel ou
(%) sintomas (dias) © @ Resistente

M. x domestica Gala 100 2,5 6 0,25 Cs 4 S

M. x domestica Golden Delicious 100 3,7 6 2,15 Cs 4 S

M. pumila TSR34T132 0 0,0 6 0,00 ACN 0,2 R

M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 6 0,00 C 2 R
A33-3 M. pumila TSR33T239 0 0,0 6 0,00 AP 0,1 R

M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 PCN 1,2 R

M. floribunda clone 821 0 0,0 6 0,00 C 2 R

M. x domestica Prima 0 0,0 9 0,00 APC 0,1,2 R

M. x domestica Florina 0 0,0 6 0,00 APC 0,12 R

Wpercentagem de folhas (6) com sinais.
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@Média de severidade nas folhas com sinais de acordo com a seguinte escala (PARISI et al., 1993; CROXALL et al., 1952): zero = sem sinais e/ou sintomas; 1 = zero-1%; 2 = 1-5%; 3 = 5-10%; 4 =

10-25%; 5 = 25-50%; 6 = 50-75%; e, 7 = 75-100% de area foliar com sinais.

®Dias ap6s a inoculagdo em que iniciou o0 aparecimento de sinais e/ou sintomas. Periodos observados: 6, 9, 12, 20 e 30 dias.
“Namero médio de conidios x 10° por cm? de tecido foliar.

®A = auséncia de sinais e/ou sintomas; D = deformacéo; P = pontuagbes; C = clorose; N = necrose; e, S = sinais.

®Zero) sem sinais e/ou sintomas; 1) reagdo de hipersensibilidade; 2) resistente = clorose e/ou necrose sem esporulagéo; 3a) resisténcia fraca = clorose e/ou necrose com pouca esporulagéo; 3b)

suscetibilidade fraca = clorose e/ou necrose com esporulacao evidente; e, 4) suscetivel = esporulagédo abundante (CHEVALIER et al., 1991).
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Isolado ‘Gala’ ‘Golden ‘TSR34T132  ‘Geneva’  ‘TSR33T239 ‘9-AR2T196'  Clone 821 :

o Prima’ ‘Florina’
Delicious

A8-3

A19-4

A33-3

FIGURA 1. Reac¢fes observadas entre nove acessos de macieiras diferenciadoras de ragas de Venturia inaequalis com trés isolados. Bento Gongalves, RS.
2006.



CAPITULO IV

5. VIRULENCIA DE Venturia inaequalis EM FOLHAS DE MACIEIRA

DESTACADAS OU NAO

5.1 INTRODUCAO

A sarna da macieira, causada pelo fungo Venturia inaequalis (Cke.)
Wint., € uma doenga amplamente distribuida ocorrendo em todas as regiées do
mundo onde as macieiras sdo cultivadas. Este ascomiceto filamentoso
pertence a familia Venturiaceae e possui fase anamorfa correspondente a
Spilocaea pomi Fr.. E um fungo heterotalico com ciclo sexual anual, seguido
por varios ciclos de reproducéo assexual (MACHARDY, 1996).

O estudo da viruléncia de V. inaequalis em macieiras tem sido feito no
campo, com inéculo natural, e em ambiente controlado (SANDSKAR &
GUSTAFSSON, 2004; SANDSKAR & GUSTAFSSON, 2002; PARISI &
LESPINASSE, 1996; CHEVALIER & PARISI, 1991). Estas técnicas exigem
bastante tempo e sado altamente influenciadas por condicdes ambientais nao
controladas tais como temperatura, umidade e presenca de outros
fitopatdgenos. O sucesso da selecdo em ambiente controlado depende, entre

outras coisas, da idade de planta, qualidade e quantidade de in6culo e
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condicbes pré e pos-inoculacdo. Além disso, estes métodos exigem grande
quantidade de plantas, limitando o numero de isolados que podem ser
avaliados durante uma estacédo experimental.

Diferentes técnicas tém sido avaliadas para simplificar estes testes.
Comparactes entre infeccdes de sarna em folhas destacadas de macieiras
crescidas in vitro e em casa de vegetacdo demonstram que o método de
inoculacdo em folhas destacadas pode ser usado para avaliar a resisténcia de
cultivares de macieira (IVANICKA et al., 1996; YEPES & ALDWINCKLE, 1993b;
YEPES & ALDWINCKLE, 1993a; CHEVALIER & PARISI, 1991). A pré-
penetracdo e a penetracdo de V. inaequalis ocorrem de maneira diferente em
plantas crescidas in vitro e em casa de vegetacdo. Entretanto, apds a
penetracdo, a expressao da resisténcia ocorre igualmente em ambas as
plantas (YEPES & ALDWINCKLE, 1993a).

As interacdes entre V. inaequalis e Malus sp. também podem ser
reproduzidas em discos de folhas crescidas em casa de vegetacdo (BENAOUF
& PARISI, 1998) e em folhas destacadas de macieiras crescidas em casa de
vegetacdo (NICHOLSON et al.,, 1972). Estes métodos possibilitam reduzir
consideravelmente a area foliar requerida para estudos de interagdo. O método
de inoculagdo em folhas destacadas tem sido usado em estudos de
caracterizacdo de proteinas de V. inaequalis (WIN et al., 2003) e infeccéo por
V. inaequalis em macieiras (LIEBHARD et al., 2003).

A viruléncia de fitopatdgenos foi estudada em folhas destacadas para
varios patossistemas. Uma comparacdo entre avaliagbes de campo, casa de
vegetacdo e folhas destacadas de Lycopersicum esculentum, para a

resisténcia a Alternaria solani, mostrou que os resultados obtidos em campo e
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em casa de vegetacdo sao correspondentes. Entretanto, os resultados obtidos
com o meétodo de folhas destacadas se mostraram inconsistentes em relacéo
aos obtidos no campo e em casa de vegetacdo (FOOLAD et al., 2000). Para as
interagbes entre Triticum aestivum e Giberela o método de inoculagdo por
gotas em folhas destacadas de trigo tem se mostrado promissor para distinguir
fontes especificas de resisténcia quando estas informacdes sdo combinadas
com informacdes sobre a genealogia da variedade de trigo (BROWNE et al.,
2005). Para o patossistema Magnaporthe grisea x Oryza sativa este método
tem sido bem caracterizado e confirmado com testes padrédo, podendo ser
usado nos programas de melhoramento para identificar novas fontes de
resisténcia a brusone do arroz (JIA et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi comparar as reacdes de folhas de macieira

destacadas ou ndo quando inoculadas com V. inaequalis.



5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Acessos de macieira

Foram utilizados nove acessos de macieira (Tabela 1). As estacas foram
obtidas na Estacdo Experimental de Fruticultura da Embrapa Uva e Vinho,
Vacaria, RS, e no INRA (Institut National de la Recherche Agronomique),
Angers, Franca. As estacas foram enxertadas em macieiras da cultivar ‘Gala’,

oriundas de sementes, e mantidas em casa de vegetacao.

5.2.2 Tratamentos fitossanitarios

Durante o periodo de desenvolvimento, as macieiras sofreram infec¢ao
natural com oidio (Podosphaera leucotricha (Ellis & Evhart) Salmon.). Esta
doenca foi inicialmente controlada com a aplicacdo semanal de fungicidas
(difenoconazole e triadimenol) e apdés trés semanas, com a aplicacdo de
bicarbonato de sédio (1,5 g.L™%), duas v]ezes por semana. As aplicacdes foram

suspensas uma semana antes das inoculagdes.
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TABELA 1. Acessos de macieiras inoculados com Venturia inaequalis. Bento
Goncalves, RS. 2005.

Acesso Caracteristicas
Malus x domestica Gala Suscetivel
M. x domestica Golden Delicious Suscetivel
M. pumila TSR34T132 Diferenciadora da raca 2
M. pumila niedzwtziana Geneva Diferenciadora da raca 3
M. pumila TSR33T239 Diferenciadora da raca 4
M. micromalus 9-AR2T196 Diferenciadora da raca 5
M. floribunda clone 821 Progenitora do gene Vf, suscetivel a raca 7
M. x domestica Prima Suscetivel araca 6
M. x domestica Florina Suscetivel a raca 6

5.2.3 Obtencéo dos isolados de Venturia inaequalis

Folhas com lesbes de sarna foram coletadas em pomares de dois
municipios do Rio Grande do Sul e um de Santa Catarina (Tabela 2). Apenas
amostras de uma lesdo de cada local foi suspensa em agua destilada
esterilizada (ADE). Esta suspensdo foi diluida e transferida para placas de Petri
contendo meio BDA (batata, 200; dextrose, 15; agar, 15 g.L™) suplementado
com iprodione (1 mg.L™?) e tetraciclina (25 mg.L™). As placas foram incubadas a
20 °C, com luz constante, por 2 a 3 semanas. A seguir isolados monoconidiais
foram obtidos, através do método de diluicdo seriada e mantidos em meio BDA

acido (pH 4,2).

5.2.4 Producéo de in6culo

Uma suspenséo conidial de cada isolado foi incubada em placas de Petri
contendo BDA diluido + extrato de levedura (BDAd+EL) (batata; 40; dextrose,
5: 4gar, 17; extrato de levedura, 3 g.L™) e incubadas sob luz constante a 16 °C.
ApoOs 15 dias de incubacéo, as placas foram lavadas com ADE. A suspensao

foi centrifugada a 8609 g., por 20 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
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ao precipitado foi adicionado ADE (KEITT & PALMITER, 1938). As suspensdes

foram ajustadas para 2 a 2,5 x 10° conidios.mL™.

TABELA 2. Origem dos isolados de Venturia inaequalis inoculados em nove
acessos de macieiras. Bento Gongalves, RS. 2005.

Isolado Origem Cultivar Data de Coleta

A8-3 Vacaria, RS Fuji Nov/2005
A58-3 Monte Alegre, RS Fuji Nov/2005
A33-3 Fraiburgo, SC Gala Nov/2005

5.2.5 Método de inoculacéo por gotas em folhas dest  acadas

Para cada isolado, quatro folhas jovens nao totalmente expandidas de
cada acesso foram destacadas. Imediatamente apos a coleta as folhas tiveram
0 extremo distal do peciolo envolvido por algoddo umedecido em ADE e foram
colocadas em placas de Petri (duas por placa) contendo 15 mL de meio agar
agua (10 g,L™* 4gar). A inoculagéo foi feita colocando-se quatro gotas, de 5 pL
cada, sobre cada folha. Uma folha de cada acesso foi inoculada com ADE e
mantida como testemunha. As placas foram vedadas e incubadas a 19 °C, com

fotoperiodo controlado de 18 h.

5.2.6 Método de inoculacdo por aspersdao em folhas

destacadas

Para cada isolado, quatro folhas jovens nao totalmente expandidas de
cada acesso foram destacadas. Imediatamente ap0s a coleta as folhas tiveram
0 extremo distal do peciolo envolvido por algoddo umedecido em ADE e foram

colocadas em placas de Petri (duas por placa) contendo 15 mL de meio agar
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agua (10 g,L™ agar). As folhas foram aspergidas com a suspensao conidial até
o ponto de gotejamento. Para cada acesso, uma folha foi igualmente aspergida
com ADE e mantida como testemunha. As placas foram vedadas e incubadas a
17 °C, no escuro, por 48 h. Apos este periodo as folhas foram secadas em

papel toalha esterilizado e incubadas a 19 °C, com fotoperiodo de 18 h.

5.2.7 Método de inoculacdo em folhas ndo destacadas

Para cada acesso foram utilizadas duas plantas. A inoculacao foi feita no
apice das plantas com no minimo trés folhas jovens né&o totalmente
expandidas. A suspensdo conidial foi aspergida nas plantas com um
pulverizador manual até o ponto de gotejamento. Para cada variedade, uma
planta foi igualmente pulverizada com ADE e mantida como testemunha.
Depois da inoculagcédo, as macieiras foram incubadas por 48 h, UR 90-100%,
16-20 °C, no escuro. Apos este periodo as plantas foram mantidas em casa de

vegetacao, +23 °C.

5.2.8 Avaliacdes

As reacdes das folhas destacadas e ndo destacadas foram registradas
aos seis, nove, 12, 20 e 30 dias apoés a inoculacdo. Na ultima avaliacdo, aos 20
dias, foi determinado o tipo de reacdo. Essa classificacdo foi baseada em

escala previamente descrita (CHEVALIER et al., 1991), com algumas

modificacdes: A = auséncia de sinais e/ou sintomas; D = deformacéo; P

pontuacdes (reacdo de hipersensibilidade); C = clorose, N = necrose, €; S =
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sinais (micélio e conidios). Neste trabalho, o termo “pontuacdes” refere-se a
area do tecido foliar que entrou em colapso e formou uma depresséo
(CHEVALIER et al., 1991); e “clorose” refere-se a degradacdo da clorofila,
induzindo ou ndo a cor amarela ou vermelha (CHEVALIER et al., 1991; PARISI
et al., 1993; PARISI & LESPINASSE, 1996). Para o clone 821 de M. floribunda
a ultima avaliacao foi feita ao 30 dias. Nas folhas destacadas inoculadas por
gotas, foram removidos discos (0,38 cm?) do local da inoculacdo para a
contagem de conidios produzidos. Os discos foram colocados em tubos
contendo solucdo de Tween (0,001%), submetidos ao ultra-som (Thornton,
T50) por 90 s e a concentracao de conidios estimada em hemacitémetro.

Nas folhas destacadas inoculadas pelo método de aspersédo a nas nao
destacadas, a incidéncia foi determinada pelo nimero de folhas com sinais.
Para avaliar a producdo de conidios as folhas foram, individualmente,
colocadas em solucdo de Tween (0,001%) e submetidas ao ultra-som
(Thornton, T50) por 90 s, para a liberacdo dos esporos. Foi mensurada a area
das folhas que apresentaram conidios (LI-3100 Area Meter, LI-COR Inc.) e a

concentracéo deles foi determinada em hemacitémetro.



5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As interagbes entre espécies de Malus e isolados de V. inaequalis,
observadas nas folhas ndo destacadas, inoculadas por aspersdao em casa de
vegetacdo, foram reproduzidas em folhas destacadas (Figura 1 e Tabela 3).
Apesar disso, este método ainda pode ser melhorado. Os resultados obtidos pelo
meétodo de inoculacao por gotas diferiram dos obtidos nas folhas ndo destacadas.
E provavel que apds ajustes neste método o seu uso possa ser de grande
utilidade vista a facilidade de avaliar os sintomas em uma regido de area definida.
Na Figura 1 sdo apresentadas figuras das reacdes observadas nas interacdes das
folhas de macieira inoculadas pelos trés métodos com o isolado A8-3.

Tem sido relatado que folhas destacadas de plantas crescidas em casa de
vegetacdo e em campo permanecem intactas por poucos dias quando colocadas
em placas de Petri contendo papel filtro umedecido devido a producdo de
compostos fendlicos e rapida necrose dos tecidos (SMEREKA et al., 1987). Este
problema néo foi constatado no método usado no trabalho ora relatado apesar de
ocorrer ocasionalmente a perda de algumas folhas e, possivelmente, a maior vida
uatil observada seja devido a protecdo do extremo do peddnculo utilizado nos

experimentos e ao ambiente fornecido na placa de Petri. Folhas destacadas de
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plantas crescidas in vitro, também apresentam baixa frequéncia de
decomposicédo, pois estas normalmente ndo produzem grandes quantidades de
compostos fenolicos (YEPES & ALDWINCKLE, 1993b). Nas folhas destacadas
inoculadas por gotas, estas permaneceram visiveis por longo periodo o que pode
ser a causa das necroses observadas em muitas interacbes e podem ter
mascarado outras reacdes. Esta reacdo necroética poderd ser prevenida pela
secagem das gotas de suspensdo antes da expressao dos sintomas. Outros
relatos confirmam que a necrose também pode ocorrer se o sitio original de
inoculacao for secado e a area for novamente coberta por agua (NICHOLSON et
al., 1972). Este fato foi confirmado quando utilizado o método de inoculagédo por
aspersdao em folhas destacadas, as quais mesmo sendo secadas, em alguns

casos apresentaram necrose (Tabela 3).

5.3.1 Reacdes de folhas destacadas inoculadas porg otas

Os trés isolados de V. inaequalis foram capazes de induzir sintomas tipicos
de sarna nas folhas destacadas das cultivares ‘Gala’ e ‘Golden Delicious’,
inoculadas por gotas (Tabela 3). As folhas destacadas comecaram a apresentar
sinais macroscopicamente visiveis apos nove dias de incubacédo (Tabela 4). Com
a inoculacdo por gotas, a producdo de conidios do isolado A8-3 foi maior nas
folhas destacadas de ‘Gala’ do que de ‘Golden Delicious’, enquanto que com 0s
isolados A33-3 e A58-3 ocorreu o contrario (Tabela 3).

Os acessos M. pumila TSR34T132, M. pumila niedzwtziana Geneva, M.
pumila TSR33T239 e M. micromalus 9-AR2T196, diferenciadoras das racas 2, 3,
4 e 5, respectivamente, mostraram-se resistentes aos trés isolados com o método

de inoculagédo por gotas (Tabela 3). As folhas destacadas apresentaram reacéo
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de necrose e sinais. Embora tenha sido notada a presenca de sinais em algumas
destas interacdes, a recuperacdo de 0,3 e 0,4 x 10° conidios / cm? de area foliar,
foi considerado muito baixo para caracterizar reacdo de suscetibilidade (Tabela
3), sendo estas consideradas reacfes de resisténcia. As folhas destacadas do
clone 821 de M. floribunda, inoculadas por gotas, apresentaram reacdo de
resisténcia, expressada por necrose e sinais. A interacao entre este clone e o
isolado A58-3 resultou na presenca de sinais sobre os pontos de inoculacdo. Sete
discos foliares, de um total de 16, foram recuperados. A producdo de conidios
nestes discos foi de 7,4 x 10° conidios / cm? de tecido foliar (Tabela 3). Esta
producdo foi equivalente a 14,2% da producdo observada na interacdo entre o
controle suscetivel ‘Gala’ com o mesmo isolado e foi considerada reacdo de
resisténcia. A cultivar Prima mostrou-se suscetivel aos trés isolados de V.
inaequalis. ‘Florina’ foi suscetivel aos isolados A8-3 e A33-3, e resistente ao A58-

3 (Tabela 3).

5.3.2 Reacdao das folhas destacadas inoculadas pora  spersao

Os trés isolados de V. inaequalis foram capazes de induzir sintomas tipicos
de sarna nas folhas destacadas das cultivares Gala e Golden Delicious quando
inoculadas por aspersdo (Tabela 3). As folhas destacadas comecaram a
apresentar sinais macroscopicamente visiveis 12 dias ap0s a inoculacdo (Tabela
4). Com o método de inoculacdo por asperséo a producdo de conidios do isolado
A8-3 foi maior em folhas de ‘Gala’ do que de ‘Golden Delicious’, enquanto que
com os isolados A33-3 e A58-3 a producéo foi maior em ‘Golden Delicious’

(Tabela 3).
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Com a inoculacdo por aspersao, as folhas destacadas dos acessos M.
pumila TSR34T132, M. pumila niedzwtziana Geneva, M. pumila TSR33T239 e M.
micromalus 9-AR2T196, apresentaram auséncia de sinais e/ou sintomas, clorose
e necrose. Nao foi observada producdo de conidios nestas interacdoes de
resisténcia. Nas folhas do clone 821 de M. floribunda, notou-se auséncia de sinais
e/ou sintomas (Tabela 3). As cultivares Prima e Florina mostraram-se resistentes
quando inoculadas por aspersdo com os trés isolados e ndo foram observados

sinais e/ou sintomas de sarna (Tabela 3).

5.3.3 Comparacéao das reacOes entre folhas de maciei ra destacadas e
nao destacadas

Nos controles suscetiveis ‘Gala’ e ‘Golden Delicious’ foi possivel reproduzir,
nas folhas destacadas, os sinais de sarna observados em folhas ndo destacadas
(Tabela 3). Nas folhas ndo destacadas os sinais tornaram-se macroscopicamente
visiveis seis a 12 dias ap0s inoculacéo. O periodo observado para o aparecimento
dos sinais nas folhas destacadas inoculadas por aspersao foi de 12 dias e, por
gotas, nove dias apds a inoculacdo (Tabela 4). Em folhas destacadas de
macieiras crescidas in vitro, o aparecimento das lesGes de sarna iniciou 20 a 30
dias apds a inoculacdo, enquanto nas plantas enxertadas as lesdes tornaram-se
visiveis sete a 15 dias ap0s a inoculacdo. A inoculagéo destas folhas foi feita por
aspersdo (10° conidios.mL™). As condicdes de incubacdo foram 19 °C e
fotoperiodo de 16 h (YEPES & ALDWINCKLE, 1993b).

A producédo de conidios em folhas destacadas inoculadas por gotas e por
aspersao com os isolados A8-3 e A58-3, foi correspondente a producéo

observada nas nao destacadas. Ou seja, ‘Gala’ produziu maior quantidade de
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conidios do que ‘Golden Delicious’. Com o isolado A33-3, a producéo de conidios
foi maior em ‘Golden Delicious’ nas folhas ndo destacadas, o inverso foi
observado na interacao entre este isolado nas folhas destacadas inoculadas pelos
dois métodos (Tabela 3). Ha relatos que a cultivar Golden Delicious € menos
suscetivel do que ‘Gala’, quando estas sédo inoculadas em casa de vegetacéo
(PARISI & LESPINASSE, 1996).

As reacgOes observadas nas folhas destacadas dos acessos M. pumila
TSR34T132, M. pumila niedzwtziana Geneva, M. pumila TSR33T239, M.
micromalus 9-AR2T196 e clone 821 de M. florifunda, inoculadas por gotas e por
aspersdao com os trés isolados de V. inaequalis, ndo foram idénticas as
observadas nas ndo destacadas, porém, em termos de suscetibilidade ou
resisténcia, os resultados foram semelhantes (Tabela 3). Trabalhos prévios
mostraram que a inoculacao por gotas em folhas destacadas de macieira, permite
reproduzir as interagbes entre Malus sp. e V. inaequalis (NICHOLSON et al.,
1972). Estes autores usaram gotas de 20 a 30 uL com concentracdes de 10 a 40
x 10° conidios.mL™ e incubaram as placas em casa de vegetacdo, sem mencionar
as condicbes ambientais. Enquanto neste trabalho usou-se valores menores,
gotas de 5 pL e in6culo na concentracdo de 2 a 2,5 x 10° conidios.mL™ e
condicbes de incubacao controladas. Os quatro acessos de macieiras usados
foram diferentes daqueles usados neste trabalho (Tabela 1), porém, com
caracteristicas semelhantes. Foram testados um acesso resistente as racas 1, 2,
3 e 4, e suscetivel a raca 5: clone 333-9 de M. antrosanguinea; um resistente as
racas 1, 3, 4 e 5 e suscetivel a raca 2: ‘Russian 384-1’; um resistente as racas 1 a
5: clone 612-1 de M. floribunda; e, um suscetivel as racas 1 a 5: ‘Red Delicious’

(NICHOLSON et al., 1972). Porém, se neste trabalho tivessem sido testados
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apenas 0S acess0s com as mesmas caracteristicas dos citados anteriormente,
respectivamente, M. micromalus 9-AR2T196, M. pumila TSR34T132, clone 821
de M. floribunda e ‘Gala’, se poderia concluir que o método de inoculacdo por
gotas em folhas destacadas, como descrito neste trabalho, reproduz as interacdes
observadas em folhas ndo destacadas.

Entretanto, comparando-se os resultados obtidos para ‘Prima’ e ‘Florina’
em folhas destacadas, inoculadas por gotas, e ndo destacadas (Tabela 3), esta
conclusdo ndo é correta. No entanto, as reacdes observadas nas folhas
destacadas destas cultivares, inoculadas por aspersao, foram semelhantes as
observadas em folhas n&do destacadas e em termos de suscetibilidade ou
resisténcia, foram iguais (Tabela 3).

O desenvolvimento de sinais nas folhas destacadas de macieiras
resistentes pode ser devido a variaveis ambientais, como temperatura e umidade,
e quantidade de inoculo, que influenciam no processo de infeccdo de folhas de
macieira por V. inaequalis (HARTMAN et al., 1999; MACHARDY, 1996). Macieiras
resistentes a V. inaequalis podem apresentar esporulacdo em condi¢cbes de alta
umidade (DUREL et al., 2003). A concentracéo de inoculo utilizada neste trabalho
para as inoculagcdes em folhas destacadas, 2 a 2,5 x 10° conidios.mL™, e a
manutencdo das folhas com indculo suspenso em agua por longo periodo pode
ter sido uma condic¢ao diferente da observada em pomares comerciais causando
uma reacgéo atipica de sinais e sintomas.

Ambos os métodos de inoculagdo em folhas destacadas podem ser
ajustados. A inoculagcédo por gotas poderia ser feita com menor concentracao de
conidios e reducdo do periodo de permanéncia das gotas sobre as folhas, como

feito na inoculacao por aspersédo. Nos dois métodos, a umidade dentro das placas
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de Petri poderia ser controlada pela substituicdo do meio agar agua por papel
filtro levemente umedecido.

A inoculacdo por gotas em folhas destacadas foi usada em estudos de
infeccéo de V. inaequalis em macieiras (LIEBHARD et al., 2003). As condicdes de
incubacdo das folhas foram semelhantes as usadas neste trabalho: placas
contendo meio agar agua (1%) e incubagdo a 19 °C com fotoperiodo de 16 h.
Entretanto, algumas diferencas foram observadas na inoculac&o: inéculo com 10°
conidios.mL™ e 10 a 15 folhas por placa de Petri, as quais continham &gar 4gua
ou papel filtro umedecido como substrato (LIEBHARD et al., 2003; YEPES &
ALDWINCKLE, 1993b). Folhas destacadas de macieiras também foram usadas
em estudos de caracterizacdo de proteinas de V. inaequalis (WIN et al., 2003). As
folhas jovens expandidas foram colocadas em placas de Petri contendo papel
filtro umedecido e inoculadas com gotas de 20 a 50 pL de in6culo com 3 x 10*
conidios.mL™. As condicdes de incubacdo foram idénticas as usadas neste
trabalho.

Estudar a aviruléncia de V. inaequalis a espécies de Malus em folhas
destacadas de macieira é vantajoso, pois permite fazer uma primeira selegcéo de
macieiras resistentes em ambiente controlado em um periodo curto, e exige
pouco espaco fisico o que diminui o custo da pesquisa. Além disso, estudar estas
reacdoes em uma mesma planta torna-se vantajoso quando a quantidade de
germoplasma é limitada e permite aumentar o tamanho das populacdes de
plantas e isolados a serem avaliados, comparativamente ao método de

inoculacdo em folhas nédo destacadas em casa de vegetacao.
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Inoculagéo ‘Gala’ Golden = .ygpasT132  ‘Geneva®  ‘TSR33T239° ‘9-AR2T196'  Clone 821 ‘

S Prima’ ‘Florina’
Delicious

Por Gotas

Por
Asperséo

Plantas
Enxertadas

FIGURA 1. Reacao de nove acessos de macieiras inoculados com o isolado A8-3 de Venturia inaequalis com trés métodos de inoculacdo. Bento
Gongalves, RS. 2006.



TABELA 3. Reacgdes da interagdo de nove acessos de macieira com trés isolados de Venturia inaequalis, com trés métodos de inoculagdo. Bento Gongalves, RS. 2006.
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Métodos de Inoculagdo

Numero total de discos recuperados em quatro folhas Nimero méaximo: 16 discos.

uséncia de sinais e/ou sintomas; D = deformagéo; P = pontuagﬁes C =clorose; N = necrose; e, S = sinais.

Numero médio de conidios x 10° por disco (0,38 cm )
Percentagem média de folhas com sinais.
*Nuimero médio de conidios x 103 por cm2 de tecido foliar.

Gotas em Folhas Destacadas Aspersdo em Folhas Destac  adas Aspersdo em Folhas ndo Destacadas
Acessos Reacdo’ Fg:;crzss . Conidios ® Reacdo Incidéncia *  Conidios ° Reacéo Incidéncia  Conidios °
Isolado A8-3
M. x domestica Gala S 16 14,3 CS 100 294,4 CSsS 100 111,1
M. x domestica Golden Delicious S 10 5,0 CS 75 80,4 CNS 83 22,0
M. pumila TSR34T132 N 7 0,0 A 0 0,0 DCN 0 0,0
M. pumila niedzwtziana Geneva N 12 0,0 C 0 0,0 ADN 0 0,0
M. pumila TSR33T239 NS 16 0,1 N 0 0,0 CN 0 0,0
M. micromalus 9-AR2T196 N 12 0,0 N 0 0,0 CN 0 0,0
M. floribunda clone 821 N 8 0,0 A 0 0,0 AD 0 0,0
M. x domestica Prima S 16 19,5 A 0 0,0 ACN 0 0,0
M. x domestica Florina NS 16 5,9 A 0 0,0 AC 0 0,0
Isolado A58-3
M. x domestica Gala S 16 20,1 CS 100 89,0 CSs 100 203,4
M. x domestica Golden Delicious S 13 24,3 CS 100 136,6 CS 100 67,8
M. pumila TSR34T132 N 10 0,0 N 0 0,0 DCN 0 0,0
M. pumila niedzwtziana Geneva N 13 0,0 C 0 0,0 C 0 0,0
M. pumila TSR33T239 N 9 0,0 N 0 0,0 AC 0 0,0
M. micromalus 9-AR2T196 NS 14 0,1 N 0 0,0 ACN 0 0,0
M. floribunda clone 821 S 7 2,9 A 0 0,0 AD 0 0,0
M. x domestica Prima S 16 16,5 A 0 0,0 AC 0 0,0
M. x domestica Florina S 11 1,5 A 0 0,0 A 0 0,0
Isolado A33-3
M. x domestica Gala S 16 13,8 CS 75 20,3 CS 100 24,9
M. x domestica Golden Delicious S 16 19,2 CS 75 42,2 CS 100 214,8
M. pumila TSR34T132 N 11 0,0 N 0 0,0 ACN 0 0,0
M. pumila niedzwtziana Geneva NS 12 0,2 C 0 0,0 C 0 0,0
M. pumila TSR33T239 N 10 0,0 A 0 0,0 AP 0 0,0
M. micromalus 9-AR2T196 N 12 0,0 N 0 0,0 PCN 0 0,0
M. floribunda clone 821 N 11 0,0 A 0 0,0 C 0 0,0
M. x domestica Prima S 16 11,6 A 0 0,0 APC 0 0,0
M. x domestlca Florina S 12 7,0 A 0 0,0 APC 0 0,0
A
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TABELA 4. Aparecimento dos sinais e/ou sintomas observados nas interacdes entre nove acessos de macieira com trés isolados de Venturia
inaequalis, com trés métodos de inoculagdo. Bento Gongalves, RS. 2006.
Aparecimento dos sinais e/ou sintomas (dias)

ACESSOS _ Folhas destacadas Folhas destacadas inoculadas _ Folhas ndo destacadas
inoculadas por gotas por aspersao inoculadas por aspersao
A8-3 A58-3 A33-3 A8-3 A58-3 A33-3 A8-3 A58-3 A33-3

Malus x domestica Gala 9t 9 9 12 12 12 12 12 6
M. x domestica Golden Delicious 9 9 9 12 12 12 12 12 6
M. pumila TSR34T132 9 9 6 - 9 9 6 9 6
M. pumila niedzwtziana Geneva 6 6 6 - 9 9 12 9 6
M. pumila TSR33T239 6 6 9 9 9 - 6 9 6
M. micromalus 9-AR2T196 6 6 6 9 9 9 6 12 6
M. floribunda clone 821 12 20 6 - - - 12 20 6
M. x domestica Prima 9 12 9 - - - 12 9 9
M. x domestica Florina 9 12 6 - - - 20 - 6

a

i

Periodos avaliados: 6, 9, 12, 20 e 30 dias.



CAPITULO V

6. AVALIACAO DA RESISTENCIA DE ACESSOS DE MACIEIRAS ANTIGAS A

Venturia inaequalis

6.1 INTRODUCAO

A sarna da macieira, causada pelo fungo Venturia inaequalis (Cke.) Wint.,
ocasiona perdas econbmicas significativas em muitos paises produtores de
macads. No Brasil as principais variedades de macieira em uso comercial sao
‘Gala’ e ‘Fuji’ e suas mutacdes, representando mais 90% da producdo nacional
(OLIVEIRA et al., 2005) e sao altamente suscetiveis a sarna.

O controle desta doenca requer cerca de 15 aplicacbes de fungicidas por
ano, dependendo das condi¢Bes climaticas, gerando alto custo de producédo
(MACHARDY, 1996). O controle dessa doenca pode ser obtido pela introducéao,
em macieiras cultivadas, de genes de resisténcia encontrados em diferentes
espécies de Malus (WILLIAMS & KUC, 1969).

O gene Vi, derivado do clone 821 da espécie silvestre Malus floribunda,
tem sido bastante usado nos programas de melhoramento para resisténcia a
sarna da macieira, estando em mais de 80% das cultivares langcadas como

resistentes a sarna até o momento (LAURENS, 2005). A resisténcia associada ao
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gene Vf foi considerada duravel, pois as cultivares mantiveram-se resistentes por
mais de 50 anos. Entretanto, com o surgimento das ragas 6 e 7 de V. inaequalis,
na Europa, a resisténcia codificada por este gene foi superada. A raca 6 €
virulenta & maioria das cultivares VI, mas avirulenta ao clone 821 de M.
floribunda (PARISI et al., 1993; ROBERTS & CRUTE, 1994), que possui também
o gene Vfh (BENAOUF & PARISI, 2000). A raga 7 se caracteriza por ser virulenta
ao clone 821 de M. floribunda, mas avirulenta a ‘Golden Delicious’, portadora do
gene Vg (BENAOUF & PARISI, 2000; PARISI et al.,, 2000). Estes eventos,
mostram que 0S genes maiores, mais faceis de serem usados em programas de
melhoramento, podem ser mais facilmente superados pelo desenvolvimento de
novas racas (TARTARINI et al., 2004).

Cultivares de macieira dotadas de resisténcia a sarna da macieira tém sido
liberadas em diversos paises (KORBAN et al, 2003a; NYBOM, 2004,
KHANIZADEH et al.,, 2003; KHANIZADEH et al.,, 2006), inclusive no Brasil
(BONETI et al., 1996; DENARDI & CAMILO, 1998).

O surgimento de racgas de V. inaequalis capazes de superar a resisténcia
existente nos materiais lancados aponta para a necessidade de exploracdo de
novas fontes de resisténcia nos programas de melhoramento brasileiros, incluindo
resisténcia quantitativa.

Programas de melhoramento de varios paises tém montado cole¢cbes de
macieiras antigas ou locais. O termo “macieiras antigas” refere-se a macieiras
plantadas ha mais de 50 anos, em propriedades rurais e pomares caseiros, que
continuam produzindo e sobrevivendo mesmo sem tratamentos fitossanitarios.
Essas plantas sdo avaliadas quanto as suas caracteristicas agron6micas e

resisténcia a doencas, especialmente, a sarna (LAURENS et al., 2004,
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LEFRANCQ et al., 2004; ROEN et al., 2004; DAPENA & BLAZQUEZ, 2004). Na
Hungria, varias cultivares de macieira, com 30 a 100 anos, foram identificadas
como promissoras fontes genéticas para a obtencdo de novas cultivares (TOTH et
al., 2004). Cinco cultivares da regido de Carpathians, Ucrania, foram testadas
quanto a resisténcia a sarna da macieira, entre outras caracteristicas de
importancia comercial. Todas elas, ‘Zimnica’, ‘Kamyanka’, ‘Baracke’, ‘Dimyanka’ e
‘Dobrokvaska’, mostraram-se resistentes, com poucas e pequenas lesdes de
sarna, demonstrando que sdo uma importante fonte genética para ser usada em
programas de melhoramento (ZAYATS, 2000). Na macieira antiga, de origem
italiana, ‘Durello di Forli’ foi identificado o gene de resisténcia Vd. Este gene
confere alto nivel de resisténcia a isolados da raca 6 de V. inaequalis, podendo
ser usado para reforcar a resisténcia do gene Vf, recentemente superada
(TARTARINI et al., 2004). Na Europa, o consorcio DARE (Durable Apple
Resistance in Europe), estabelecido por varios paises, também tem buscado
detectar fontes de resisténcia duravel a doencas em materiais antigos de macieira
(LESPINASSE et al., 2000).

Acessos de macieiras antigas, oriundos do Estado do Rio Grande do Sul,
constituem uma reserva genética para esta cultura. Estas plantas, possuem
origem desconhecida podendo ser locais ou introduzidas. Algumas destas plantas
antigas apresentaram baixa incidéncia de sarna da macieira, sob condi¢cdes de
in6culo natural, e vém sendo estudadas na Embrapa Uva e Vinho (OLIVEIRA et
al., 2005; VALDEBENITO-SANHUEZA & OLIVEIRA, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de seis acessos de macieiras
antigas, do Rio Grande do Sul, & sarna sob condi¢cbes controladas e com

inoculacao artificial.



6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Acessos de macieira

Dezenove acessos de macieira foram avaliados quanto a resisténcia a V.
inaequalis (Tabela 1). Destes, nove sao macieiras antigas, coletadas em
diferentes municipios do RS (Tabela 2). As estacas foram obtidas na Estacao
Experimental de Fruticultura da Embrapa Uva e Vinho, Vacaria, RS, e no INRA
(Institut National de la Recherche Agronomique), Angers, Franca. As variedades
foram enxertadas em macieiras da cultivar ‘Gala’, oriundas de sementes, e

mantidas em casa de vegetacao.

6.2.2 Tratamentos fitossanitarios

Durante o periodo de desenvolvimento, as macieiras sofreram infeccéo
natural com oidio (Podosphaera leucotricha (Ellis & Evhart) Salmon.). Esta
doenca foi inicialmente controlada com a aplicacdo semanal de fungicidas
(difenoconazole e triadimenol) e apds trés semanas, com a aplicacdo de
bicarbonato de sédio (1,5 g.L ™), duas vezes por semana. As aplicacdes foram

suspensas uma semana antes das inoculacoes.
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TABELA 1. Acessos de macieiras avaliados quanto a resisténcia a Venturia
inaequalis. Bento Gongalves, RS. 2005.

Acessos Caracteristicas
Malus x domestica Gala Suscetivel
M. x domestica Golden Delicious Suscetivel
M. x domestica Fuji Suprema Suscetivel

M. x domestica D1IR99T15
M. x domestica Dalinred
M. x domestica Dilmener Rosenapfel

04

05

06

09

17

18

M. pumila TSR34T132 Diferenciadora da raca 2
M. pumila niedzwtziana Geneva Diferenciadora da raca 3
M. pumila TSR33T239 Diferenciadora da raga 4
M. micromalus 9-AR2T196 Diferenciadora da raca 5
M. floribunda clone 821 Progenitora gene Vf, suscetivel raca 7
M. x domestica Prima Suscetivel raca 6

M. x domestica Florina Suscetivel raca 6

TABELA 2. Local de coleta dos seis acessos de macieiras antigas avaliados
neste experimento. Bento Gongalves, RS. 2006.

Macieira Antiga Origem
04 Vacaria, RS
05 Vacaria, RS
06 Vacaria, RS
09 N&ao-Me-Toque, RS
17 Muliterno, RS
18 Muliterno, RS

6.2.3 Obtencéo do isolado de Venturia inaequalis

Folhas da cultivar Fuji com lesbes de sarna foram coletadas no Pomar
Schio, Vacaria, RS, em novembro de 2005. Amostra de apenas uma lesao foi
suspensa em agua destilada esterilizada (ADE). Esta suspenséo foi diluida e
transferida para placas de Petri contendo meio BDA (batata, 200; dextrose, 15;
agar, 15 g.L™") suplementado com iprodione (1 mg.L™) e tetraciclina (25 mg.L™).

As placas foram incubadas a 20 °C, com luz constante, por 2 a 3 semanas. A
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seguir um isolado monoconidial foi obtido, através do método de diluicdo seriada,

denominado A8-3 e mantido em meio BDA &acido (pH 4,2).

6.2.4 Producéao de inéculo

Para produzir conidios, plantas da cultivar Gala foram aspergidas até o
ponto de gotejamento com uma suspensao de conidios. Depois da inoculacao, as
macieiras foram incubadas por 48 h no escuro, UR 90% e 16 a 20 °C. Apds este
periodo as plantas foram mantidas em casa de vegetacao. Depois de 20 dias as
folnas com lesdes de sarna foram colocadas em solucdo de Tween (0,001%) e
submetidas ao ultrasom (Thornton, T50) por 90 s, para liberar os conidios. A

suspensao foi ajustada para 2,5 x 10° conidios.mL™.

6.2.5 Método de inoculacao de plantas

A inoculacdo foi feita com base em protocolo anteriormente descrito
(PARISI et al., 1993), com algumas modifica¢cées. Foram inoculadas duas plantas
de cada um dos 19 acessos. A inoculacédo foi feita em no minimo trés folhas
apicais jovens e nado totalmente expandidas. A suspensdo de conidios foi
aspergida até o ponto de gotejamento. Para cada acesso, uma planta foi
igualmente aspergida com ADE e mantida como testemunha. Depois da
iInoculacdo, as macieiras foram incubadas por 48 h, no escuro, UR 90-100%, 16 a
20 °C. Apos este periodo as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, +23

°C.
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6.2.6 Avaliacbes

As reacbes das macieiras foram registradas aos seis, nove, 12, 20 e 30
dias apos a inoculacdo. Aos 20 dias apos a inoculacéo a incidéncia (numero de
folhnas com sinais), a severidade, o tipo de reacao e a esporulacdo de trés folhas
em cada planta foram determinadas. Para o clone 821 de M. floribunda, a ultima
avaliacao foi feita aos 30 dias. A severidade foi estimada usando-se a seguinte
escala (PARISI et al., 1993; CROXALL et al., 1952): zero = sem sinais e/ou
sintomas; 1 = zero-1%; 2 = 1-5%; 3 = 5-10%; 4 = 10-25%; 5 = 25-50%; 6 = 50-
75%; e, 7 = 75-100% de area foliar com sinais. As folhas também foram avaliadas
quanto ao tipo de reacdo. Essa classificacdo foi baseada em escala previamente
descrita (CHEVALIER et al., 1991), com algumas modificacfes: A = auséncia de
sinais elou sintomas; D = deformacdo; P = pontuacdes (reacdo de
hipersensibilidade); C = clorose, N = necrose, e; S = sinais (micélio e conidios).
Neste trabalho, o termo “pontuacdes” refere-se a area do tecido foliar que entrou
em colapso e formou uma depressdao (CHEVALIER et al.,, 1991); e “clorose”
refere-se a degradacédo da clorofila, induzindo ou ndo a cor amarela ou vermelha
(CHEVALIER et al., 1991; PARISI et al., 1993; PARISI & LESPINASSE, 1996).

Conforme o tipo de reacado, as folhas foram colocadas em classes de
resisténcia previamente descritas (CHEVALIER et al.,, 1991): classe Zero) sem
sinais e/ou sintomas; classe 1) reacao de hipersensibilidade; classe 2) resistente,
clorose e/ou necrose sem esporulacéo; classe 3a) resisténcia fraca, clorose e/ou
necrose com pouca esporulagéo; classe 3b) suscetibilidade fraca, clorose e/ou
necrose com esporulacdo evidente; e, classe 4) suscetivel, esporulacdo

abundante. Para determinar a esporulagéo as folhas foram colocadas em solucéo
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de Tween (0,001%), submetidas ao ultra-som (Thornton, T50) por 90 s e os

conidios coletados foram quantificados em hemacitémetro.



6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o isolado A8-3 de Venturia inaequalis foi
capaz de induzir les@es tipicas de sarna nas trés cultivares de macieira usadas
como controles suscetiveis, ‘Gala’, ‘Golden Delicious’ e ‘Fuji’ (Figura 1 e Tabela
3). A incidéncia, a severidade e a esporulacdo foram maiores em ‘Gala’ seguida
por ‘Golden Delicious’ e ‘Fuji’. Nas trés cultivares, os sintomas tornaram-se
macroscopicamente visiveis 12 dias apos a inoculacdo (Tabela 3). Na Figura 1
sdo apresentadas figuras das reacdes obtidas na interacdo entre 12 acessos e 0

isolado A8-3.

Nas condicbes do Sul do Brasil ‘Golden Delicious’ € menos suscetivel a
sarna da macieira do que ‘Gala’ (CAMILO & DENARDI, 2002). A mesma situacao
foi relatada quando estas cultivares sdo inoculadas em casa de vegetacao
(PARISI & LESPINASSE, 1996). Entretanto, também ha experimentos em que
‘Golden Delicious’ apresentou maior severidade do que ‘Gala’ em condigbes
controladas de inoculacdo e incubacdo (BENAOUF & PARISI, 1997). Na Suécia,
a severidade em ‘Golden Delicious’ foi relatada como maior do que em ‘Gala’ em
pomares do Sudoeste e iguais, em pomares do Sudeste (SANDSKAR &
LILJEROTH, 2005). Em experimentos realizados na EPAGRI (Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina), ‘Gala’, ‘Golden

Delicious’ e ‘Fuji’ apresentaram lesdes com abundante esporulagéo, entre 10 e 14
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dias apods a inoculacdo. As macieiras foram inoculadas e mantidas em camara de
inoculagdo por 48 h, UR 100% e 18 °C (BONETI et al., 2001b). Embora as
condicbes de incubacdo durante as primeiras 48 h tenham sido semelhantes as
utilizadas neste trabalho, as diferencas observadas podem ter sido devidas as
condicbes de temperatura e umidade na casa de vegetacdo, para onde as
macieiras foram transferidas apés 48 h.

Na selecdo D1R99T15 e nas cultivares Dalinred e Dulmener Rosenapfel
foram observados sintomas de resisténcia ao isolado A8-3 de V. inaequalis. Na
selecdo D1R99T15 os sintomas comecaram a aparecer apds nove dias de
incubacédo e as reacfes observadas foram muito semelhantes as observadas na
cultivar Prima, ou seja, auséncia de sinais e/ou sintomas, clorose e necrose. Na
cultivar Dalinred ndo foram observadas reacfes nas folhas inoculadas e na
‘Dulmener Rosenapfel’, apdés 20 dias de incubacdo, as folhas apresentaram
deformacéo e clorose (Tabela 3).

‘Dulmener Rosenapfel’ € uma macieira antiga, de origem alema, que tem
sido avaliada. Em experimentos realizados em casa de vegetacdo, no INRA,
Franca, esta cultivar ndo apresentou esporulacdo quando inoculada com as racas
1, 6 e 7 de V. inaequalis. Além disso, tem se mostrado resistente a uma gama de
isolados néo caracterizados, coletados na Alemanha, Bélgica, Itélia, Suica,
Franca e Paises Baixos (LAURENS et al., 2004).

Reacdes de suscetibilidade e resisténcia foram observadas nos acessos de
macieiras antigas do Rio Grande do Sul. Os acessos 04 e 17 mostraram-se
suscetiveis ao isolado A8-3. O periodo de aparecimento dos sinais, a incidéncia e
a severidade observadas nestas plantas foram semelhantes as vistas na cultivar

suscetivel Fuji (Tabela 3). Nas macieiras antigas 09 e 18, apds 12 dias de
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incubacédo, foram encontradas reacdes de resisténcia. As reacfes observadas
foram auséncia de sinais e/ou sintomas, clorose e necrose. Nao foram
recuperados conidios nas plantas inoculadas com o isolado A8-3 de V. inaequalis
(Tabela 3). Os acessos 05 e 06 apresentaram clorose e sinais depois de 12 dias
de incubacédo. Os dados de incidéncia, severidade e esporulacdo observados
nestas plantas antigas foram baixos comparando-se com os dados dos controles
suscetiveis ‘Gala’, ‘Golden Delicious’ e ‘Fuji’. Por isso, estas macieiras foram
consideradas resistentes (Tabela 3). Entretanto, a resisténcia observada nos
acessos 05 e 06 pode ser considerada intermediaria.

Os seis acessos de macieiras antigas avaliados neste trabalho estdo em
avaliacdo no campo, no municipio de Vacaria, RS. Resultados preliminares da
safra de 2003-2004 foram publicados (OLIVEIRA et al., 2005; VALDEBENITO-
SANHUEZA & OLIVEIRA, 2006). Os acessos 04 e 09 foram os que apresentaram
maior incidéncia de sarna, cerca de 20 e 21%, respectivamente. A incidéncia
observada nos acessos 18, 05 e 06 foi, aproximadamente, de 12, 7 e 2%,
respectivamente. No 17, ndo foi observada incidéncia de sarna da macieira.

Na Bélgica, foram feitos testes para avaliar a relacdo entre plantulas
selecionadas como resistentes a sarna da macieira em casa de vegetacao e sua
suscetibilidade em condi¢bes naturais de campo. Os resultados mostraram que a
maioria das plantulas selecionadas como resistentes a campo sao derivadas de
plantas selecionadas com baixa suscetibilidade em experimentos de casa de
vegetacdo. Estes resultados destacam que os testes em casa de vegetacao sao
mais severos do que a selecdo sob condi¢bes naturais e assim representam uma
base sélida para a selecdo (LEFRANCQ et al., 2004). Os autores propdem que

um bom ajuste para a selecdo em casa de vegetacdo seria selecionar plantas
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com escala de severidade entre 0 e 3 (PARISI et al.,, 1993; CROXALL et al.,
1952). O acessos D1R99T15, ‘Dalinred’ e ‘Dulmener Rosenapfel e os seis
acessos de macieiras antigas avaliados neste experimento apresentaram
severidade média entre zero e dois, com base na mesma escala diagramatica
(Tabela 3).

Contudo, o nivel de resisténcia das macieiras avaliadas neste experimento
de casa de vegetacdo, pode ser diferente em campo e em outras regides. Um
exemplo disto € a cultivar Red Delicious que foi considerada resistente em
avaliacao feita em casa de vegetacdo no Canada, mas na Europa foi encontrada
como altamente suscetivel no campo (DEWDNEY et al.,, 2000). Cultivares
classificadas como resistentes em testes feitos em casa de vegetacdo nos EUA,
mostraram-se suscetiveis quando colocadas em campo na Inglaterra (WILLIAMS
& BROWN, 1968).

A patrtir dos resultados preliminares obtidos neste trabalho, com avaliacéao
da resisténcia a sarna em casa de vegetacdo, e com os dados de incidéncia de
sarna a campo (VALDEBENITO-SANHUEZA & OLIVEIRA, 2006), os acessos de
macieiras antigas 05 e 06 colocam-se como candidatas a fontes de resisténcia a
sarna. Esta resisténcia pode ser quantitativa, devido as baixas incidéncias
observadas. Entretanto, para a confirmacéo destes resultados, as plantas devem
ser avaliadas quanto a resisténcia a uma maior quantidade de isolados de varias
origens e racas. Além disso, a avaliacdo da progénie resultante do cruzamento
destas macieiras antigas com outros acessos de macieira, ajudara a conhecer a

base genética destas macieiras antigas.
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, ‘Golden P , . , . , ‘Dilmener
Delicious’ Fuji Suprema D1R99T15 Dalinred Rosenapfel

FIGURA 1. Reac¢do das macieiras antigas e outros acessos ao isolado A8-3 de Venturia inaequalis. Bento
Gongalves, RS. 2006.



TABELA 3. Interacdo entre 19 acessos de macieira e o isolado A8-3 de Venturia inaequalis. Bento Goncalves, RS. 2006.
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Numero médio Suscetivel
Acessos Incidéncia @  Severidade ® Periodo latente ®  de conidios x Reacéo ®) Classes © ou
10° por cm 2 Resistente

Malus x domestica Gala 100 50 12 1,11 CS 4 S
M. x domestica Golden Delicious 83 2,0 12 0,22 CNS 2,4 S
M. x domestica Fuji Suprema 66 1,8 12 0,07 CNS 3b, 4 S
M. x domestica D1R99T15 0 0,0 9 0,00 ADN 0,2 R
M. x domestica Dalinred 0 0,0 - 0,00 A 0 R
M. x domestica Dilmener Rosenapfel 0 0,0 20 0,00 DP 0,2 R
04 66 1,8 12 0,05 CSs 3a,4 S
05 33 15 12 0,04 CSs 3a,4 R
06 33 1,0 12 0,01 CSs 3a R
09 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
17 66 1,8 12 0,47 CSs 3b, 4 S
18 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
M. pumila TSR34T132 0 0,0 6 0,00 DCN 0,2 R
M. pumila niedzwtziana Geneva 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
M. pumila TSR33T239 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. micromalus 9-AR2T196 0 0,0 6 0,00 CN 2 R
M. floribunda clone 821 0 0,0 12 0,00 AD 0 R
M. x domestica Prima 0 0,0 12 0,00 ACN 0,2 R
M. x domestica Florina 0 0,0 20 0,00 AC 0,2 R

Wpercentagem de folhas (6) com sinais.

@Média de severidade nas folhas com sinais de acordo com a seguinte escala (PARISI et al., 1993; CROXALL et al., 1952): zero = sem sinais e/ou sintomas;

1 = zero-1%; 2 = 1-5%; 3 = 5-10%; 4 = 10-25%; 5 = 25-50%; 6 = 50-75%; e, 7 = 75-100% de é&rea foliar com sinais.
® Dias apos a inoculagdo em que iniciou o0 aparecimento de sinais e/ou sintomas. Periodos observados: 6, 9, 12, 20 e 30 dias.

“Ntmero médio de conidios x 10° por cm? de tecido foliar.

®A = auséncia de sinais e/ou sintomas; D = deformacédo; P = pontuacfes; C = clorose; N = necrose; e, S = sinais.

©®Média das classes observadas em seis folhas. Zero) sem sinais e/ou sintomas; 1) reacao de hipersensibilidade; 2) resistente = clorose e/ou necrose sem
esporulacdo; 3a) resisténcia fraca = clorose e/ou necrose com pouca esporulacdo; 3b) suscetibilidade fraca = clorose e/ou necrose com esporulacéo
evidente; e, 4) suscetivel = esporulacao abundante (CHEVALIER et al., 1991).



7. CONCLUSOES

Nas condicbes em que os experimentos foram realizados e com base nos
resultados obtidos, conclui-se o seguinte:

1. A producéo de conidios de Venturia inaequalis é estimulada em meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar-Extrato de Levedura (40; 5; 17; 3 g.L™"), ap6s 12
dias de incubacéo a 16 °C e luz constante.

2. Araca 1 de V. inaequalis esta presente nos Estados do Estado do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina.

3. A avaliagédo da reacdo de acessos de macieira a sarna pode ser feita em
folhas destacadas inoculadas por aspersao.

4. Ha evidéncias da presenca de resisténcia a raca 1 de V. inaequalis em

acessos de macieiras antigas oriundos do Estado do Rio Grande do Sul.
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