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RESUMO

A viticultura mundial tem-se deparado com o aumento das doengas do lenho que tém afectado,
sem descriminagdo, todas as regides vitivinicolas mundiais. Sob esta designagao, existem
doengas que afectam essencialmente vinhas jovens: pé-negro, doenga de Petri; bem como
vinhas adultas, como é o caso da Esca. Nos Ultimos anos, o aumento da incidéncia da esca
ganhou importancia na Europa. Em 1999 estimava-se que o seu grau de incidéncia na area
viticola da Hungria, Franca, Alemanha e Itdlia era de 11, 15, 9 e 90 %, respectivamente. Desde
entdo, ndo existem prospecgdes que assinalem uma diminuicdo da sua incidéncia nesses
mesmos paises. Por outro lado, surgem periodicamente relatos de novos casos de esca em
diferentes regides viticolas mundiais, nomeadamente, nas regides viticolas portuguesas. Uma
vasta gama de sintomas estdo associados a esca, como também uma série de fungos sao
responsaveis pelo seu aparecimento. As consequéncias da manifestacao da esca traduzem-se,
em campo, por perda de vigor das videiras e diminuigdo da qualidade das uvas, mostos e
vinhos. Nesse contexto, foi desenvolvido trabalho em campo e em laboratério para tentar
averiguar: quais as alteragbes fisiolégicas que a presenca da doenga provoca em plantas
infectadas; que respostas bioquimicas as videiras desenvolvem em presenga da doencga; e se
a aplicagdo de agentes de controlo biolégico (BCAs) pode ajudar a minimizar os efeitos
negativos da presenca da esca. Plantas com esca revelam: ocorréncia de diminuigao
acentuada da capacidade fotossintética e desencadeamento de reacgbes bioquimicas
constitutivas de defesa; um efeito positivo da aplicagdo de BCAs. Também, um modelo de
cultura in vitro (suspensodes celulares) indica que as células de videira estdo aptas a iniciar
mecanismos de defesa quando na presenga do fungo associado a esca Phaeomoniella
chlamydospora.

Palavras-chave: doengas do lenho, Esca, agentes de controlo biolégico, mecanismos de
defesa.



1 — INTRODUCAO

A viticultura mundial tem-se deparado com um novo tipo de doengas — doencgas
do lenho — que tém afectado, sem descriminacao, todas as regides vitivinicolas
mundiais. Sob esta designacgao, existem doencas que afectam essencialmente
vinhas jovens: pé-negro, doenca de Petri; bem como vinhas adultas, como € o
caso da Esca (Mugnai et al., 1999). Nos ultimos anos, a esca reapareceu nas
bacias do Mediterraneo e no Norte e Sul da América, tendo aumentado a sua
incidéncia e a severidade com que se manifesta (Surico, 2000). Na Hungria,
Franca e Alemanha estima-se que a incidéncia da esca na area viticola seja de
11, 15 e de 9%, respectivamente (Mugnai et al., 1999). Em ltalia a esca atinge
todas as regides viticolas, em algumas delas afectando 90 a 100% dos
vinhedos (Mugnai et al., 1999). Desde entdo, ndo existem prospeccdes que
assinalem uma diminuicao da sua incidéncia nesses mesmos paises. Por outro
lado, surgem periodicamente relatos de novos casos de esca em diferentes
regides viticolas mundiais, nomeadamente, nas regides viticolas portuguesas.
No caso particular de Portugal sdo inumeros os relatos da incidéncia actual da
doenga (Chicau et al., 2000; Rego, et al., 2001; Oliveira et al., 2003; Felgueiras,
2006; Santos et al., 2006).

Uma vasta gama de sintomas estdo associados a esca, como também uma
série de fungos sdo responsaveis pelo seu aparecimento (Phillips, 1998). As
consequéncias da manifestacdo da esca tem-se traduzido em quebras
drasticas do pegamento a enxertia, atraso no desenvolvimento vegetativo e
perda de vigor das videiras, depauperamento geral das vinhas (Felgueiras,
2006) e diminuicao da qualidade das uvas, mostos e vinhos (Calzano et al.,
2004). O diagnéstico da esca, através dos métodos tradicionais, ndo é facil
nem célere, pela natureza dos fungos envolvidos e pela dificuldade em atribuir
a responsabilidade inequivoca de determinada sintomatologia a um Unico
agente causal (Oliveira et al., 2003). A variabilidade de sintomas existentes
levou a que fossem atribuidos diferentes nomes a esta sindrome como black
measles, Spanish measles, folletage, esca, declinio das videiras e apoplexia
(Phillips, 1998). As videiras afectadas com esca podem apresentar dois tipos



de evolucao da doenca: crénica ou repentina (apoplexia). De uma forma geral,
a evolugdo crbénica da doenca manifesta-se pela redugdo progressiva na
quantidade de vegetacdo (folhas e novos langamentos), tornando as videiras
menos produtivas € menos vigorosas ao fim de alguns anos (Phillips, 1998).
Relativamente a evolugdo repentina da doenca, esta manifesta-se
normalmente durante o periodo quente e seco do ano (Verdo), a seguir a
chuvas abundantes e atinge preferencialmente cepas aparentemente sas. Este
tipo de manifestacédo violenta da doenca leva a morte fulminante de sarmentos
e bracos inteiros, cujas folhas e cachos podem secar em poucas horas, ou em
situagdes mais severas a morte de toda a planta.

Nesse contexto, foi desenvolvido trabalho em campo e em laboratério para
tentar averiguar: quais as alteracdes fisioldgicas que a presenca da doenca
provoca em plantas infectadas; que respostas bioquimicas as videiras
desenvolvem em presenca da doenca; e se a aplicacao de agentes de controlo
biologico (BCAs) pode ajudar a minimizar os efeitos negativos da presenga da
esca (Felgueiras, 2006; Lima, 2009). Os resultados revelam que plantas
infectadas com esca apresentam diminuicdo acentuada da capacidade
fotossintética e desencadeiam reacgbes bioquimicas constitutivas de defesa.
Ensaios preliminares de aplicacdo de BCAs, em plantas envasadas, mostram
um efeito positivo nos parametros fisioldgicos de crescimento, consequéncia da
aplicacdo dos mesmos. Também, em cultura in vitro (suspensdes celulares)
indica que as células de videira estao aptas a iniciar mecanismos de defesa
quando na presenca do fungo associado a esca — Phaeomoniella
chlamydospora.

2 — MATERIAL E METODOS

Todos os ensaios de campo foram efectuados em folhas da casta Alvarinho
(recolhidas de plantas situadas na Regido Demarcada dos Vinhos Verdes
(RDVV) no Veréao de 2005) com e sem manifestacao de sintomas externos de
esca, , € em videiras envasadas com um ano de idade. Para a avaliacao do
parametro fisiologico fotossintese, foi utilizado um analisador de gas por
radiacdo infravermelha — IRGA — funcionando em modo diferencial e em
circuito aberto (Analytical Development Co. Ltd. Mod. LCA-4), o qual permitiu



avaliar in vivo o funcionamento do aparelho fotossintético das videiras objecto
de estudo. De cada videira seleccionada foi escolhido um bragco que
apresentasse folhas com sintomas foliares de esca, no qual foram escolhidas
para efectuar medigdes, folhas aparentemente sas (FapB — sem manifestacao
de sintomas foliares de esca) e folhas doentes (FD — com sintomas foliares de
esca). Na mesma videira, foram ainda escolhidas folhas sem sintomatologia
foliar (FB) de outro brago principal que n&o apresentasse nenhuma folha com

sintomatologia foliar de esca.

Para a realizagcdo dos ensaios bioquimicos, essas mesmas folhas foram
liofilizadas e ftrituradas individualmente, para poderem ser analisadas. Os
ensaios em laboratério foram realizados em culturas de suspensdes celulares
obtidas a partir de explantes foliares brotados de varas da casta Vinhdo. As
suspensodes celulares foi adicionado um extracto de biomassa liofilizada do
fungo P. chlamydospora (isolado de videiras afectadas pela esca na RDVV) e a
resposta das culturas em termos de producao fendlica (por HPLC), resposta
oxidativa (através da sonda 2', 77 — diclorodihidrofluoresceina diacetato —
HoDCF-DA) e expressdo de genes relacionados com a defesa (por RT-PCR
semi-quantitativo) foram avaliados. Relativamente aos ensaios com agentes de
controlo biolégico (BCAs), foi estabelecido, em 2007, 1 campo experimental
com plantas da casta Alvarinho. Nove grupos de doze plantas foram
estabelecidos para cada BCA a ser testado. Cada BCA foi aplicado cada
quinze dias durante os meses de Julho e Agosto.

3 - RESULTADOS E DISCUSAO

Com o intuito de tentar estabelecer uma relacdo causa-efeito entre a
manifestacdo dos sintomas foliares tipicos da presenca da esca em videiras
(cv. Alvarinho) e possiveis alteracdes ao nivel do seu sistema fotossintético,
foram calculados em campo, valores instantaneos de taxa de assimilagéo
liqguida de CO, — A. Os resultados revelam que os valores de A experimentam
uma diminuicdo significativa, em folhas afectadas pela esca (FapB, FD)
(Quadro 1). Nas folhas doentes (FD) os valores de A apresentam-se
extremamente baixos, tendo-se obtido para algumas folhas analisadas valores



muito préximos de zero. Nas folhas aparentemente sas (FapB), os valores de A
mostram-se significativamente inferiores aos obtidos para as folhas sas (FB) e,
em algumas das folhas analisadas obtiveram-se valores muito préximos dos
obtidos em folhas doentes (FD), para uma mesma planta. De uma forma geral,
verifica-se que A diminui abruptamente, quando passamos de folhas boas (FB),
para folhas aparentemente sas (FapB) e folhas visivelmente doentes (FD). Os
resultados das meédias globais dos valores de A mostram diferencas
estatisticas extremamente significativas (Quadro 1), entre as trés condi¢coes
avaliadas e uma diminuicao gradual da taxa de assimilacdo de CO, (A), no
sentido FB>FapB>FD.

Quadro 1 — Valores médios instantaneos de taxa fotossintética aparente (A;
mmol?s™). Médias com letras comuns ndo sdo significantemente diferentes, a
p=0.05.

Condicao A (mmol™Zs™)
FB 10.72 £ 0.63 c
FapB 264 +0.28Db
FD 0.42 £0.09 a

A producao total de compostos fendlicos tipo stilbeno foi quantificada 24 e 72
horas apéds eliciagdo das culturas de células de V. vinifera cv. Vinhdo com
extracto do fungo P. chlamydospora (Figura 1). Os resultados indicam que,
quando comparado com o controlo, a eliciagdo fungica induz um aumento
significativo (p<0,01) da producéo stilbénica das culturas de células num curto
periodo de tempo (24 horas). A producao de stilbenos decresce 72 horas apés
a eliciagdo com extracto do fungo, mas ainda permanece significativamente

(p<0,01) mais alta do que nas culturas controlo.

O aumento da producao fendlica nas culturas de células, nomeadamente
stilbenos, apos eliciagdo fungica aponta para uma resposta de defesa por parte
das células. A sintese de fitoalexinas fendlicas € um mecanismo de defesa
reconhecido em plantas, nomeadamente em videiras. Em Vitis spp. estas



substancias acumulam-se em resposta a eliciadores bidticos e abidticos, tais
como irradiacdo ultra-violeta (Langcake et al, 1977;Adrian et al., 2000) e
patogénicos bacterianos ou fungicos como Pseudomonas syringae (Robert et
al., 2001), o agente causador da podriddo cinzenta - Botrytis cinerea
(Bavaresco et al., 1997; Goetz et al, 1999; Jeandet et al, 1995), um dos
agentes causadores da podriddo do bago - Rhizopus stolonifer (Sarig et al.,
1997) e o causador do mildio - Plasmopara viticola (Dai et al., 1995; Langcake
et al., 1997) . Assim, é possivel que o aumento da producao fendlica do tipo
stilbénico induzida nas células possa estar envolvida no mecanismo de defesa

contra P. chlamydospora.
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Figura 1 — Producdo fendlica total de culturas de células de V. vinifera cv.
Vinh&o. Culturas controlo e culturas eliciadas com 0,5 mg/ml de biomassa do
fungo P.chlamydospora (Pch).

A cinética de acumulacao de espécies reactivas de oxigénio (ROS) em culturas
de células de V. vinifera cv. Vinh&o € apresentada na Figura 2. Eliciagdo com o
extracto fungico induz um burst oxidativo bifasico. Um burst rapido e pouco
intenso surge cerca de 25 minutos apds a eliciagdo. Um segundo burst mais

intenso e mais longo atinge um maximo cerca de 230 minutos apos a eliciagéo.
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Figura 2 — Niveis de ROS indicados pelo aumento de fluorescéncia (%)
relativamente ao tempo 0 minutos (que corresponde a eliciagao fungica) em
culturas de células de V. vinifera cv. Vinhdo. C — Controlo; Pch — Extracto de P.
chlamydospora (0.5mg/ml).

A resposta oxidativa registada nas suspensdes celulares de V. vinifera
eliciadas com o extracto do fungo P. chlamydospora tem um perfil tipico de um
burst oxidativo apds infecgdo, que se caracteriza por um burst pequeno e
rapido seguido de outro mais longo e intenso. A presenca de uma resposta
oxidativa no inicio de uma infeccao foi descrita pela primeira vez quando tecido
tubercular de batata foi inoculado com Phytophthora infestans (Doke et al.,
1983). O rapido aparecimento de ROS é considerado um dos eventos mais
precoces produzidos por uma eliciagdo, nomeadamente um burst oxidativo
bifasico (Lamb et al., 1997). Geralmente, uma interacgdo compativel induz um
Unico burst nao especifico, enquanto uma interac¢do incompativel gera uma
resposta oxidativa bifasica, sendo a segunda fase do burst correlacionada com
resisténcia a doenga (Lamb et al., 1997).

A expressao de sete genes relacionados com a defesa foi analisada em
suspensodes celulares de V. vinifera cv. Vinhao eliciadas com extracto do fungo
P. chlamydospora. A expressdao dos genes que codificam proteinas
relacionadas com a patogénese (proteinas PR) e enzimas envolvidas nas vias
octadecanoica e fenilpropanoide - PR classe 6 (PR-6), PR classe 10 (PR-10),
B-1,3-glucanase (GLUC), quitinase classe Il (CH3), lipoxigenase (LOX),
fenilalanina amédnia liase (PAL) e stilbeno sintetase (STSY) — foi analisada por

RT-PCR semi-quantitativo 3, 12, 24 e 48 horas ap0s eliciagao das culturas com



extracto fungico. O padrao de acumulagao de transcriptos de actina (ACT), PR-
6, PR-10, GLUC, CHS3, PAL, STSY e LOX é apresentado na Figura 3.

A acumulagéo de transcritos de ACT foi avaliada com o propésito de usar a
ACT como gene de controlo no ensaio. Como a Figura 3 indica que a
transcricdo do gene da ACT nao apresenta grandes diferencas ao longo do
tempo e das condi¢cdes experimentais, o gene da ACT foi considerado apto a
ser um gene de controlo, tendo sido usado para normalizar a expressao dos
genes em estudo em diferentes amostras. A expressdo dos genes PR-6, PR-
10, GLUC, CH3, PAL, STSY e LOX é claramente aumentada em resposta a

eliciacao fungica.
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Figura 3 — Acumulagéo de transcritos de genes relacionados com a defesa, 3,
12, 24 e 48 horas apés eliciagéo fungica. C — Controlo; Pch — P.chlamydospora
extracto (0.5mg/ml).

No geral, os resultados obtidos no laboratério indicam que as suspensdes
celulares de V. vinifera cv. Vinhdo despoletam mecanismos de defesa em
resposta a eliciagdo com extracto do fungo relacionado com a esca, P.
chlamydospora, nomeadamente aumento da producéo de compostos fendlicos,



indugdo de resposta oxidativa bifasica e activacdo da transcricdo de varios

genes comummente relacionados com respostas de defesa em plantas.

Relativamente aos resultados obtidos, para o primeiro ano de ensaio com
BCAs, estes sugerem que a sua aplicagdo exerce um efeito positivo nos
parametros de crescimento, bem como, na capacidade fotossintética das
plantas. No que se refere aos parametros de crescimento os resultados
apontam para um aumento do numero total de folhas, como também um
aumento do comprimento dos troncos e das raizes. Contudo, estes resultados

serdo comprovados com o decorrer do ensaio por mais dois anos.

Nota Final: As autoras Mafalda Felgueiras e Marta Lima contribuiram de forma
equivalente para a realizagdo desta comunicagéo. O trabalho de ambas foi
financiado pela Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia [M. Lima:
SFRH/BD/17944/2004; M. Felgueiras: SFRHD/BD/32159/2006]
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