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Resumo

O trabalho teve como objetivo desenvolver um método para o diagndstico dos principais
fungos associados as doengas do lenho da videira no Alentejo. Foram recolhidas amostras
de videiras de duas castas diferentes Alicante Bouschet e Trincadeira de uma vinha
localizada no Norte Alentejo (Campo Maior), com sintomas de doengas do lenho visiveis
nas folhas das videiras. Foram diagnosticados varios fungos associados as doencas do
lenho, aquando da sequenciacdo do DNA extraido de cada uma das amostras, entre os
quais Phaeoacremonium minimum e Phaemoniella chlamydospora. Estabeleceu-se um
teste de PCR quantitativo multiplex para detecdo e quantificacdo simultanea destes
fungos nas amostras recolhidas em Campo Maior. Os resultados apresentados mostram o
potencial da reacdo PCR Multiplex na detecdo simultdnea e quantificacdo destes dois

fungos, associados as doengas do lenho.

PALAVRAS-CHAVE: Dete¢do, fungos do lenho, identificagio, PCR em tempo real,

vinha.

v



ABSTRACT

Development of a method for diagnosing the main fungi associated with grapevine

trunk diseases in Alentejo.

The aim of this work was to develop a method for diagnosing the main fungi associated
with grapevine trunk diseases in Alentejo. Samples were taken from vines of two different
grape varieties, Alicante Bouschet and Trincadeira, from a vineyard located in the north
of Alentejo (Campo Maior), with symptoms of trunk diseases visible on the leaves of the
vines. Several fungi associated with trunk diseases were diagnosed by sequencing the
DNA extracted from each of the samples, including Phaeoacremonium minimum and
Phaemoniella chlamydospora. A multiplex quantitative PCR test was established for the
simultaneous detection and quantification of these fungi in the samples that were
collected in Campo Maior. The results show the potential of the Multiplex PCR reaction
for the simultaneous detection and quantification of these two fungi associated with trunk

diseases.

KEY WORDS: Detection, trunk fungi, identification, real-time PCR, vines.
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1. Introducio



A videira (Vitis vinifera L.) ¢ uma espécie distribuida mundialmente, devido
principalmente a sua grande capacidade de adaptag@o as diversas condi¢cdes ambientais
(Nogueira et al., 2022). Esta espécie ¢ das mais plantadas em todo o mundo, devido ao
seu alto valor comercial e interesse para producao de uvas de mesa, de passa ou para a

producdo de vinho (Gramaje et al., 2018).

Uma das maiores dificuldades do cultivo da videira ¢ a sua suscetibilidade a uma
ampla gama de agentes patogénicos, como virus, bactérias, nematodes e fungos que
podem provocar varios graus de danos nas vinhas. A vinha ¢€ suscetivel a varias doengas,
de entre as quais as doengas do lenho, que tém extrema importdncia e impacto nesta
cultura, estando distribuidas por todo o mundo e causando prejuizos elevados na
viticultura. As doencas do lenho sdo consideradas as doencas mais destrutivas da videira
nas regides produtoras de uva, e t€ém vindo a ser um motivo de preocupacdo cada vez
maior nos paises produtores de uva e de vinho (Ye et al., 2021). As doengas do lenho sdao
uns dos principais stresses bioticos que afetam a videira e que contribuem para a redugao
da producao e do seu tempo de vida (Chacén et al., 2021). Estas doengas s@o as principais
causadoras da diminui¢cdo do niimero de videiras jovens, principalmente nos paises
europeus (Claverie et al., 2020). O declinio das videiras jovens inclui as doencas P¢é negro,
cujo agente causal ¢ Cylindrocarpon spp. e Doenca de Petri causada por
Phaeoacremonium spp. € Phaeomoniella chlamydospora. As doengas do lenho incluem
ainda a Escoriose Americana causada por fungos do género Phomopsis sendo o principal
Phomopsis  viticola, Escoriose Europeia causada por fungos da familia
Botryosphaeraceae, a Esca causada por  Phaemoniella  chlamydospora,
Phaeoacremonium spp., Fomitiporia mediterranea e Ficus punctata e a Eutipiose

causada por Eutypa spp. sendo a espécie mais disseminada a Eutypa lata.

Os sintomas das doengas do lenho so caraterizados por atraso no desenvolvimento
das plantas, menor vigor, dessecamento de inflorescéncias e cachos, cloroses e/ou
avermelhamento precoce das folhas e morte de bragos ou das plantas completas. Cortes
transversais e/ou longitudinais dos troncos que mostram muitas vezes pontuagdes e lesdes

necroticas.

As doencas do lenho constituem um grande problema principalmente na sua
detegdo precoce porque podem passar despercebidas durante grande parte da sua
evolucdo, manifestando sintomas apenas quando os danos sdo ja irreparaveis. Desta
forma, o diagnostico atempado ¢ de extrema importancia de forma que se limite a rapida
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propagacdo da doenga para videiras saudaveis. Tal ¢ ainda mais importante pelo facto de
ndo existirem tratamentos curativos para a maioria destas doengas que ameagcam 0 nosso

patrimoénio viticola.
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2. Revisao bibliografica
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2.1 A videira no mundo

A videira (Vitis vinifera L.) ¢ considerada uma das culturas mais importantes a nivel
mundial, devido essencialmente ao elevado valor comercial das uvas de mesa, uvas passa

e producdo de vinho (Muntean et al., 2022).

As vinhas de Vitis vinifera estao localizadas principalmente na regido mediterranica
e noutras regides de clima temperado de latitudes entre 30° e 50°, tanto no hemisfério
Norte como no hemisfério Sul, mais especificamente na Europa Central e no sudoeste da
Asia, desde Marrocos e Portugal até ao norte e sul da Alemanha e a Leste até ao norte do
Irdo (Gramaje et al., 2018). A videira encontra-se distribuida praticamente por todo o
mundo (Figura 1), devido principalmente a sua elevada capacidade de adaptagdo

(Nogueira et al., 2022).

O continente europeu, com 3,55 milhdes de hectares de area de vinha e 28,9
milhdes de toneladas de uvas, representa cerca de 50% da drea mundial (FAOSTAT 2013)
e lidera assim a produc@o a nivel mundial (Figura 2), seguido pela Asia (2,04 milhdes de
hectares) (Gramaje et al., 2018). Atualmente, a videira constitui um enorme patrimonio
cultural, além de que esta cultura ¢ muito importante para os paises produtores de vinho

(Nogueira et al., 2022).

A producao de vinho mobiliza elevados valores monetarios, com o mercado global
a atingir mais de 29 mil milhdes de euros em 2020, maioritariamente sob a forma de vinho
engarrafado (OIV, 2020). Assim, qualquer fator que possa conduzir a diminui¢ao do
rendimento, perda de qualidade ou degradagdo da vinha ird afetar substancialmente o

retorno econémico dos produtores (Nogueira et al., 2022).
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Figura 1: Dispersao da cultura da vinha no mundo, area em kha (A) e em %o (B ¢ C)
(Adaptado de: Nogueira et al., 2022).
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Figura 2: Percentagem de produg@o de uvas a nivel mundial (Adaptado de: Muntean et al.,
2022).

2.2 As doencas do lenho, sintomas e impactos na videira

O aparecimento das doencas do lenho esta associado a varios fatores, como por
exemplo alteragdes nas praticas culturais e na gestdo da cultura, proibicdo da aplicagdo
de fungicidas, como o arsenito de sodio, contra fungos causadores das doencas do lenho
(Chacon et al., 2021) e maus sistemas de condugdo e poda (Rubio e Garzoén, 2011). O
aumento da incidéncia destas doengas, nos ultimos anos deve-se essencialmente a fatores

ambientais, culturais e patogénicos (Chacén et al., 2021).

As doencas do lenho provocam varios sintomas nas videiras que sdo observados
nas folhas, nos cachos e no tecido vascular, que rapidamente podem levar a morte da
planta. Fatores como o clima, a propria vinha e o seu modo de gestdo podem levar a
diferentes padrdes de sintomatologia das doengas do lenho (Nogueira et al., 2022). Estas
doengas sdo provocadas por um grupo de fungos que infetam as videiras principalmente
através de feridas de poda, colonizando posteriormente os tecidos vasculares (Mugnai
2011), ou através de aberturas naturais (Gubler et al., 2005). Assim, as feridas da poda
sdo o principal local de entrada dos fungos causadores destas doencas. As doengas do
lenho da videira sdo causadas por varios fungos pertencentes a diferentes familias
(Mondello et al.,2018). Para além das feridas, as doengas do lenho podem ser propagadas
através da plantacdo de bacelos enxertados com infecdo proveniente de viveiro (Chacon
et al., 2021). A libertacdo dos esporos dos fungos e a transmissdo aérea desses esporos de

planta para planta estdo associados principalmente a precipitacdo, a excecdo dos agentes

14



patogénicos causadores da doenca do pé negro, que sdo transmitidos pelo solo (Hrycan et
al., 2020). Os fungos causadores das doengas do lenho libertam esporos que facilmente
alcangam e proliferam nas videiras, pois sdo transportados pela chuva, pelo vento, insetos
ou até mesmo por outros animais ou haver presenca de indculo no solo (Gramaje et al.
2018). Depois, os fungos colonizam os vasos xilémicos das videiras, fazendo com que
haja uma reducdo do fluxo de nutrientes e dgua na planta, e que ocorra libertacdo de
toxinas e haja degradacgdo das paredes celulares dos vasos xilémicos devido a libertagao
de enzimas hidroliticas (Obrador-Sanchez e Hernandez-Martinez, 2020). As videiras tém
um maior risco de infecdo por fungos causadores das doengas do lenho apds a poda,
devido ao elevado numero de feridas numa planta e a probabilidade de ocorréncia de

chuva nesse periodo (Chacon et al., 2021).

Uma das principais dificuldades no controlo destas doencas consiste na
identificacdo de videiras afetadas pelas doengas do lenho, uma vez que os sintomas destas
doengas sdo erraticos e maioritariamente visiveis nas folhas ou nos cachos das videiras,
numa fase ja avangada do ciclo produtivo, o que dificulta a sua identificagdo precoce e
impossibilita muitas vezes a intervencdo atempada. Além disso, existe uma grande
diversidade na expressdo externa dos sintomas, uma vez que os sintomas nas folhas e nos
cachos podem ser visiveis num ano, mas no ano seguinte ndo, estando esta sintomatologia

estreitamente ligada também aos fatores climaticos (Mondello et al., 2018).

As doencas do lenho da videira sdo causadas por fungos colonizadores do xilema e
sdo consideradas doengas de progressdo lenta, com sintomas que por vezes demoram
varios anos a aparecer ap0s infecdo (Hrycan et al., 2020). Estes colonizam a madeira dos
orgdos perenes da videira provocando sintomas como necroses da madeira, descoloragao
da madeira, infe¢des vasculares (Bertsch et al., 2013), presenca de manchas castanhas ou
cancros e descoloragdo e secagem das folhas (Larignon et al., 2009). As videiras afetadas
pelas doencas do lenho apresentam também sintomas como abrolhamento tardio, botdes
mortos, cloroses, apoplexia e desenvolvimento anormal dos 6rgdos da planta. Estes
sintomas surgem muitas vezes associados a estas doengas e podem levar a perda de

produtividade da videira assim como a sua morte (Fontaine et al., 2016).

Em videiras jovens verificam-se sintomas como vigor reduzido, abrolhamento
tardio, ou auséncia de abrolhamento, entrenos curtos, folhagem reduzida, cloroses nas

folhas e folhas com margens necroticas (Gramaje e Armengol, 2011).
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Os agentes patogénicos causadores das doencas do lenho causam frequentemente
infe¢des mistas, ¢ muito raro encontrar uma videira que esteja exclusivamente infetada
por uma unica espécie de fungos. As doencas do lenho sdo causadas essencialmente por

fungos pertencentes aos Filos Basidiomycota e Ascomycota (Baumgartner et al., 2013).

2.3 Incidéncia das doencas do lenho no mundo

Tem-se verificado um aumento da percentagem de sintomas associados a doencas

do lenho a medida que aumenta a idade da videira (Figura 3) (OIV, 2016).
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Figura 3: Comparagdo entre a incidéncia de sintomas de doengas do lenho e a idade da
videira (Adaptado de OIV, 2016).

Segundo dados do OIV, por exemplo, em Espanha, desde 2003 (ano da proibi¢do
do arsenito de sédio em Espanha), as doencas do lenho da videira cresceram de 1,8% de
vinhas afetadas para 10,5% em 2007 (Rubio e Garzon, 2011); cerca de 13% das vinhas
francesas foram afetadas por doengas do lenho; em Italia, verificou-se uma incidéncia de
doengas do lenho da videira de 60% a 80% em algumas vinhas velhas (Muntean et al.,
2022). A OIV estima que todos os anos sdo investidos 1,5 mil milhdes de ddlares no

arranque e replantacdo das vinhas afetadas por estas doengas (OIV, 2016).
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Em Portugal, as doencas do lenho estdo bastante dispersas por todas as regides
viticolas, mostrando uma maior incidéncia nas regides dos Vinhos Verdes, Douro, Dao e
Alentejo. A Escoriose Europeia e a Esca sdo as principais doencas das videiras adultas e

causam danos e perdas econdmicas consideraveis (OIV, 2016).

2.4 Principais doencas do lenho

As principais doengas do lenho que afetam as videiras sdo: Pé Negro e Doenca de
Petri e Esca, Escoriose Europeia, Eutipiose ¢ Escoriose Americana (Mondello et al.,
2018). O P¢é Negro e a Doencga de Petri afetam os bacelos e vinhas jovens (até oito anos
de idade), enquanto doencas como a Esca, a Escoriose Europeia, e a Eutipiose afetam
principalmente vinhas mais velhas, com mais de oito anos de idade (Chacon et al., 2021).
Estas doencas sdo consideradas das doencas mais destrutivas para a vinha, sendo que a
sua propagacao continua ¢ uma ameaca para a sustentabilidade desta cultura no mundo

(Ouadi et al., 2019).

Evidéncias crescentes apoiam a teoria de que as propriedades estruturais do sistema
vascular tém impacto na vulnerabilidade do hospedeiro a agentes patogénicos

responsaveis por doencas do lenho (Pouzoulet et al., 2017).

As videiras podem ser afetadas por uma ou mais doengas do lenho a0 mesmo
tempo, uma vez que as videiras podem ser infetadas com diferentes agentes patogénicos
simultaneamente, devido as varias oportunidades de infecdo ao longo do periodo de vida

da planta (Gramaje et al., 2018).

2.4.1 Pé Negro

Os fungos associados ao Pé Negro e a Doenga de Petri sdo considerados os
principais causadores da morte de vinhas jovens ou porta-enxertos em viveiros (Cardoso
et al., 2014). Os agentes patogénicos do Pé Negro sdo transmitidos pelo solo, e infetam
as raizes e a extremidade basal dos porta-enxertos durante a fase de enraizamento (Hrycan
et al., 2020). Além disso, as plantas-mae dos porta enxertos também sdo consideradas
uma das fontes de indculo de fungos causadores desta doenca (Cardoso et al., 2014). Os
agentes patogénicos causadores desta doenca sdo fungos dos géneros Campylocarpon,

Cylindrocarpon, Cylindrocladiella e Ilyonectria (Armengol., 2013). Os fungos
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causadores da doenca do P¢ negro na videira sdo também considerados saprofitas, uma
vez que tém um ciclo de vida em que as estruturas infeciosas, como os esporos, podem

colonizar os restos da poda das videiras ou estar presentes no solo (Nogueira et al., 2022).

Os sintomas carateristicos da doenca do P¢é Negro incluem reducdo da biomassa
radicular, assim como dos pelos radiculares e manchas necroticas nas raizes da planta
(Figura 4). Além disso, forma-se uma coroa de raizes junto a superficie do solo, de modo
a compensar a perda de raizes funcionais da planta. Quando se remove o ritidoma do
tronco da videira, este apresenta uma coloracdo preta (necrose- Figura 5) (Agusti-Brisach
e Armengol, 2013). Outros sintomas caracteristicos desta patologia sdo a reducdo do
vigor das videiras, folhas pequenas, entrenods curtos, cloroses e até mesmo a morte da

planta (Figura 6) (Gramaje et al., 2018).

4
Figura 4: Raiz de planta afetada com P¢é Figura 5: Pontuagdes e necroses visiveis num corte
Negro (Adaptado de: transversal feito na base da videira (Adaptado de:
www.drapnorte.gov.pt/drapn/conteudos). www.drapnorte.gov.pt/drapn/conteudos).

Figura 6: Videira morta, afetada pelo pé
negro (Adaptado de:
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2.4.2 Doenca de Petri

As espécies de fungos associadas a esta doenca sdo: Phaeomoniella
chlamydospora, vinte e nove espécies do género Phaeoacremonium, Pleurostoma

richardsiae e seis espécies do género Cadophora (Gramaje e Armengol 2011).

As infe¢des com estes fungos originam, no interior do tronco, uma estria com
necrose castanha (Figura 7), que surge devido a proliferagao do fungo dentro e a volta
dos vasos do xilema (Fontaine et al., 2016). Os sintomas foliares associados a Doenca de
Petri s3o muito semelhantes a sintomatologia associada a distirbios abioticos, como por
exemplo os danos causados pelo inverno, pela geada na primavera, stress hidrico e/ou
falta de nutrientes, incluem atrofia, folhagem clorética com margens necréticas (Figura
8), entrend curto, folhas murchas e atraso no abrolhamento (Gramaje et al., 2018). A
Doenga de Petri provoca sintomas visiveis como por exemplo a desnutri¢ao da parte aérea
da videira, devido ao bloqueio dos vasos sistémicos causado pelos fungos desta doenca

(Nogueira et al., 2022).

I‘A .‘ e .. .-

Figua 8 Folha de videiras com sintoma de Doenga de

Figura 7: Tronco de videira

. Petri (A : pt. ime. -de-petri).
afetada pela doenca de Petri etri (Adaptado de: pt.dreamstime.com/doenga-de-petri)

(Adaptado de:
images.app.goo.gl/cAiX7R99K
vkfTWEF37).
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2.4.3 Escoriose Europeia

Escoriose Europeia ou “Botryosphaeria dieback” ¢ uma doenca do lenho causada
por fungos de varias espécies da familia Botryosphaeraceae (Pimenta, 2018). Foram
identificados, até ao momento pelo menos trinta espécies diferentes de fungos causadores
desta doenca (Yang et al., 2017), uma das quais Botryosphaeria spp. Os agentes
patogénicos Diplodia seriata e Neofusicoccum parvum sdo anamorfos desta doenga

(Travadon et al., 2016).

Os fungos das espécies Botryosphaeria tém ciclos de vida com duas fases
alternadas: fase sexuada que ocorre em condigdes desfavoraveis e fase assexuada, nesta
fase formam-se os picnideos, a partir dos quais se libertam os esporos que sdo os conideos
(Sanchez e Hernandez-Martinez, 2020). No inicio da primavera e do ciclo vegetativo da
videira, os esporos (conideos) sdo libertados e transportados principalmente pelo vento
(Denman et al., 2000) infetando a videira, mas apenas quando existem condi¢des
favoraveis, principalmente chuva e humidade relativa elevada. Esta doenga propaga-se

através da penetracdo dos conideos nas feridas da planta ou na madeira recém cortada.

Nao ¢ muito comum detetarem-se sintomas foliares caracteristicos desta doenca,
mas por vezes observam-se manchas clordticas (Figura 9) ou algumas deformagdes das
folhas (Larignon, 2012). Também surgem cancros em torno do local infetado nos troncos
da videira, lesdes nos pampanos (Figura 10), bragos mortos, necroses dos gomos,
podriddo nos bagos e morte dos cachos (Urbez- Torres, 2011). Esta doenca promove o
abrolhamento precoce dos gomos. O lenho pode apresentar fendas castanhas que surgem
no xilema, que sdo sintomas indicativos da morte do lenho (Pimenta, 2018). A proibi¢ao
da utilizagdo do arsenito de s6dio em Portugal, assim como noutros paises, contribuiu
para o aumento da incidéncia desta doenga e para a sua disseminagio nas vinhas (Urbez-

Torres, 2011).
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Figura 9: Folhas de videira com manchas
de- Escoriose Europeia (Adaptado

cloroticas (Adaptado

www.drapc.gov.pt/base/documentos/folh www.ivdp.pt/pt/docs/ficha_escoriose).

eto.pdf).
2.4.5 Escoriose Americana

A Escoriose Americana ou “Phomopsis dieback” ¢ uma doenga do lenho causada
principalmente pelo fungo Phomopsis viticola (Dias, 2010). Os picnideos sdo a estrutura
de hibernacdo do fungo na madeira da videira durante o inverno (periodo de dorméncia
da planta). Quando termina o periodo de dorméncia da videira e inicia o abrolhamento
dos gomos o fungo continua o ciclo vegetativo infetando os novos gomos e os pAmpanos

(Pimenta, 2018).

Os sintomas associados a doenca incluem a diminui¢do da percentagem de
abrolhamento dos gomos infetados pelo fungo, assim como cancros perenes na videira.
Este fungo provoca sintomas visiveis em todos os 6rgdos herbaceos da videira (Urbez-
Torres et al., 2013). Nos sarmentos jovens os sintomas caraterizam-se pela presencga de
pequenos pontos negros ou de lesdes castanhas-picnideos (Figura 11), j4 nos ramos mais
velhos surge um estrangulamento na base do ramo que pode mesmo levar a separacdo do
sarmento do resto da videira (Fontaine et al., 2016). Nas folhas, podem ser observadas
pequenas manchas verdes-palidas ou amarelas com o centro da mancha necrético (Figura
12) (Fontaine et al., 2020). Os sintomas de Escoriose Americana que surgem nas folhas
da videira muitas vezes podem ser associados aos sintomas causados por acaros, ja que
surgem cloroses na folha da videira com o centro da mancha necrético (Pimenta, 2018).
Além destes sintomas, os bagos também podem vir a tornar-se castanhos e murcham
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(Urbez Torres et al., 2013), podendo mesmo ocorrer diminui¢do da produtividade da
planta. Na fase de dorméncia da planta, os sarmentos tém uma coloracdo branca e

pontuagdes negras nos entrends que correspondem aos picnideos (Fontaine et al., 2020).

Figura 11: Taldo de videira salpicada de pontos Figura 12: Folha de videira com pontuagdes
negros (picnideos) (Adaptado de: necrosadas (Adaptado de:
www.syngenta.pt/doencas-do-lenho-escoriose- www.syngenta.pt/doencas-do-lenho-escoriose-
americana-em-vinha). americana-em-vinha).

2.4.6 Esca

As doengas desencadeadas pelos fungos do complexo da Esca continuam a ser as
mais preocupantes na Europa e no mundo (Fontaine at al., 2016). O complexo da Esca ¢
constituido por diferentes fungos que vao originar sintomas que podem ser diferentes de
planta para planta, associado maioritariamente a espécies de fungos do Filo Ascomycota
(Pacetti et al., 2021). Os fungos associados a esta doenca sdo principalmente

Phaemoniella chlamydospora, Phaeoacremonium minimum e Fomitiporia mediterranea

(Gramaje et al., 2018).

Phaemoniella chlamydospora ¢ um Ascomycota endémico em todas as areas
vitivinicolas do mundo. Este fungo tem um grande impacto no declinio de videiras,
conduzindo a perdas econdmicas significativas na produ¢do de uva. Este fungo coloniza
os vasos xilémicos da planta, levando a uma diminui¢do do didmetro do xilema e da

eficacia do funcionamento dos vasos condutores da planta (Pouzoulet et al., 2017).
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Phaeoacremonium minimum ¢ também um fungo Ascomycota que coloniza os
tecidos lenhosos da planta e pode ser transmitido através do solo (Carro-Huerga et al.,
2023). Este fungo -carateriza-se por produzir metabolitos secundarios fitotoxicos
(fitotoxinas) e por segregar enzimas que destroem os polissacaridos das paredes celulares
das células da planta. As estruturas de frutificacdo libertam os esporos sexuados,
ascosporos, que sdo importantes para a dispersao deste fungo a longa distdncia e com
condi¢des adversas. Este fungo também pode reproduzir-se de forma assexuada através
da producao e libertagcdo de esporos assexuados (conideos) (Massonet et al., 2018). Em
estudos anteriores realizados por Pierron et al. 2015, verificou-se que estes fungos sdo
encontrados principalmente em tecidos lenhosos e que se acumulam a volta dos vasos

xilémicos da videira.

O complexo da Esca engloba varias sindromes como Esca, doenga da folha listrada
da videira, apoplexia, sarampo preto, podridao branca e Doenga de Petri (Esca em videiras
jovens) (Claverie et al., 2020). Quando estdo presentes tanto os sintomas foliares da
doenga da folha listrada da videira como a podriddo branca, a videira encontra-se afetada

pela sintomatologia denominada “Esca propriamente dita” (Pacetti et al., 2021).

A Esca ¢ uma doenca que afeta os 6rgdos perenes da videira, produzindo extensas
necroses do lenho da videira, através do desenvolvimento lento e sistémico de fungos
patogénicos (Pouzoulet et al., 2013). As doengas associadas ao complexo da Esca
apresentam sintomas exteriores na planta caracteristicos como a murchidao dos rebentos
e dos cachos, estrias foliares (Figura 13) e corte apoplético (Pacetti et al., 2021). Na
madeira, podem surgir sintomas como necrose central (Figura 14), podriddo branca
(sintoma mais comum da Esca), necrose preta, necrose setorial e podem surgir partes

incolores no xilema (Pimenta, 2018).

Por sua vez, nas folhas da videira surgem muitas vezes necroses foliares, que podem
ter cor amarela nas castas brancas e cor vermelha no caso das castas tintas, as necroses
evoluem desde a margem do limbo até as nervuras centrais da folha (Pimenta, 2018).
Sabe-se que uma maior disponibilidade de nutrientes na planta pode levar a um maior
desenvolvimento dos fungos ao longo do tempo e consequentemente, afetar severamente

o transporte de seiva nas videiras infetadas pela doenca (Lima et al., 2017).

Foram descritas duas formas principais da doenga: (i) forma crénica (ou lenta), que

envolve a descoloragdo das folhas em forma de "risca de tigre" e (ii) forma aguda (ou
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apoplética), que ¢ caracterizada pela secagem rapida das folhas durante o Verdo ou
murchiddo rapida da planta, levando a morte da videira (Ouadi et al., 2019). Parametros

como o tipo de cultivar, forma de poda e clima sdo considerados fatores que afetam o

desenvolvimento da Esca (Travadon et al., 2016).

- 4 an
Figura 13: Sintomas de Esca na folha da videira (Adaptado Figura 14: Sintomas de Esca na
de: www.advid.pt/uploads/DOCUMENTOS). cepa da videira (Adaptado de:
www.advid.pt/uploads/ DOCUMEN
TOS).
2.4.7 Eutipiose

O principal agente patogénico associado a Eutipiose ou “Eutypa dieback” ¢ Eutypa
lata, pertencente ao Filo Ascomycota (Bertsch et al., 2013), no entanto, existem outras
espécies, como Cryptovalsa ampelina e Eutypella spp. que podem estar associadas a esta
doenga (Nogueira et al., 2022). A espécie Eutypa lata ¢ a mais virulenta e a inica espécie

conhecida como responsavel pelos sintomas foliares (Gramaje et al., 2018).

As hifas do fungo proliferam no lenho da videira infetada, através das quais sao
libertados os ascosporos, que sdo dispersos pela chuva, ou pelo vento. Os ascdsporos vao

penetrar numa nova planta através das feridas da poda, infetando-a (Bertsch et al., 2013).

Por sua vez, na planta surgem sintomas como, entrend curto, manchas cloroticas
nas folhas, folhas enroladas e de dimensdes mais pequenas, folhas com necroses nas
margens, cachos mais pequenos (Figura 15), heterogeneidade na maturagdo dos bagos,

queda das folhas e menor taxa de producdo da planta (Pimenta, 2018). Além destes,
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também sdo carateristicos desta doenca sintomas como necroses nos rebentos, fendas nos
tecidos da planta, descoloracdo da madeira, € o destacamento do ritidoma da videira
infetada (Figura 16). Os agentes patogénicos relacionados com esta doenga afetam o

sistema vascular da videira, levando a uma diminui¢do do crescimento vegetativo,

podendo levar a morte da planta (Nogueira et al., 2022).

Figura 15: Vinha com Eutipiose. Cachos mais pequenos.

Figura 16: Destacamento do ritdoma
(Adaptado  de: = www.syngenta.pt/doencas-do-lenho- da planta. (Adaptado de:

eutipiose-em-vinha). www.syngenta.pt/doencas-do-lenho-

eutipiose-em-vinha).
2.5 Métodos de deteciao de fungos causadores de doencas do lenho

Como referido na descri¢do das sintomatologias das doengas do lenho da videira,
os sintomas sao muitas vezes indistintos entre elas e dificeis de identificar precocemente
de modo a poder fazer uma intervencdo curativa ou preventiva. Até ao momento, a
identificacdo de fungos relacionados e causadores das doengas do lenho da videira ¢ feita
principalmente por tecnologias moleculares como ¢ o caso da amplificacdo e

sequenciacdo de fragmentos genémicos (Mondello et al., 2020).

De modo a identificar-se taxonomicamente ao nivel da espécie agentes patogénicos
associados as doengas do lenho, faz-se atualmente uma sequenciagdo de varias regides
genomicas obtidas através do isolamento da cultura pura dos fungos associados a infe¢ao

(Nogueira et al., 2022).
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A identificacdo dos agentes patogénicos causadores de doencas do lenho ¢ possivel
através da utilizacdo de técnicas que permitem fazer a amplificacdo de fragmentos de
DNA, como da reagdo em cadeia da polimerase (PCR convencional), ou através da reagao
de PCR quantitativo ou em tempo real (QPCR) (Campos et al., 2023). Além disso, também
¢ possivel fazer a detegdo destes agentes patogénicos utilizando a reagdo Multiplex PCR

(Agusti-Brisach e Armengol, 2013).

2.5.1 PCR Convencional

A reacdo de PCR convencional, ¢ uma técnica que permite a amplificagdo de
sequéncias especificas de DNA (Caetano-Anolles, 2013). A técnica foi originalmente
descrita por Saiki et al., 1985 onde utilizaram uma DNA polimerase estavel ao calor (7Tag
DNA polimerase) com dois ‘primers’ complementares as sequéncias de DNA nas

extremidades 3" e 5° da regido de DNA a amplificar.

A reacdo PCR com ‘primers’ especificos para cada espécie pode constituir uma
forma facil de detetar fungos tanto em cultura como em tecidos vegetais (Lecomte et al.,
2000). As reagdes de PCR convencional sdo consideradas uma escolha rentavel em
compara¢cdo com outras opcdes de diagnostico molecular para detegdo de agentes

patogénicos das plantas (Hariharan e Prasannath, 2021).

A reagdo PCR convencional, ¢ mais rentavel, porque os reagentes utilizados na
reacdo sdo mais econdmicos € os equipamentos utilizados sdo menos dispendiosos
(Campos et al., 2023), mas por sua vez ¢ menos sensivel do que o PCR quantitativo,
porque a analise ¢ feita em gel e s6 se obtém resultados ao final de 40 ciclos, e por isso
ndo conseguimos ter no¢do da quantidade de moléculas do genoma dos microrganismos

da amostra.

Em estudos anteriores, verificou-se a eficacia do PCR convencional para a detecao
de fungos causadores de doencas do lenho, como por exemplo no estudo realizado por
Vicente et al., 2020, que utilizou o PCR tradicional para detetar o fungo Cadophora luteo-

olivacea, agente causal muito associado a doenga de Petri.
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2.5.2 PCR quantitativo

O PCR quantitativo (qPCR) permite a detecdo e a quantificacio de sequéncias
especificas de DNA ou RNA de fungos fitopatogénicos numa reacdo de PCR em tempo
real (Harihanan et al., 2021). A técnica qPCR utiliza sondas ou ‘primers’ que hibridam
com um local da sequéncia-alvo e, durante a amplificacdo, o nimero de ciclos necessarios
para atingir um nivel limiar de fluorescéncia ¢ utilizado para estimar o nimero inicial de
sequéncias-alvo (Campos et al., 2023). Nesta técnica sdo utilizados agentes de liga¢ao do
DNA de cadeia dupla e corantes fluorescentes como os que sdo utilizados nas sondas
TagMan. As sondas, destinam-se a hibridar com um local interno na sequéncia-alvo
delimitada por ‘primers’ diretos e inversos, tal como definido para PCR convencional
(Campos et al., 2023). A regido considerada para a conce¢ao do iniciador e da sonda tem
de ser especifica do gene alvo (tendo em conta os casos de familias de genes complexas)

e da espécie para garantir a total exatiddo do método (Campos et al., 2023).

Na reacdo PCR quantitativo, sdo utilizadas sondas fluorescentes, que permitem
aumentar a sensibilidade e a especificidade da reacdo (Campos et al., 2023). Quanto mais
intensa for a fluorescéncia, maior serd a concentracio de DNA presente na amostra

(Ribeiro, 2023).

A utilizacdo da reagdo de PCR quantitativo (qPCR), € uma ferramenta bastante util

que permite estudar varios agentes de infe¢ao nas plantas como fungos, virus ou bactérias

(Campos et al., 2019).

A utilizagdo da reagdo qPCR para detetar e quantificar o DNA de fungos associados

as doengas do lenho foi relatada em estudos anteriores (Pouzoulet et al., 2013).

Quando comparada com a qPCR, a reagdo PCR convencional ¢ mais barata, j4 que
o equipamento ¢ menos dispendioso, mas as reagdes qPCR permitem atingir limiares de
dete¢do mais baixos (Campos et al., 2023). A reagdo PCR convencional requer
consideravelmente mais tempo de trabalho do que o PCR quantitativo, ja que a reagdo ¢é

mais simples e rapida de realizar (Espy et al., 2006)

E um método que apresenta grande sensibilidade e especificidade, pois permite a
detecdo e a quantificagdo do DNA presente na amostra a medida que a reagdo decorre,

permitindo detetar, quantificar e amplificar o DNA em simultaneo (Ribeiro, 2023)
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A reagdo qPCR tem um baixo risco de contaminagdo, pois nao requer que sejam

efetuadas manipulagdes pos-amplificacao (Postollec et al., 2011).

Noutros estudos ja tinha sido comprovada a eficacia da técnica de qPCR para
dete¢do de fungos causadores de doengas do lenho (Gainza-Cortés et al 2020, Halleen et

al. 2020, Pouzoulet et al., 2017).

2.5.3 PCR Multiplex

A re¢do PCR multiplex utiliza uma solugdo com varios pares de ‘primers’ e permite
a amplificacdo simultdnea de varios agentes patogénicos numa Unica reagao (Sint et al.,

2012), podendo recorrer tanto ao PCR convencional como ao PCR quantitativo.

Esta técnica ¢ bastante interessante, uma vez que permite reduzir o niimero de
reacdes necessdrias para testar uma amostra para diferentes agentes patogénicos,
envolvidos numa sintomatologia, assim como quando € necessario analisar um grande

numero de amostras, poupando-se tempo e custos (Sint et al., 2012).

Foi desenvolvida, em estudos anteriores realizados por Pouzoulet et al. (2013) uma
reagdo qPCR Multiplex para detetar Phaemoniella chlamydospora e Phaeoacremonium

minimum numa unica reacao de qPCR.

2.6 Formas de minimizar a propagacio e impacto das doencas do lenho

As doengas do lenho da videira, foram apontadas como umas das doengas mais
destrutivas, em 2015 pela OIV, e por essa mesma razao sao bastantes preocupantes para
os viticultores e produtores de vinho (Pimenta, 2018). Atualmente, tem-se verificado um
aumento da incidéncia das doencas do lenho nas videiras, o que ¢ cada vez mais
preocupante para os produtores, uma vez que até a0 momento ndo existem métodos de
controlo eficazes contra estas doengas (Sanchez e Hernandez-Martinez, 2020). Por isso,
¢ fundamental recorrer a algumas praticas para minimizar a dispersdo das doengas do
lenho na vinha. Deste modo, ¢ extremamente importante estarmos atentos aos sintomas
observaveis nas videiras de modo a conseguirmos identificar as plantas afetadas por estas
doengas e podermos tomar os devidos cuidados, como por exemplo marca-las e poda-las
separadamente de modo a evitar a difusdo das doencas pela vinha. Deve também evitar-

se que os ramos resultantes da poda fiquem na vinha, pois os esporos dos fungos

28



causadores destas doengas podem germinar nos restos da poda e infetar plantas saudaveis
através das feridas da planta. Os ramos cortados devem ser removidos da vinha e

queimados. Além disso, a tesoura de poda deve ser descontaminada durante a operagao.

Noutros estudos foram referidas algumas medidas preventivas de doengas do lenho
que podem contribuir para a diminui¢do da sua propagacdo. Fatores como a humidade e
arejamento do solo s3o importantes neste contexto, uma vez que excesso de agua no solo
reduz o arejamento na zona radicular, promovendo o crescimento e desenvolvimento dos
fungos patogénicos do solo associados a estas doengas, criando condigdes para a sua
propagacdo (Gramaje et al., 2018). Outra forma para minimizar a infe¢do consiste em
adotar sistemas de formacdo e de poda que exijam menos feridas de poda, reduzindo
assim o numero de possiveis zonas de entrada de infecdo (Travadon et al., 2016). Em
estudos anteriores, verificou-se que a prote¢ao das feridas de poda com fungicidas reduziu
parcialmente as infe¢cdes causadas por fungos da familia Botryosphaeriaceae, mas nao
mostrou grande eficacia na diminui¢do da proliferacdo de fungos causadores da Doenca
de Petri (Gramaje et al., 2018), uma vez que estes entram maioritariamente pelas raizes.
Também ¢ possivel minimizar a propagagdo de doengas do lenho através da selegdo e
plantagdo de porta-enxertos resistentes aos fungos causadores destas doengas (Ramsing

et al., 2021).

O arsenito de sédio era o unico fungicida, homologado na Europa, para controlar
a Esca, mas foi proibido no inicio do ano 2000, devido a sua toxicidade tanto para os
viticultores como para o ambiente e depois desta proibicdo ndo foi encontrado nenhum
tratamento eficaz para erradicar as doencas do lenho (Mondello et al., 2019). Por este
mesmo motivo, na viticultura, o controlo bioldgico de agentes patogénicos causadores de
doencas do lenho na videira, tem vindo cada vez mais a suscitar curiosidade nos
viticultores e produtores de uva. Nos ultimos anos, tem havido investiga¢des constantes
dedicadas a selecdo de agentes biologicos capazes de limitar e controlar as doengas do
lenho através da redugdo das infecdes das videiras (Mondello et al., 2018). Ultimamente,
verificou-se que a aplicacdo de espécies de Trichoderma nas feridas de poda da videira
leva a uma reducdo dos agentes patogénicos e consequentemente a diminuicdo da
percentagem de plantas infetadas (Bigote et al., 2020). Os agentes bioldgicos de controlo
sdo considerados atualmente os agentes mais eficientes para a gestdo sustentavel das

doencas do lenho tanto na vinha como no viveiro, uma vez que este método de controlo

29



tem um efeito protetor imediato e uma eficacia bastante prolongada e duradoura

(Mondello et al., 2018).

Atualmente ndo s3o conhecidas medidas curativas para o controlo de doencgas
como o P¢é Negro e Doenga de Petri em viveiros e em vinhas jovens (Gramaje et al.,

2018).

Relativamente aos agentes patogénicos causadores da Esca, o tiofanato-metilico
mostrou-se bastante eficaz no controlo de Phaeoacremonium minimum, mas ndo foi
eficiente no combate a Phaemoniella chlamydospora. Verificou-se um controlo mais
eficaz de Phaemoniella chlamydospora através da aplicacdo de Boro nas feridas de poda

(Gramaje et al., 2018).

A identificacdo e classificagdo de agentes patogénicos responsaveis pelo
desenvolvimento de doengas do lenho tem sido um trabalho bastante dificil, uma vez que
existem varios géneros responsaveis pelas doengas do lenho em videiras (Trouillas e

Gubler, 2010a; Mehrabi et al., 2016).
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3. Objetivo
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O objetivo deste trabalho consiste em identificar os fungos associados a plantas
sintomaticas de doengas do lenho em duas castas de videiras do Alentejo (Trincadeira e
Alicante Bouschet). Apo6s a identificagdo, selecionar os fungos mais prevalentes e
desenvolver um método eficaz que permita, rapidamente e de forma sensivel, detetar
esses fungos em material vegetal de videira. Desta forma pretende-se disponibilizar esta
metodologia a viveiristas para a producdo de plantas isentas destes agentes causais de

doencas do lenho.
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4. Materiais e Métodos
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4.1 Marcacgao das videiras na vinha

Em julho de 2022 foram marcadas 15 videiras da casta Trincadeira (T) e 15
videiras da casta Alicante Bouschet (AB), na vinha das Argamassas da Adega Mayor,
em Campo Maior (Figura 17, 18, 19 e 20). Foram marcadas videiras sintomaticas de

varias linhas na vinha (39°02'54"N; 7°05'34"W313 m).

Apenas videiras com sintomatologia visivel na folhagem, associada a doengas do

lenho foram marcadas (Figuras 21, 22 ,23 e 24).

A marcagdo foi feita com uma fita de marcacdo colocada em volta do tronco da
planta doente, para que, quando as amostras fossem recolhidas, na altura em que a videira

ja ndo tivesse folhas fosse possivel identificar quais as plantas que estavam afetadas por

doencas do lenho.

SAmy

Figura 17: Marcacado de videiras da casta Figura 18: Marcacao de videiras da

T com sintomas de doengas do lenho na casta AB com sintomas de doengas do
folnagem na Adega Mayor, Campo lenho na folhagem Adega Mayor,
Maior. Campo Maior.
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Figura 19: Linha com videiras sintomaticas da casta Figura 20: Linha com videiras
Trincadeira. sintomaticas da casta Alicante Bouschet.

Figura 21: Sintomas de doencas do lenho em cachos Figura 22: Sintomas visiveis nas folhas de
e folhas de uma videira. doengas do lenho-folha tigrada.
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Figura 23: Sintomas visiveis em cachos e folhas de Figura 24: Videira com sintomas visiveis de
uma videira afetada com doengas do lenho. doencas do lenho.

35



4.2 Recolha das amostras

Em dezembro de 2022, ap6s a queda das folhas, procedeu-se a recolha das amostras
das plantas marcadas na vinha. As amostras foram recolhidas com uma tesoura de poda,
ou com o tesourdo, cortando partes do sarmento, apanhando a zona de inser¢ao no tronco
principal (Figuras 25 e 26). Foram recolhidas 2 amostras por planta. Algumas das videiras
marcadas ja ndo tinham sarmentos, pois estariam bastante debilitadas devido as doencas
do lenho, nesses casos recolheu-se parte do tronco da videira com o auxilio de um serrote.
As amostras recolhidas foram colocadas em sacos de pléstico transparentes. Cada vez que
eram recolhidas amostras de uma nova planta procedeu-se a descontaminagdo das
tesouras com alcool para garantir que nao haveria contaminac¢ao cruzada das plantas com

os fungos das videiras que ja tinham sido cortadas.

Figura 25: Corte de partes do
sarmento apanhando a zona de
inser¢ao no tronco principal.

Figura 26: Corte das pontas da amostra com a
tesoura de poda.
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4.3 Maceraciao das amostras

O material vegetal utilizado ao longo do ensaio consistia em 15 amostras de T e

15 amostras de AB.

No Laboratério de Micologia, da Universidade de Evora procedeu-se 4 maceragio
das amostras recolhidas. Assim, para cada amostra recolhida no campo, primeiro cortou-
se, com a tesoura de poda, pequenos pedagos da amostra (Figura 27), com sintomas
visiveis, colocou-se no moinho triturador (IKA A10 basic) e os pedagos foram triturados

durante 20s (Figura 28).

Seguidamente, a amostra triturada foi colocada num almofariz e adicionou-se azoto
liquido para uma melhor quebra das células e preservacdo do DNA (Figura 29). Macerou-
se a amostra (Figura 30) e como ilustrado na Figura 31 encheram-se dois microtubos para
cada amostra recolhida que foram mantidos em gelo durante o processo de maceragao.
Entre cada maceracdo desinfetou-se com etanol o moinho, o pincel e a tesoura de poda,
assim como, a bancada de trabalho. Apds a maceracdo de todas as amostras, os

microtubos foram congelados e mantidos a -20°C (Figura 32).

Figura 28: Pedacos da amostra no
moinho triturador.

Figura 27: Corte da amostra em pedagos
mais pequenos com a tesoura de poda.
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Figura 29: Adigao de azoto liquido a amostra Figura 30: Maceragdo da amostra com
triturada. um pildo.

Figura 31: Colocagdo da amostra Figura 32: Caixa com as amostras para
macerada em microtubos. armazenamento a -20 °C.

7 oy

4.4 Extracao do DNA das amostras maceradas

Através do kit de extragdo de DNA, procedeu-se a extragdo do DNA das amostras
maceradas anteriormente, tendo-se utilizado o kit DNeasy Plant minikit (Qiagen, Hilden,

Alemanha) com o protocolo fornecido pelo fabricante.

Depois de feita a extragdo do DNA das amostras, procedeu-se a analise da

quantidade e qualidade de DNA, utilizando o microespectémetro, (Quawell Q9000) de
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modo a perceber se 0 DNA de cada amostra era suficiente e de qualidade para ser
sequenciado, de forma a serem identificadas as espécies de fungos presentes em cada uma

das amostras.

O DNA total extraido foi eluido em 30 ul de tampao de elui¢do e foi enviado para
a empresa STABVida (Caparica, Portugal) para Sequenciacdo de Nova Geragao (NGS)
da regiao ITS.

Foi feita uma nova extragdo de DNA (2° extracdo) de modo a ter disponivel
quantidade suficiente de DNA para poder executar a reacdo de PCR em Tempo Real. A
extracdo do DNA das amostras maceradas foi feita pelo método utilizado na primeira
extragdo, utilizando o kit de extragdo de DNA DNeasy Plant minikit (Qiagen, Hilden,
Alemanha).

4.5 Reacio PCR quantitativo para detecio e quantificacio simultinea de

Phaeoacremonium minimum e Phaemoniella chlamydospora.

Foi realizada uma reacdo PCR multiplex, de modo a serem detetados,
simultaneamente (numa s6 reagdo), no DNA extraido anteriormente, dois dos fungos
encontrados nas amostras- Phaeoacremonium minimum € Phaemoniella chlamydospora.
A detecdo e quantificacdo simultanea de Phaecoacremonium minimum e Phaemoniella
chlamydospora foi realizada através de uma reagdo multiplex PCR em tempo real em
todas as amostras recolhidas na Adega Mayor, Campo Maior. Os ‘primers’ utilizados na
reagdo multiplex PCR ja tinham sido utilizados em estudos anteriores (Halleen et al. 2020
e Gainza-Cortés et al 2020). Assim sendo os ‘primers’ utilizados para a detecdo de
Phaeoacremonium minimum foram: ‘primer’ Forward: 5’- GCTTCGACGTCCTCGA-
3> e o ‘primer’ reverse 5’- GCATTGGCCGGTCTG-3’ e a sonda utilizada foi
CAGAATCTACCCCAGATCATCGACCAGC (5’FAM). Os ‘primers’ utilizados para a
dete¢do de Phaemoniella chlamydospora foram o ‘primer’ Forward: 5’-
GCTGACGACGTCCAGGGTAA-3’ e 0 ‘primer’ reverse 5-
TCAAGGCCGTGTTCACCAGA-3> e a sonda utilizada  PchProbe: 5’-
CCTCGACGACTACAGACGCGCCA-3’ (5'HEX).

A reacdo multiplex PCR foi realizada em placas de 96 pogos (Figura 33).

Primeiramente, foi feita uma mistura de todos os ‘primers’ (400nM de cada um), sonda e
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da Master mix 2x SensiFAST ‘Probe’ Hi-ROX Kit (Meridian Bioscience, Newtown, OH,
USA) (100nM de cada). Depois colocaram-se 17 ul deste “mix” em cada pogo. Em cada
reacdo PCR foram utilizados 100 ng de DNA, perfazendo um volume total de 20 ul. Para
cada amostra foram realizadas trés réplicas técnicas, e em cada placa foram incluidos
também trés controlos negativos. Durante este procedimento teve-se sempre os devidos
cuidados de assepsia para evitar possiveis contaminagdes. O equipamento utilizado para

a reagdo de qPCR foi um sistema LineGene 9600 Plus (BIOER, Hangzhou, China).

Os valores do ciclo de quantificacdo (Cq) foram obtidos para cada amostra com as
seguintes condigdes de ciclo: 20s a 95°C para a desnaturagdo inicial, um programa de
amplificacdo de 40 ciclos a 95°C durante 15s, e 60°C durante 20s. O limiar de

fluorescéncia foi fixado manualmente nos 150.

L4

Figura 33: Preenchimento dos pogos com o DNA extraido
das amostras.

40



5. Resultados
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5.1 Extraciao de DNA

Das amostras obtidas por maceragao, foi feita a extragdo do DNA e, seguidamente,
mediu-se a qualidade (racios 260/280 e 260/230) e quantidade de DNA (concentragdo de
DNA ng/ul) de todas as amostras. Medir a quantidade e a qualidade do DNA das amostras
foi importante, uma vez que foram enviadas para a sequencia¢do metagenémica apenas
as amostras com maior concentragdo ¢ melhor qualidade de DNA (Tabela 1). Foram
enviadas apenas 7 amostras de cada casta, porque as restantes amostras nao tinham
qualidade suficiente para sequenciacdo metagendémica, a madeira utilizada no estudo era
uma madeira mais velha, mais necrosada onde poderiam ter ocorrido oxidacdes e a
consequente degradagdo de DNA. Foi feita, posteriormente, uma segunda extracdo de
DNA total a partir do material vegetal macerado e congelado, para se obter mais DNA

para a analise de qPCR multiplex.
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=  Amostras em teste

- Primeira extracio

Tabela 1: Concentragdo ¢ determinacdo das razdes 260/280 ¢ 260/230 do DNA extraido das

amostras das videiras das castas Alicante Bouschet (AB) e Trincadeira (T). A amarelo estdo

destacadas as amostras que foram enviadas para a empresa de sequenciagdo metagendmica do

DNA.

Amostra
1 ABCM
2 ABCM
3 ABCM
4 AB CM
5 ABCM
6 ABCM
7 AB CM
8 ABCM
9 AB CM
10 ABCM
11 AB CM
12 ABCM
13 AB CM
14 AB CM
15 AB CM
1TCM
2TCM
3TCM
4T CM
5TCM
6 TCM
7TCM
8T CM
9T CM
10TCM
11TCM
12TCM
13TCM
14T CM
15TCM

Concentracio de DNA total (ng/ul)

107,65
83,1
68,9

2821
56,8

29,15
82,9
473

44,75

39,55
44,9

67,55

148,45

61,85
50,1

46,45
20,6

41,75
25,8
11,15
29,5

34
11,75

138,35
19,95
57,15
32,55

41,15
65,90

260/280 260/230

1.453
1,571
1,511
1,28
1,375
1,316
1,433
1,590
1,642
1,786
1,757
1,343
1,490
1,709
1,707
1,182
1,298
1,084
1,220
1,297
1,194
1,18
1,169
1213
1,174
1,143
1,150
0,573
1,117
1,138

0,619
0,712
0,696
0,631
0,627
0,443
0,525
0,674
0,699
1,109
0,979
0,624
0,659
0,851
0,671
0,300
0,360
0,234
0,384
0,368
0,272
0,389
0,305
0,497
0,422
0,460
0,343
0,113
0,329
0,467
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5.2 Analise metagenéomica

Para cada uma das amostras enviadas para sequenciacdo metagendomica foi obtido
um nimero de ‘reads’ que correspondem a quantidade das diferentes espécies de fungos
presentes em cada amostra. Fez-se uma analise dos resultados obtidos, sendo que apenas
foram selecionadas da lista de espécies encontradas nas amostras as espécies causadoras

de doengas do lenho na videira.

Nas tabelas 2 e 3, estdo destacados o numero total de ‘reads’ encontradas em cada
uma das amostras, assim como o numero de ‘reads’ encontradas na extra¢do que estdo
associadas a doencas do lenho. Das amostras enviadas para sequenciacdo para a empresa
STABVida, apenas se obtiveram resultados em duas delas, na casta Alicante Bouschet
(AB-CM2 e AB-CM14). Nao foram obtidos resultados nas restantes amostras de AB nem

em nenhuma das amostras da casta T, devido a falta de qualidade do DNA obtido.

Na amostra AB-CM14, foi encontrado um maior numero de ‘reads’ (83339), do
que na amostra AB-CM2 (69466). Do niimero total de ‘reads’ encontradas na amostra
AB-CM2 apenas 12282 ‘reads’ correspondem a fungos causadores de doencas do lenho,
enquanto na amostra AB-CM14 45196 ‘reads’ correspondem a fungos associados as

doencas do lenho (Tabela 2).

Tabela 2: Quantidade de ‘reads’ encontradas no DNA extraido das amostras das videiras. AB:

‘Alicante Bouschet’.

Numero total de ‘reads’ Numero de ‘reads’ dos

encontradas na extracao fungos causadores de
doencas do lenho

AB.CM2 69466 12282

AB-CM14 83339 45196
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De acordo com a Tabela 3, o género Neofabraea spp, foi o fungo detetado com
maior abundancia, na ordem dos milhares, em ambas as amostras, seguindo- se os fungos
Seimatosporium vitis € Phaemoniella chlamydospora. Neofabraea spp, diz respeito a
78% do DNA total dos fungos detetados pela amplificacdo da regido ITS associados as
doencas do lenho na amostra AB-CM14 e a 58% na amostra AB-CM2. O DNA do fungo
Phaemoniella chlamydospora, corresponde a 5% do DNA de AB-CM14, e também foi
detetado, mas numa quantidade mais baixa na amostra AB-CM2. O fungo
Phaeoacremonium minimum, foi encontrado em quantidades semelhantes em ambas as
amostras.

O género Acremonium spp. diz respeito ao fungo encontrado em quantidades mais
baixas em ambas as amostras.

Tabela 3: Fungos associados as doengas do lenho da videira detetados na sequenciagdo de nova

geracdo (NGS) do DNA extraido das amostras das videiras; %- DNA detetado que corresponde

apenas aos fungos causadores de doengas do lenho.

Fungos detetados AB-CM14 (‘reads’) % AB-CM2 (‘reads’) %
Neofabraea spp. 35346 78 7134 58
Seimatosporium vitis 6432 15 1922 16
Phaeomoniella chlamydospora 2300 5 34 0
Sclerostagonospora rosicola 303 1 11 0
Mycosphaerella tassiana 272 1 259 2
Sarocladium ochraceum 126 0 1418 12
Phaeoacremonium minimum 117 0 92 1
Seimatosporium spp. 97 0 0 0
Cytosporella juncicola 74 0 0 0
Phellinus rhamni 41 0 0 0
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Fungos detetados AB-CM14 (‘reads’) AB-CM2 (‘reads’)

Truncatella angustata

Neofusicoccum spp.

Kalmusia longispora

Rosellinia australiensis

Coprinellus domesticus

Sarocladium hominis

Diaporthe ampelina

Herpotrichia parasitica

Fusarium spp.

Sarocladium bactrocephalum

Acremonium spp.

Total reads

38

20

11

45196

0

100

0

327

11

64

869

69

36

26

10

12282

0

100
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5.3 Segunda extracao de DNA

Na segunda extragdo de DNA, realizada para os testes de qPCR Multiplex,
obtiveram-se os resultados de quantidade e qualidade presentes na Tabela 4, que mostram
algumas diferencas em relagcdo aos da extracdo inicial, notando-se menor quantidade e

pior qualidade.

Tabela 4: Quantidade e qualidade do DNA obtido na segunda extracao das amostras das videiras.

Amostra Concentracio de DNA total (ng/ul) 260/280 260/230
1 ABCM 43,30 1,345 0,296
2ABCM 92,05 1,409 0,414
3ABCM 46,35 1,295 0,379
4 ABCM 35,05 1,467 0,467
5 ABCM 54,70 1,404 0,413
6 ABCM 165,15 1,385 0,470
7 AB CM 38,00 1,459 0,427
8 ABCM 54,05 1,374 0,415
9 ABCM 24,70 1,173 0,485
10 ABCM 34,85 1,277 0,298
11 ABCM 52,25 1,258 0,373
12 ABCM 54,40 1,400 0,457
13 ABCM 76,45 1,399 0,438
14 ABCM 44,00 1,189 0,287
15 ABCM 65,70 1,377 0,417

1TCM 135,15 1,448 0,383
2TCM 90,65 1,543 0,305
3TCM 44,50 1,393 0,371
4TCM 147,05 1,536 0,558
5TCM 79,05 1,361 0,395
6 TCM 153,35 1,495 0,469
7T CM 56,95 1,616 0,202
8T CM 25,25 1,810 0,630
9TCM 144,40 1,387 0,486
10T CM 34,90 1,763 0,606
11 TCM 18,65 1,522 0,414
12T CM 23,45 1,757 0,549
13TCM 49,10 1,584 0,565
14 TCM 35,65 1,560 0,369
I5TCM 62,65 1,845 1,123
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5.4 Detecao dos fungos Phaeoacremonium minimum e Phaemoniella chlamydospora

no teste multiplex qPCR

Cada uma das amostras do ensaio foi testada para a presenca simultdnea dos fungos
Phaemoniella chlamydospora e Phaeoacremonium minimum, de modo a confirmar a
presenga destes fungos nas amostras e a possibilidade de detetar, simultaneamente, na
mesma reagdo multiplex qPCR as duas espécies. Foram selecionados estes dois fungos,
porque estavam presentes nas amostras € em estudos anteriores ja tinham sido

amplificados, mas separadamente, através de reagdo qPCR.

Na Figura 34, esta presente o grafico obtido quando foi selecionada a amplificacio
para o fungo Phaemoniella chlamydospora, verificando-se que este fungo esta presente
em grande parte das amostras de DNA extraido das videiras. Por sua vez na figura 35,
selecionou-se a amplificagdo para o fungo Phaeoacremonium minimum, verificando-se
que este fungo foi detetado numa menor quantidade de amostras, e fazendo o cruzamento
das duas amplificacdes, em menor quantidade do que o fungo Phaemoniella
chlamydospora. Phaemoniella chlamydospora, teve uma maior incidéncia nas amostras
do que Phaeoacremonium minimum. E importante reforgar que os fungos foram detetados

na mesma reacao.
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Figura 34: Amplificacdo das amostras de Alicante Bouschet e

Trincadeira para o fungo Phaemoniella chlamydospora.
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Figura 35: Amplificagdo das amostras de Alicante Bouschet e

Trincadeira para o fungo Phaeoacremonium minimum.
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Na Tabela 5, encontram-se os valores de Ct obtidos da reacdo qPCR para cada uma
das amostras. Quanto mais elevado o valor de Ct, menor ¢ a quantidade de fungo presente
na amostra, quanto mais baixo o valor de Ct, maior ¢ a quantidade de fungo na amostra.
Os valores de Ct variaram entre 23.87 e 36.18, sendo que N.D, significa que o fungo nao

foi detetado na amostra.

Foram detetados os dois fungos em simultdneo, em duas amostras de AB e em oito
amostras de T, ou seja, houve a dete¢ao simultanea dos dois fungos em cerca de 33% das
amostras, sendo que houve maior detecdo dos dois fungos em simultdneo na casta

Trincadeira.

Das 30 amostras analizadas, o fungo Phaemoniella chlamydospora foi detetado
individualmente em oito amostras de AB e em cinco de T. O fungo Phaemoniella

chlamydospora foi amplificado em grande parte das amostras (76% das amostras).

O fungo Phaeoacremonium minimum, ndo foi detetado isoladamente em nenhuma
das amostras. O fungo Phaeoacremonium minimum, foi detetado em apenas duas
amostras da casta AB, verificando-se uma maior resisténcia desta casta a este fungo. Por
sua vez, verificou-se uma maior sensibilidade da casta T para o fungo Phaeoacremonium

minimum. O fungo Phaeoacremonium minimum foi detetado em 30% das amostras.

Phaemoniella chlamydospora foi detetado num maior nimero de amostras do que

o fungo Phaeoacremonium minimum.
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Tabela 5: Valores de Ct para cada um dos fungos associados as doengas do lenho da videira, em

cada uma das amostras.

Amostra Valores Ct Valores Ct
AB-1 N.D. N.D.
AB-2 N.D. N.D.
AB-3 N.D. 35.86
AB-4 N.D. 29.31
AB-5 N.D. 28.33
AB-6 N.D. 26.97
AB-7 N.D. N.D.
AB-8 N.D. N.D.
AB-9 N.D. 26.74

AB-10 N.D. N.D.
AB-11 N.D. 25.71
AB-12 N.D. 26.79
AB-13 30.34 27.34
AB-14 36.96 27.00
AB-15 N.D. 29.07
T-1 N.D. 29.12
T-2 26.58 25.43
T-3 N.D. N.D.
T-4 27.25 28.74
T-5 N.D. 26.73
T-6 N.D. 28.64
T-7 N.D. N.D.
T-8 28.11 24.84
T-9 36.18 34.71
T-10 N.D. 26.39
T-11 26.53 29.08
T-12 N.D. 23.87
T-13 26.73 30.12
T-14 27.48 27.88
T-15 32.53 25.99
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6. Discussao
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As doencgas do lenho representam cada vez mais um problema para a cultura da
vinha, uma vez que estas doengas atacam os 6rgaos da videira levando a morte desta num
curto ou longo espago de tempo. Os elevados riscos de infe¢do em viveiros e vinhas e a
falta de tratamentos curativos reforcam que € necessario encontrarem-se estratégias
eficazes para o controlo das doengas do lenho no sector vitivinicola (Mondello et al.,
2018). Atualmente ndo existem estratégias eficazes para controlar as doencas do lenho
(Chaconetal., 2021). Até a data, a melhor forma ¢ iniciar o controlo das doengas do lenho
no viveiro para se obterem vinhas mais sds e continuar o controlo na vinha, limitando a
contaminagdo por agentes patogénicos das doencas do lenho (Mondello et al., 2018).
Existem cada vez mais trabalhos de investigacdo que abrangem as doencas do lenho,
assim como formas de dete¢do e de prevencdo, ja que atualmente continua a ser um
problema que ndo tem uma solugdo completamente eficaz e¢ vidvel. E de extrema
importancia entender a etiologia e a epidemiologia da doenca do lenho responsavel pela
infecdo da videira doente de modo que possam ser desenvolvidos programas de controlo
e medidas para minimizar o impacto econdmico causado por estas doengas, assim como
considerar algumas perspetivas futuras para a gestdo eficaz das doencas do lenho

(Gramaje et al., 2018).

A detecdo de fungos causadores de doencas do lenho em solos ou em vinhas ¢
essencial para o controlo e minimizac¢ao da propagacao das doengas do lenho em viveiros
e novas plantagdes (Ye. Et al., 2021), assim ¢ de facto importante identificar e utilizar
métodos de detecdo de fungos nas videiras de modo a identificar as plantas infetadas,
marcar estas plantas e tratd-las separadamente das plantas saudaveis. A detecdo e a
identificacdo precisas dos fungos que infetam as plantas sdo essenciais para facilitar a
gestao eficaz das doengas, com métodos baseados na sequenciacdo do DNA que permitem

que se faca um diagnostico exato das doencas das plantas (Hariharan e Prasannath, 2021).

O objetivo deste estudo foi encontrar um método de detecdo e quantificagdo
inovador para viveiristas, que permitisse detetar numa sé reacdo e em simultaneo dois
fungos causadores de doengas do lenho da videira-Phaeoacremonium minimum e
Phaemoniella chlamydospora. Neste estudo, os dois agentes patogénicos foram detetados
simultaneamente, utilizando o método de detecio Multiplex qPCR em DNA obtido
diretamente de material lenhoso, extraido de videiras sintomaticas, das castas AB ¢ T.
Foram escolhidas estas duas castas, uma vez que sdo muito utilizadas na produgdo de

vinho na regido do Alentejo, conferindo carateristicas valiosas ao vinho e porque existem
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varios estudos realizados relativamente a suscetibilidade a diferentes agentes patogénicos
e resisténcia a doencas (Patanita et al., 2022). Assim, primeiramente procedeu-se a
extragdo do DNA das amostras, recolhidas a partir do lenho da planta de videiras que
apresentavam sintomas de doenca, recorrendo a kits de extracdo de DNA. A videira ¢é
uma espécie lenhosa e este material ¢ de dificil extracdo, sendo que por isso mesmo foi
dificil extrair DNA de boa qualidade do lenho da videira, porque as amostras utilizadas
j& estavam muito necrosadas, onde poderiam ter ocorrido oxidacdes e a consequente
degradacdo de DNA. A qualidade do DNA obtida neste estudo foi inferior
comparativamente ao estudo realizado por Pouzelet et al., 2013. Esta diferenca pode ser
explicada pelo estado de degradacao das amostras de videira utilizadas para extragdo do

DNA.

Foi feita uma segunda extracdo de DNA, pois era necessdria uma maior quantidade
para a reacdo qPCR. Verificaram-se diferencas significativas entre a primeira e a segunda
extracdo de DNA, notando-se menos quantidade e pior qualidade na segunda extragdo, o
que podera estar relacionado com o congelamento e descongelamento das amostras para
processar levando a ocorréncia de degradagdes.

Decidiu-se fazer a dete¢do simultanea por qPCR Multiplex de dois fungos que
tivessem sido identificados e quantificados nas amostras do estudo da metagenomica, e
que tivessem sido detetados em quantidades elevadas. Por isso mesmo, foram
selecionados para dete¢do simultanea (na mesma reagdo qPCR) os fungos
Phaeoacremonium minimum e Phaemoniella chlamydospora. Pouzolet et al. 2013,
fizeram um estudo anterior onde quantificaram com sucesso estes dois agentes

patogénicos, a partir de amostras de madeira de videira infetadas.

Estes fungos estdo associados as doencas do lenho, mais precisamente a Esca e as
Doengas de Petri (Martin et al., 2012). Noutros estudos j& tinha sido comprovada a
eficacia da técnica de qPCR para detegdo destes fungos, mas apenas foi detetado um
fungo em cada reagdo (Gainza-Cortés et al 2020, Halleen et al. 2020, Pouzoulet et al.,

2017).

O género de fungo Neofabraea aparece quantificado em maior abundancia nas
amostras recolhidas com sintomas visiveis de doencas do lenho, mas nao foi detetado ao
nivel da espécie, e assim ndo ¢ possivel saber se a espécie causadora das doengas do lenho
estaria presente nas nossas amostras, so foi identificado o género. No futuro, podera vir a
ser interessante que sejam feitos estudos aprofundados utilizando este género de fungo,
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para perceber se dentro do género existem espécies causadoras de doengas do lenho. Em
estudos anteriores, verificou-se que a espécie Neofabraea kienholzii pode infetar a
videira, causando sintomas como colorac¢do vascular castanha do tronco da planta, o que

¢ um sintoma carateristico das doencas do lenho (Lengyel et al., 2020).

Gainza-Cortés et al 2020, detetaram o fungo Phaemoniella chlamydospora, em
videiras chilenas, recorrendo a qPCR assim como a uma sonda (Tagman) e ‘primers’
especificos. Em estudos anteriores ja tinha sido comprovada a especificidade e
sensibilidade da sonda Tagman para detecdo do fungo Phaemoniella chlamydospora
(Martin et al., 2012). A especificidade dos ‘primers’ e das sondas (‘probes’) ¢ um passo
crucial para o €xito do procedimento (Campos et al. 2023). Por sua vez, Halleen et al.
2020 também recorreram a um método de reacdo PCR para detetar esporos de agentes

patogénicos, nomeadamente de Phaeoacremonium minimum em vinhas na Africa do Sul.

Este estudo mostrou a incidéncia relativa dos dois agentes patogénicos numa regiao
do Alentejo, mais precisamente Campo Maior. Os resultados mostraram que em algumas
das amostras os fungos ndo foram detetados. Os valores de Ct variaram entre 23.87 e
36.18, sendo que quanto mais elevado for o valor de Ct menor ¢ a quantidade de fungo
presente na amostra. Os valores de Ct obtidos neste estudo sdo semelhantes aos valores
de Ct obtidos em estudos anteriores (Martin at al., 2012; Aroca et al., 2008; Edwards et
al., 2007).

O fungo Phaemoniella chlamydospora foi detetado neste estudo numa percentagem
superior das amostras (76%), Phaeoacremonium minimum, foi amplificado numa
quantidade inferior das amostras (30%), em comparacdo com estudos anteriores
(Pouzoulet et al., 2013), mas o que pode ser explicado pela diferenca de fatores biodticos

e abidticos entre os locais de onde foram retiradas as amostras.

Assim sendo e fazendo uma interpretacao dos resultados obtidos, verifica-se que
existe uma maior prevaléncia do fungo Phaeoacremonium minimum na casta T do que na
casta AB, mas em estudos anteriores verificou-se uma menor suscetibilidade desta casta
a fungos causadores de doencas do lenho (Patanita et al., 2022). Por sua vez, a casta AB
apresentou maior suscetibilidade ao fungo Phaemoniella chlamydospora. Em estudos
anteriores, verificou-se que existiam diferencas significativas na suscetibilidade destas
duas castas as doengas do lenho, sendo que a casta AB ¢ mais suscetivel a estas doengas

do que a casta T (Almeida et al., 2020; Patanita et al., 2022). Além disso, verificou-se que
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este fungo nao foi encontrado isolado em nenhuma das amostras, pelo que poderao ser
feitos estudos mais profundos de modo a avaliar de este fungo estd associado a outras

espécies e se apenas se manifesta em complexo com outros fungos.

O presente estudo demonstrou ser uma mais-valia e um método de inovador, uma
vez que mostrou ser possivel a detecdo simultinea e eficaz através da reacdo Multiplex
PCR de fungos causadores de doencas do lenho, em material lenhoso de videiras
sintomaticas. Outros autores (Gainza-Cortés et al 2020, Halleen et al. 2020, Pouzoulet et
al., 2017) conseguiram através de técnicas de detecdo em tempo real detetar os fungos
individual, mas o nosso estudo permitiu detetar em simultaneo as duas espécies.

Ferramentas de diagnostico sensiveis baseadas em reagdes PCR tornam-se
relevantes nas fases iniciais do desenvolvimento da videira para ajudar na prevencao da
disseminagdo de agentes patogénicos causadores de doencas do lenho, permitindo a
obtencdo de elevados padroes de qualidade e de produgdo de plantas jovens isentas de
agentes patogénicos das doengas do lenho, assim como permite que sejam tomadas

decisdes de forma mais rapida e precisa nas vinhas (Gainza- Cortés et al., 2020).

A detecdo de agentes patogénicos recorrendo a reagdes multiplex logo nos viveiros
produtores de plantas de videira pode ser uma forma de evitar a transmissdo destes
agentes patogénicos para as vinhas a serem instaladas, podendo ser considerada uma
forma importante e eficaz para a gestdo das doengas do lenho (Gainza- Cortés et al.,
2020), minimizando os prejuizos e os impactos econdmicos enormes que estas doencas

tém na producdo de uva e de vinho.

Este tipo de diagnostico por qPCR ndo ¢ isento de custos para os viveiristas e,
consequentemente, refletir-se-4 no prego do material vegetal. No entanto, os viveiros que
utilizassem este método de detegdo poderiam melhorar a qualidade do seu material
vegetal e certifica-lo como isento de fungos causadores de doengas do lenho (Pouzoulet

etal., 2013).
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7. Conclusio e perspetivas futuras
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Este estudo apresenta grande importancia, uma vez que foi testado um método de
diagndstico que permitisse a dete¢ao simultanea de dois importantes agentes patogénicos
causadores de doencas do lenho, Phaeoacremonium minimum ¢ Phaemoniella
chlamydospora. Este teste mostrou ser rapido, preciso fiavel e eficaz em DNA obtido de
plantas de videira, de um local do Alentejo (Campo Maior) e de duas castas diferentes

(Alicante Bouschet e Trincadeira).

Com este estudo demonstrou-se que ¢ possivel fazer a detecdo simultanea de fungos
causadores de doencas do lenho através de reagdo multiplex PCR e que o tipo de casta
influencia a suscetibilidade da videira a estes dois fungos. Este estudo, demonstrou a
possibilidade de serem detetados fungos causadores de doengas do lenho em simultaneo,
permitindo que sejam poupados recursos, tempo e dinheiro, tornando a detegdo destes
fungos mais facil e rapida numa Unica reacao, e que sejam aplicadas medidas de protecdo
na vinha o mais depressa possivel. Reforca-se a importancia deste estudo pois foi
comprovada a eficidcia de um método de detecdo simultdnea de fungos causadores de
doengas do lenho, podendo facilitar a detecdo destes fungos e doengas numa vinha,
permitindo uma gestdo mais rapida das doengas na vinha, havendo menores perdas para

os viticultores e produtores de vinho.

Através deste estudo conseguiu-se desenvolver-se um método de diagnostico
sensivel e eficiente que sera uma mais-valia os produtores de planta, pois permite fazer
uma identificagdo precoce das plantas doentes, de modo que sejam adotadas técnicas de
controlo na vinha, reduzindo a transmissdo dos fungos na vinha e a dispersdo das
doengas, assim como perdas econdmicas elevadas, garantindo-se a produg¢do de plantas
isentas destes agentes patogénicos associados as doencas do lenho. Outra mais-valia
deste estudo foi ser feito um teste multiplex, ou seja, com uma sé reagdo identificamos

os dois fungos em simultaneo.

No futuro, devem ser feitas reacdes Multiplex qPCR noutras castas, outros
hospedeiros lenhosos, assim como devem ser utilizadas outras sondas que permitam
detetar outros agentes patogénicos causadores das doencas do lenho. Além disso, seria
importante a otimizagdo dos protocolos de extracdo de DNA, permitindo a extragdo de

DNA de qualidade das diferentes castas.
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