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Resumo

RESUMO

Contribuiciio para o estudo da Caracterizacido Molecular

de isolados de Erysiphe necator nas Vinhas do Alentejo

Este trabalho é o primeiro a ser realizado em Portugal, no sentido de optimizar técnicas
de caracterizacio molecular de isolados do fungo Erysiphe necator € no sentido abordar a
evolugio deste fungo numa das mais importantes regioes vitivinicolas do nosso Pais, o
Alentejo.

Utilizaram-se 60 amostras de videiras infectadas com E. necator, provenientes de
videiras de diferentes castas representativas do Alentejo.

A amplificagiio por PCR do fragmento de 450 pb do gene da B-tubulina foi conseguido
em 11 amostras, tendo estas sido posteriormente sujeitas a andlise CAPS para identificagdo
dos grupos genéticos A e B. Destas 11 amostras, obtiveram-se 5 do grupo genético B, sendo 2
delas obtidas de ‘drapeaux’, e em 4 dessas amostras aparentam coexistir também isolados do
grupo genético A.

Na anslise por NAS-PCR, obteve-se um fragmento de 1756 pb que contém o gene
CYPS5] em 9 amostras, mostrando 1 isolado sensivel e 8 resistentes aos fungicidas DMI’s.
Apesar do baixo nimero de resultados obtidos, o facto da maioria dos isolados ser resistente

aos DMI’s pode ser um dado indicativo para a gestdo dos tratamentos contra o oidio.

Palavras-chave: Erysiphe necator; Oidio; Vinha; Resisténcia aos DMI’s; Grupo genético A e
B.
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Abstract

ABSTRACT

Contribution for the study of Molecular Characterization of

Erysiphe necator isolates in Alentejo vineyards

This work is the first one reported in Portugal, in the matter of optimization of
molecular characterization techniques of Erysiphe necator isolates and in the approaching
the evolution of this fungus in one of the most important wine region of our country,
Alentejo.

We analyzed 60 E. necator infected samples collected from different grapevines in
the Alentejo region. The PCR amplification of a 450 bp fragment from B-tubuline gene
was obtained only in 11 of these samples, that were then subjected to CAPS analysis for
identification of the different genetic groups, A and B. From those 11 samples, 5 belonged
to B group, and 2 of those samples were obtained from ‘flag shots’. Four of these 5
samples seem to have simultaneously isolates from the two genetic groups.

The amplification of the 1756 bp fragment that contain the CYP5] gene was
obtained only in 9 samples, but the NAS-PCR analysis was applied to all 60 samples. The
obtained results show 1 sensitive isolate and 8 resistant isolates to DMI’s fungicides.
Although the low amount of results obtained, the majority are DMI’s resistant, which

indicate that attention is required in powdery mildew management.

Key words: Erysiphe necator; Powdery mildew; vineyards; DMI's resistance; genetic

group A and B
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Introducdo

I. INTRODUCAO

Nos tltimos anos as paisagens do Alentejo mudaram radicalmente de longas e
extensas planicies cobertas pela plantagdo de cereais, passando a praticar-se a cultura da
vinha. Para além da paisagem, as mudangas soci-econémicas também decorreram a varios
niveis. Neste sentido, e porque o investimento inicial por parte do viticultor € elevado, e
este espera tirar partido desses custos de implantagio durante, pelo menos, cerca de 25
anos da vida ttil de uma vinha, é importante que as videiras sejam plantas saudéveis e
capazes de frutificar para originar vinhos de qualidade. Todos os anos, o viticultor tenta
assegurar a sanidade da vinha e das suas uvas, gerindo priticas culturais e aplicando
produtos agro-quimicos. Destes ultimos, os produtos fitossanitrios representam o maior
custo por parte do viticultor, que ndo quer descurar o bom estado sanitdrio das suas
vinhas, pois sabe que se as suas videiras ndo forem sauddveis, ndo podera produzir boas

uvas para consumo em fresco ou produzir um bom vinho.

De entre as diversas doengas da vinha que o viticultor tem de gerir, encontra-se o
oidio.

O oidio da vinha tornou-se, a nivel mundial, a principal doenga da viticultura
(CORIO-COSTET, 2007). O seu organismo causal Erysiphe necator (sin. Uncinula necator)
foi introduzido na Europa durante o século XIX, provindo da América do Norte em 1840,
e rapidamente ocupou novas areas geolégicas propagando-se por toda a Europa (KISS,
s.d.). Os profissionais da viticultura encontraram-se na obrigagdo de tratar e tentar
controlar este fungo patogénico dependendo das varidveis condi¢des meteorolégicas
favordveis. Actualmente devido 2s alteragdes climdticas e ao mais que provado
aquecimento do planeta, as zonas viticolas temperadas arriscam-se a pressdes parasitarias
cada vez mais fortes por parte dos microorganismos, em especial do fungo E. necator,
sendo que, as condigbes de tempo quente e seco favorecem o seu desenvolvimento
(CORIO-COSTET, 2007). Conhecer melhor este patogéne e saber como o controlar, sdo

necessidades que se impde para bem do futuro da viticultura.

Em Portugal ainda ndo existem estudos aprofundados acerca dos grupos genéticos
de E. necator existentes nas nossas vinhas. Se por um lado, pelos artigos estudados, e até

porque em alguns deles existiam cepas provenientes de Portugal, tudo indica que a
!
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similaridade dos grupos genéticos A e B seja igual em toda a Europa, como estarao as
nossas vinhas quanto a resisténcia aos L.B.E.s.? Teremos E. necator maioritariamente
sensiveis ou resistentes? Obviamente os resultados terdo repercussdo quanto a gestdo dos

tratamentos ao longo da campanha viticola, e sobretudo, na escolha dos fungicidas a usar.

Com este trabalho pretende-se dar um contributo inicial para o melhor
conhecimento molecular de isolados do fungo E. necator, obtidos de videiras na Regiéo
do Alentejo, nomeadamente identificar os grupos genéticos, A ou B, presentes nas vinhas
desta regifio e verificar a altura do ano em que predominam. Paralelamente, com este
trabalho, também nos propomos a identificar isolados com sensibilidade ou resisténcia aos
fungicidas que contenham substancias inibidoras da demetilagdo (DMI’s), verificar quais

as castas mais sensiveis e época do ano em que ocorre o aparecimento desses isolados.




Revisdo Bibliografica

2. O Organismo Causal

Os oidios de viérias culturas sio causados por muitas espécies de fungos diferentes
pertencentes ao grupo dos Ascomycetes filamentosos € a diferentes géneros da ordem
Erysiphales. Estes géneros sio distinguiveis uns dos outros pelo nimero (1 versus vérios)
de ascos por cleistoteca e pela morfologia do crescimento das hifas dos apéndices, fora da

parede da cleistoteca (AGRIOS, 2005 ¢ HOFFMAN et al., 2007).

O fungo causador do oidio na videira foi descoberto por Schweinitz na América do
Norte no ano de 1834 ao qual dado o nome de Erysiphe necator, (sins. Uncinula necator
Schw., E. tuckeri Berk., U. americana Howe, U. spiralis Berk. & Curt., U. subfusca Berk.
& Curt.; anamorfo Oidium tuckeri Berk.) (GOHEEN et al., 2001). A doenca causava danos
sem importancia nas videiras nativas americanas e ndo adquiriu notoriedade até 1845, ano
em que foi observada pela primeira vez na Inglaterra. E um parasita obrigatério nos
géneros da familia Vitaceae Ampelopsis, Cissus, Parthenocissus e Vitis (GOHEEN et al.,
2001). Hoje em dia podemos encontrar esta doenga na maioria de todas as regides
viticolas do mundo. Quando ndo é controlado, o oidio reduz a colheita e afecta a sua
qualidade, para além de reduzir a capacidade de crescimento vegetativo da planta e a sua

resisténcia ao frio de Inverno (GOHEEN et al., 2001).

O micélio do fungo E. necator é constituido por hifas hialinas de 4 a 5 pm de
diametro, superficiais mas semipersistentes ¢ septadas (GOHEEN et al., 2001). A infecgdo
comega com a germinagdo dos conideos na epiderme, formando-se em primeiro lugar o
apressério multilobulado. O fungo rompe a parede celular das células epidérmicas com a
penetragdo de um 6rgdo, que emerge a partir do apressorio. (HOFFMAN et al., 2007).
Depois da penetragio na cuticula ¢ na membrana celular, forma-se dentro da célula
epidérmica um 6rgdo de alimentagdo - haustério globuloso (GOHEEN et al., 2001), que se
torna intimamente associado com a membrana plasmdtica do hospedeiro. Os nutrientes
sdo absorvidos pelo haustério que os utiliza para se desenvolver e formar hifas. A hifa
alonga-se e desenvolve outros apressérios e outros haustérios, dando lugar 4 formagdo de
conifiéforos e posteriormente conidios. Estes esporos sdo os responsdveis pela repeti¢do
da doenga por via assexuada, e subsequente aparecimento de contaminagGes secundarias.
A formagio de um primeiro haustério funcional bem sucedida € o principal requisito para
o fungo se instale e possa entrar nas subsequentes fases de desenvolvimento (HOFFMAN et

al., 2007).
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Na hifa prostrada forma-se conidiéforos multiseptados, com 10 a 400 pm de
comprimento, em intervalos frequentes e perpendiculares. Os esporos sdo conidios
hialinos e cilindro-ovoides, que medem 27-47 x 14-21 um, e que se agrupam-se em
cadeias. O conidio mais antigo encontra-se no extremo distal da cadeia. Em condicoes de
campo, as cadeias sdo muito curtas, com 3 a 5 conidios (GOHEEN et al., 2001).

As cleistotecas (FI1G(S). IL1 e IL1.2) sdo formadas por fusdo de hifas de diferente
sexo (reproducdo sexuada), apresentam um corpo esférico globuloso com 70 a 130 um de
didmetro quando totalmente desenvolvido e podem encontrar-se na superficie de todas as
partes infectadas do hospedeiro (S.A., a partir da internet: http://www.muller-
koeberle.fr/odium_2.htm, 2010). As cleistotecas tém apéndices largos, flexiveis e
multiseptados que tém uma curvatura caracteristica no apice quando maturam (GOHEEN et
al., 2001). As cleistotecas mudam de cor hialina para amarelo, e depois para castanho-
escuro a preto a medida que amadurecem. A parede externa da cleistoteca € constituida
por 3 a 4 camadas de células. No caso de E. necator, contém 4 a 6 ascos (raras vezes
mais) que t€m forma de ovada a subglobosa e medem 50-60 x 25-40 um. Os ascos contém
de 4 a 7 ascésporos hialinos (sendo o mais frequente 4 na maturacdo), ovados ou
elipsdides e medem 15-25 x 10-14 um. De forma parecida aos conidios, germinam com
um ou mais curtos tubos germinativos, rapidamente formando, cada um, um apressorio

multilobulado (GOHEEN et al., 2001).

FIG(S). IL.1 e 2 - Fotos de cleistotecas de E. necator. (1) observagio ao

microscépio Optico; (2) observagdo ao microscopio electrénico (FOTOS: a
partir do site: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010);

Os isolados deste ascomiceta causador do oidio na vinha, E. necator, dividem-se
em dois grupos genéticos diferenciados (A e B) que coexistem no mesmo hospedeiro

(MONTARRY et al., 2008).
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Existem varios exemplos bem documentados de populagdes de patogénes das
plantas que podem ser diferenciados geneticamente em completa ou parcial reprodugéio
isolada, incluindo Leptosphaeria maculans (WILLIAMS e FITT, 1999), Gaeumannomyces
graminis var. tritici (LEBRETON et al., 2004), Botrytis cinerea (FOURNIER et al. 2005), ¢ E.
syringae (SEKO et al. 2008). A descoberta de existéncia de diferenciacdo genética, mas
morfologicamente indistinguiveis, levanta questdes importantes acerca da coexisténcia
destas espécies. De acordo com a teoria da competic@o, duas espécies ocupando o mesmo
nicho ecolégico ndo podem coexistir indefinidamente. Esta teoria, levou a sugestdo, de
que algumas espécies podem coexistir num nicho de modo fraccionado, apesar dos seus
elevados graus de afinidade fenotipica. Para subgrupos do patogéne da planta, coexistir no
mesmo hospedeiro (isto €, na mesma fonte), as diferengas ecolégicas que conduzem a um
nicho fraccionado, podem resultar numa separagdo espacial e/ou temporal destes
subgrupos (MONTARRY et al., 2008).

E. necator providencia um bom modelo para investigar os efeitos das estruturas
genéticas dos patogénes das plantas. Durante a epidemia, populagdes deste fungo estdo
estruturadas em dois grupos genéticos diferenciados (A e B) que foram previamente
identificados num nimero considerdvel de paises viticolas, incluindo Franga, Austrilia,
Itdlia, ¢ Espanha (MONTARRY et al., 2008). DELYE et al. ([1] - 1997) sugerem que os
isolados do grupo A, sobrevivem ao Inverno na forma de micélio nos gomos dormentes, e
que o seu desenvolvimento € reactivado apds a rebentagdo, levando a colonizag¢do dos
jovens rebentos — ‘drapeaux’; em contraste, os isolados do grupo B, s@o origindrios de
ascésporos libertados pelas cleistotecas apés o fim do Inverno. Foi também encontrada
uma associa¢io entre os sintomas em ‘drapeaux’ e uma infec¢do com isolados do grupo A
(AMRANI e CORIO-COSTET, 2006). Contudo, a associacdo entre o grupo genético € a
estratégia pos Invernal indica que os sintomas em ‘drapeaux’ podem ser causados por
ambos os grupos genéticos (CORTESI et al., 2005). Comparagdes entre os graus de
agressividade dos diferentes grupos genéticos de E. necator, conduziram a resultados
parcialmente conflituosos. Assim: PEROS et al. em 2006, reportaram que o indice de
infecgio, isto &, a proporgao de lesdes por esporulagdo geradas por inoculagéo local, eram
mais baixas, e que o didmetro da lesdo era inferior para isolados do grupo genético A, do
que para isolados do grupo B. Contudo, WILLOCQUET et al. em 2007, descobriram que os
isolados do grupo B eram mais agressivos que os isolados do grupo A para certas
caracteristicas tais como, o ricio da germinacgio e eficiéncia da infec¢do. O oposto era
verificado para outras caracteristicas tais como, o periodo de laténcia, o didmetro da lesdo

¢ a intensidade da esporulagio.
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As frequéncias dos grupos genéticos de E. necator varia consideravelmente ao
longo das vinhas, € os dois grupos podem coexistir na mesma vinha. Os isolados do grupo
A, encontram-se presentes no inicio do crescimento vegetativo da planta, desaparecendo
ao longo do percurso do ciclo epidémico. Por outro lado, os isolados do grupo B
encontram-se presentes ao longo de todo o ciclo epidémico. Desta forma, estas
observagdes sugerem que a reprodugdo sexuada de E. necator (formagio de cleistotecas)
envolve apenas isolados do grupo B. Esta descoberta sugere que a manutengdo de uma
elevada diferenciagfio da estrutura genética em populagdes de E. necator, pode resultar a
partir de um isolamento temporal de grupo genéticos. O isolamento temporal dos grupos
genéticos mostrou que desta forma se previne a recombinagdo entre os isolados do grupo
A e B, importante para a manutengdo das estruturas genéticas altamente diferenciadas em
populacdes de E. necator (MONTARRY et al., 2008). STUMMER e SCOTT, em 2003,
realizaram estudos que demonstraram existir infertilidade entre estes grupos em
experiéncias controladas de cruzamento.

De um ponto de vista evolutivo, esta diferenga numa estratégia de sobrevivéncia
entre os dois grupos genéticos deveria conferir uma vantagem aos isolados do grupo B,
uma vez que estes isolados beneficiam de ambos os tipos de reprodugio clonal e sexuada.
A presenga a longo termo dos isolados do grupo A levanta questdes acerca da competigdo
entre os grupos genéticos de E. necator para infecgio dos rebentos no inicio da esta¢do da
rebentacdo (MONTARRY et al., 2008).

O padrio temporal existente, pode por sua vez resultar a partir de diferengas a
nivel de agressividade entre isolados dos diferentes grupos genéticos. A comparagio das
caracteristicas da histéria de vida que determinam a agressividade entre os dois grupos
genéticos, mostrou que o grupo A era menos agressivo que o grupo B em termos de ricio
de germinacio e eficiéncia de infecgdo. O grupo A demonstrou ser mais agressivo que o
grupo B em termos de periodo de laténcia, didmetro da les@o, e nimero de esporos por
lesio. Desta forma, as caracteristicas de agressividade de E. necator podem ser
classificadas em dois grupos independentes: um primeiro grupo incluindo varidveis
monociclicas associadas com a infecg¢fo (o récio da germinagdo e a eficiéncia da infecgéo)
e um segundo grupo incluindo varidveis associadas com processos epidemioldgicos
seguindo a infecgdo (periodo de laténcia, produgdo de esporos e tamanho da lesdo). Na
epidemia do ofdio, os dois grupos genéticos podem adoptar diferentes estratégias
ecolGgicas para colonizar e usar a mesma fonte. Isolados do grupo genético A produzem
um grande mimero de conidios com baixa eficiéncia de infecgfio, contudo isolados do

grupo genético B produzem um reduzido nimero de conidios com uma eficiéncia de
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infecgiio elevada. De um ponto de vista ecolégico, os isolados do grupo A podem ser
considerados como tendo uma estratégia de vida como sendo invasores do nicho
ecolégico, enquanto isolados do grupo B tém uma estratégia de vida como competidores,
ocupando nichos. Este padrdo é consistente com as observagdes em isolados do grupo A
em que se encontravam mais activos no inicio do perfodo vegetativo da planta,
desaparecendo subsequentemente, e neste aspecto, a frequéncia dos isolados do grupo B
aumentava ao longo do tempo (MONTARRY et al., 2008).

A agressividade entre os dois grupos genéticos nio aumenta ao longo do decurso
da epidemia. Este resultado contrasta com aqueles obtidos previamente para outros fungos
patogénicos das plantas. VILLAREAL ¢ LANNOU demonstraram, em 2000, que uma
selecgdo direccionada para um aumento de agressividade tomou lugar em populagSes de
E. graminis e de Phytophthora infestans, durante o ciclo epidémico. Alguns fungos
patogénicos das plantas alternam a sua agressividade, nas suas diferentes fases de vida.
Outros fungos, como a Mycosphaerella graminicola (COWGER e MUNDT, 2002) e E.
necator, permanecem estaveis quanto 4 sua agressividade.

O isolamento temporal dos grupos genéticos de populagles de E. necator nao
explica contudo a predominéncia do grupo A no inicio do periodo vegetativo. Contudo, os
resultados apresentados por MONTARRY et al., 2008, mostraram que o desaparecimento
dos isolados do grupo A durante a epidemia ndo estava associada a um efeito de aplicag@o
de fungicida, conforme se observou nas amostras que foram colhidas de locais néo
tratados. A data dos componentes de agressividade mostrou que as diferengas numéricas
entre os grupos genéticos eram pequenas ¢ potencialmente insuficientes para serem tidas
em conta, no que respeita ao desaparecimento dos isolados do grupo A durante o ciclo
epidémico. Segundo FICKE er al., 2002, este mecanismo de aparente desaparecimento dos
isolados do grupo A pode envolver os efeitos de temperatura e/ou a resisténcia ontogénica
das folhas.

As estratégias de sobrevivéncia dos isolados do grupo A e B parecem ter maiores
consequéncias para o subsequente desenvolvimento da doenga e sua severidade. O grau de
severidade da doenga é mais elevada, em folhas ou bagos, nas vinhas em que a frequéncia
dos isolados do grupo B aumenta mais rapidamente, sugerindo uma associag@o entre o
nivel doenca e a frequéncia dos grupos genéticos, no inicio do periodo vegetativo da
planta. Os danos encontrados sdo maiores naqueles em que a epidemia comegou com

isolados do grupo B (MONTARRY et al., 2008).
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3. Ciclo Bioldgico

E. necator pode hibernar como hifas no interior dos gomos dormentes ou como
cleistotecas na superficie dos sarmentos da cepa e nos restos de material vegetal caidos no
solo, folhas e restos de podas. No Inverno ou em climas tropicais, os micélios e 0s
conidios podem sobreviver a uma ou outra estagdo nos tecidos dos Orgdos verdes
presentes na planta (GOHEEN et al., 2001).

O fungo E. necator pode reproduzir-se de duas maneiras diferentes: via sexuada e
via assexuada.

Por via sexuada: Nas regides viticolas em que as cleistotecas (forma de

conservagio Invernal) sdo uma fonte importante de inoculo primério, podem-se observar
as primeiras infec¢des como colénias individuais na superficie das folhas que crescem
envoltos no ritidoma. Os rebentos que se desenvolvem envoltos no ritidoma, isto €, os
rebentos do pé da videira vulgarmente chamados de ladrdes, sdo frequentemente oS
primeiros a infectar-se, presumivelmente porque estdo perto das cleistotecas que ficaram
agarradas as fendas do ritidoma, depois de terem sido arrastadas desde as folhas,
sarmentos e pedicéolos dos cachos das uvas, por chuvas outonais (GOHEEN et al., 2001).
Na Primavera, com temperaturas superiores a 11°C (s.A, a partir do site:
http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010), as cleistotecas
rasgam-se ao serem humedecidas pela chuva e libertam os ascésporos (GOHEEN et al.,
2001) responsdveis pelas infecgGes primirias  (S.A., a partir do site:
http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010). Estes germinam e
infectam os tecidos verdes, formando colénias que produzem conidios como dissemina¢do
secundaria (GOHEEN et al., 2001).

Por via assexuada: No abrolhamento, os gomos sdo infectados durante o inicio do

periodo de crescimento. O fungo desenvolve-se dentro do gomo, onde permanece em
estado latente no interior das escamas do gomo até i estagio seguinte. Pouco tempo
depois do abrolhamento, o fungo € reactivado e cobre o rebento com micélio branco. Os
conidios produzem-se abundantemente nestes jovens rebentos infectados, chamados de
rebentos indicadores (‘drapeaux’) e sdo rapidamente disseminados pelo vento e pela dgua
para os 6rgdos vizinhos (GOHEEN et al., 2001).

A figura seguinte (FIG. IL3) esquematiza a interacgao do desenvolvimento do

fungo E. necator ao longo da sua epidemia, com a planta — videira.
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Fig. I1.3: Ciclo Biol6gico do Oidio (adaptado de AGRIOS, 2005; GOHEEN et al., 2001; SILVA, 2008 € S.A., 1998);
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Na maioria das regides viticolas, o fungo produz nas suas estruturas sexuais,
cleistotecas na superficie dos 6rgdos vegetais infectados, folhas, pampanos € ramos,
durante a Gltima parte do periodo de crescimento vegetativo (GOHEEN et al., 2001 e S.A.,
1998). Nos trépicos, onde a vegetagdo € continua, o micélio permanece activo ao longo do
ano e ¢ produzido sem interrup¢do (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-

koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

4. Sintomas e Desenvolvimento do Oidio na Videira

Os sintomas sobre os diversos 6rgio da planta varia em fungdo do periodo do ano

e portanto da fase do estado vegetativo da videira.

1) Jovens rebentos de gomos infectados no ano anterior (‘drapeaux’);

Todas as superficies das pequenas folhas sdo sensiveis a infecgao. O jovem
rebento apresenta um aspecto branco acinzentado pulverulento que
corresponde 2 presenca do micélio. As folhas jovens, ainda em
desenvolvimento, quando infectadas ficam em tensdo, atrofiam, deformam-se,
e o crescimento dos ramos ¢ retardado (Fi1G. IL4) (S.A. a partir da Internet:

http:// membres.multimania.fr/, 2010).

F1G. 11.4 — Foto de um ‘drapeau’ com
sintomatologia de Oidio (FOTO: YVON BUGARET);
2) Inflorescéncias;
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Apresentam um aspecto seco e pulverulento com um po branco fino (FIG. IL5),
oleoso ao toque, transformando-se rapidamente em acinzentado, com um
granulado. Ao microscopio, destacam-se facilmente os conidioforos e sao
visfveis indmeros conidios (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-

koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

FIG. IL5 — Foto de uma inflorescéncia com sintomatologia de Oidio
(FOTO: a partir do site: http://www.muller—koeberle.fr/odium_2.htm,
2010);

3) Nas Folhas;

A presenca de micélio com as estruturas reprodutivas assexuadas conidiéforos
e conidios na superficie do tecido hospedeiro, confere um aspecto branco
acinzentado pulverulento (FiG. IL6). Ambas as superficies das folhas sao sensiveis
a infeccdo. Por vezes na pagina superior das folhas infectadas aparecem manchas
cloréticas brilhantes parecidas as vulgarmente chamadas “manchas de 6leo” do
mildio (GOHEEN et al., 2001). No final do Verdo as estruturas de resisténcia,

cleistotecas, comecam a colonizar as folhas infectadas (FiG. IL7).
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FIG. I1.6 e 7 — Fotos de paginas superiores de folhas de videira. (6) deformada pelo ataque de
Oidio; (7) com formagao de cleistotecas no final do Verao (FOTOS: YVON BUGARET);

4) Nos Bagos;

Os bagos sdo sensiveis 2 infec¢do (FIG. I1.10) até que o seu conteddo em
aclicares seja aproximadamente de 8%, podendo no caso de infecgdes ja
estabelecidas, continuar a produzir-se esporos até atingir os 15% (GOHEEN [ tal.,
2001).

No estado fenoldgico bago de ervilha (FIG. IL.8), quando contaminados, os
pequenos bagos apresentam rugas, murcham e geralmente caem perdendo-se toda
a colheita (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm,
2010).

Se os bagos sdo infectados antes de alcancar o seu tamanho definitivo, as
células epidérmicas morrem, impedindo o crescimento da epiderme. Por seu lado,
como a polpa continua a desenvolver-se, a pelicula rasga-se devido a pressao
interna (F1G. ILY9). Os bagos com peliculas quebradas desidratam ou apodrecem
sendo frequentemente infectados pelo fungo B. cinerea (GOHEEN et al., 2001). Um
ataque provocado pelo fungo B. cinerea pode também ocasionar uma grande perda
na colheita. Para além disso, quando aparece por altura do pintor, provoca uma
diminuicdo na qualidade os futuros vinhos devido a degradagdo das matérias
corantes, destruicio da pelicula que contém os precursores responsdveis pela
qualidade aromdtica, aumenta a fixacdo do SO, nos vinhos e aumenta acidez
volatil (S.A., 1998).

Na fase do pintor, quando os bagos das castas tintas sdo infectados por E.
necator, nio adquirirem a cor que lhes é prépria. Na superficie dos bagos

infectados, podem observar-se cicatrizes que adquirem um aspecto em forma de
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malha. No caso de uva de mesa, esta torna-se incomercializavel, e na uva para

vinho vai originar caracteristicas gustativas desagraddveis (GOHEEN et al., 2001).

FIG(S). 1.8, 9 e 10 — Fotos de bagos de uvas com sintomatologia de Oidio.; (8) ao estado fenoldgico
de bago de ervilha; (9) ruptura dos bagos; (10) ao estado fenoldgico de fecho dos cachos (FOTOS:
YVON BUGARET);

5) Nos Ramos;

Os peciolos e os pedicéolos do ramo sdo sensiveis a infec¢do durante o periodo
de crescimento vegetativo (GOHEEN et al., 2001).

Durante a Primavera, os ramos sdo parasitados principalmente por pequenas
manchas brancas que vdo crescer com a extensdo do mic€lio, tornando-se
confluentes e formando grandes manchas que cobrem toda a superficie do ramo,
tendo um aspecto cinzento azulado ou cinza (FIG. IL11) (S.A. a partir da Internet:
http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010). Uma vez infectados tornam-se
quebradicos € podem facilmente partir-se a medida que decorre o periodo
vegetativo (GOHEEN et al., 2001). A infec¢do dos ramos antes ou imediatamente
ap6s a floragio pode originar uma perda considerdvel na colheita. A parte superior
dos ramos pode ser totalmente contaminada e as folhas jovens tornam-se atrofiadas

(S.A. a partir da Internet: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).
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FIG. I1.11 - Foto de um ramo com sintomatologia de Oidio na
Primavera (FOTO: a partir do site:
http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010);

Antes do atempamento, nos pampanos infectados, aprecem manchas
pulverulentas de cor castanha escuro a negras (FiG. IL.12), que, mais tarde,
aparecem castanho arroxeadas na superficie dos sarmentos durante a fase de
repouso vegetativo (FIG. I1.13). Neste periodo apenas se podem encontrar residuos
de fragmentos de hifas colapsadas (GOHEEN et al., 2001).

Os ataques fortes originam um mau atempamento dos sarmentos, com a
consequente diminui¢cdo da acumulag¢@o de reservas nos gomos (GOHEEN et al.,
2001 e S.A., 1998). Os gomos dormentes destes ramos contém em si 0 micélio em
estado latente, que se ird desenvolver na Primavera seguinte (S.A. a partir da

Internet: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

FIG. I1.12 — Foto de ramo de videira com sintomatologia de Oidio (FOTO:
YVON BUGARET)
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FIG. I1.13 - Foto de um ramo com sintomatologia de Oidio no Outono
(FOTO: a partir do site: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm,
2010);

O processo de contaminagdo da planta ¢ dado por uma contaminagdo inicial —
primdria, e subsequentemente a partir desta ddo-se uma série de contaminagdes em cadeia —
secundarias.

A contaminagdo primdria caracteriza-se pela seguinte sintomatologia: manchas
oleosas na superficie da pdgina superior das folhas, sendo facilmente confundido com a
sintomatologia do mildio, escurecimento das nervuras na pdgina inferior da folha e,
aparecimento de manchas branca-acinzentadas e pulverulentas na superficie das folhas
(S.A., a partir do site: http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

As contaminagdes secunddrias decorrem no periodo de Maio a Agosto.
Caracterizam-se pela seguinte sintomatologia: leve contrac¢do e crispagdo da folhagem e
aparecimento de zonas pulverulentas de cor branca-acinzentada na parte inferior da planta.
Em Agosto, a vinha aparenta uma tonalidade cinza clara na superficie das folhas (S.A., a

partir do site: http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

O retardar o desenvolvimento dos Orgdos afectados devido 4 diminui¢do da
actividade fotossintética, a destrui¢iodos bagos e cachos, e consequentes perdas
significativas de rendimento, sdo os principais danos provocados na videira, quando esta €
atacada pelo oidio (S.A., a partir do site:

http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).
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5. Factores Ambientais que afectam o Desenvolvimento e a Propagacao

do fungo E. necator

Os efeitos dos factores ambientais na sobrevivéncia e germinag@o dos conideos e
no desenvolvimento da doenca tém sido objecto de amplos estudos. A temperatura, a
humidade e a luz, sdo os factores climaticos que condicionam o desenvolvimento do

fungo (GOHEEN et al., 2001 e S.A., 1998).

5.1 Temperatura

A temperatura parece ser o pardmetro ambiental mais limitante para o
desenvolvimento do fungo. Temperaturas perto dos 15°C comecam a ser favordveis para o
inicio do desenvolvimento vegetativo da planta, € a0 mesmo tempo, também para a
propagagdo do fungo, sendo as temperaturas de 20-28°C consideradas Optimas para a
infecgdo e desenvolvimento da doenga, embora, no entanto, o crescimento do fungo possa
produzir-se desde os 6 até os 32°C. As temperaturas acima dos 35°C inibem a germinag@o
dos conidios e acima dos 40°C estes morrem (GOHEEN et al., 2001 e S.A., 1998). O fungo
¢ destruido aos 45°C, o que explica a estagnagio do seu desenvolvimento nos tropicos e
nos ramos em contacto com o solo (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-
koeberle.fr/odium_2.htm, 2010). A 25°C, os conidios germinam em aproximadamente 5
horas. Existem estudos que demonstram que a 23-30°C o tempo decorrido desde a
inoculacio até 4 esporulagdo pode ser t3o curto como de 5 a 6 dias, sendo a 7°C superior a
32 dias. H4 também registos que as colénias de oidio morrem depois de serem expostas a

36°C durante10 horas ou a 39°C durante 6 horas (GOHEEN et al., 2001 e S.A., 1998).

JAILLOUX et al. (1999) durante 5 anos consecutivos (de 1993 a 1997) seguiram a
projeccdo dos ascGsporos de E. necator em campos viticolas da regido de Bordéus. Os
ascOsporos comegavam a ser libertados ap6s a rebentagdo da planta e esteve sempre
associada a periodos de pluviosidade superiores a 2 mm, com um tempo de
humedecimento de no mfnimo 2,5 h e uma temperatura média geralmente acima dos 11°C.
As temperaturas médias acumuladas diurnas, depois de 1 de Novembro, até€ a libertagéo
dos ascésporos foi superior a 1100°C. Ndo foi observada uma relagio entre a precocidade,
ntmero de ascésporos libertados, e severidade da doenga em videiras da casta estudada —

‘Merlot’. A infecgdo priméria ndo pareceu ser determinante para o desenvolvimento da
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populacio de oidio. Por outro lado, as condigSes climéticas do més de Abril (pluviometria
e temperatura) parecem influenciar fortemente a severidade da doenga nos bagos,
possibilitando a instalagio do parasita nas folhas. As informagdes recolhidas neste estudo,
poderdo servir de grande utilidade para determinar o posicionamento temporal da primeira

intervengdo anti-oidio na vinha, em fungdo das condigdes climaticas.

5.2 Humidade

A humidade ambiental também é um factor determinante no desenvolvimento da
doenga, embora em menor grau que a temperatura. A dgua corrente, por exemplo da
chuva, produz uma germinagdo pobre e anormal dos conidios, assim como no
rebentamento dos mesmos, devido presumivelmente a excessiva pressdo de turgescéncia.
A chuva pode ser prejudicial para o desenvolvimento da doenga ja que arrasta os conidios
e desorganiza o micélio. A humidade atmosférica compreendida dentro dos valores de 40
a 100% de humidade relativa, é suficiente para a germinagdo dos conidios e para a
infeccdo, existem também dados que referenciam a germinagdo a menos de 20% de
humidade relativa (GOHEEN et al, 2001 e s.A., 1998). Segundo alguns autores, a
humidade influi mais a esporulagdo do que a germinagdo. Por exemplo, comprovou-se que

se formou 2, 3 e 4 ou 5 conidios durante 24 h a 30-40, 60-70 e 90-100% de humidade

relativa, respectivamente.

Os efeitos da humidade no desenvolvimento do oidio na vinha, € na germinagéo
dos conidios de E. necator ‘in vitro’, foram examinados em estudos realizados em 2003
por CARROL e WILCOX. Estes estudos conduzidos a uma temperatura optima de 25°C =
2°C concluiram que a presenga da doenga em folhas era afectada pelos niveis de humidade
relativa (HR) entre 39 e 98%. A incidéncia e severidade da doenga aumentaram com 0
aumento da humidade até um 6ptimo de 85% de HR, decrescendo perante valores
superiores de HR. A densidade dos conidios era também proporcional ao aumento da HR,
embora a sua influéncia ndo fosse tio demarcada. Com estes estudos, demonstrou-se uma
forte relaciio entre os niveis de humidade e a frequéncia da germinagéo dos conidios, para
valores de HR < 84%. Contudo, a frequéncia de germinagdo decrescia perante valores de
HR > 87%. Assim, a humidade parece ter um papel relevante na epidemiologia do oidio,
confirmando os beneficios das préticas culturais que evitam a presenca de humidades
elevadas na canéplia da videira
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5.3 Vento

O vento tem um efeito favoravel no sentido de garantir a disseminagdo de conidios

(S.A. a partir da Internet: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

FALACY et al. (2007) realizou ensaios usando PCR (‘Polymerase Chain Reaction’)
e ‘primers’ especificos para diferenciar o fungo E. necator, de outros fungos comuns, a
partir de amostras do ar no Norte dos E.U.A., em locais onde existiam vinhas. Na fase de
dorméncia da planta, ou em periodos em que o desenvolvimento da vinha estava activo
mas o fungo E. necator permanecia dormente, ndo foram obtidas amplificagOes, ou seja,
ndo existia nas amostras de ar a presenca deste patogéne. Contudo, durante a época
sazonal em que ocorria libertagdo de ascOsporos, causada por periodos de precipitagdo,
entre os estados fenoldgicos da videira, da rebentacdo até a floragdo, os resultados das
amplificacSes por PCR deram positivos, indicando assim a presenca deste fungo nas
amostras de ar. Os mesmos autores, verificaram simultaneamente por observagdes
realizadas ao microscépio, que ao fim de 7 a 11 dias apds a libertagdo dos ascGsporos,
aparecia a presenca de sintomas de oidio na vinha. Os resultados deste estudo representam
sobretudo um passo inicial, no sentido de criar modelos previsionais para o aparecimento

do oidio.

5.4 Luz

Quanto a luminosidade, vérios estudos referem que, a luz baixa e difusa favorece o
desenvolvimento da doenga (GOHEEN et al., 2001). Existem mesmo dados de que a luz do
sol brilhante inibe a germinacdo dos conidios (S.A., 1998). GOHEEN et al., (2001)
verificaram, por exemplo, que a germinacio dos conideos foi de 47% com luz difusa e

somente de 16% com luz solar.
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6. Estratégias de Controlo e Meios de Protecciio contra o Oidio da

Videira

6.1 Técnicas de Cultivo

As técnicas de cultivo podem reduzir a severidade da doenga e aumentar a
efectividade do controlo quimico. E benéfico estabelecer a plantagdo da vinha em zonas
com bom arejamento, assim como boa exposi¢do solar e adequada orientagio das linhas.
O emprego de sistemas de condugio que permitem uma boa circulagéio do ar através da
vegetagio da copa e impedindo o excesso de sombra € também muito benéfico. Uma copa
vegetativa aberta ndo s6 mantém um microclima menos favoravel para o desenvolvimento
da doenga, com também permite uma melhor penetragdo dos fungicidas (GOHEEN et al.,
2001).

Os tratamentos fitossanitdrios devem ser efectuados com maquinaria adequada,
cobrindo bem toda a vegetagio e em especial os ramos, empregando volumes adequados
de calda a cada tratamento. Em plantagdes vigorosas é aconselhdvel fazer poda em verde

para facilitar a penetragdo dos produtos (S.A., 1993).

6.2 Plantacio de Novas Espécies de Vitis

A sensibilidade das espécies de Vitis € altamente varidvel e € determinada pelo
ntimero e extensdo das manchas, e também pela extensdo do dano provocado pelo fungo.
As causas da resisténcia sdo muitas e algumas ainda mal compreendidas. De entre elas
destacam-se a necrose dos apressérios e a resisténcia a necrose das células do hospedeiro.
Pensa-se também que ha resisténcias por causas relacionadas com a acgdo da nutricdo
fisiolégica do parasita, ou razdes ordem botdnica, como € o caso da influéncia da
vilosidade das folhas com o seu aspecto lanoso na Primavera, formando como que uma
barreira & penetragio dos haustérios (S.A. a partir da Internet: http:/www.muller-

koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

As espécies americanas s3o geralmente resistentes, outras sdo um pouco sensiveis.
Em videiras europeias, existem diferengas na sensibilidade da espécie V. vinifera:

‘Carignan’, ‘Chardonnay’, ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Cabernet Franc’, entre outras sao
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consideradas espécies muito sensiveis; ‘Pinot’, ‘Semillon’, ‘Syrah’, entre outras sao
consideradas pouco sensiveis (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-

koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

As fontes naturais de doengas de resisténcia sdo normalmente encontradas em
localizacBes geograficas onde as populagdes de patogénes e plantas evoluem em conjunto.
Paralelamente 2 viticultura, as bases genéticas de resisténcia ao oidio, foram também
estudadas em diversas espécies Vitis, incluindo V. cinerea e V. rupestris, € também em
hibridos complexos como V. aestivalis, V. berlandieri, V. cinerea, V. labrusca, V.
lincecumii, V. riparia e V. rupestris (HOFFMAN et al., 2007).

Mais recentemente, espécies selvagens de Vitis do Oriente, principalmente na
China, despertaram atengdo da viticultura para a resisténcia. O tipo de resisténcia contra o
patogéne nfo nativo, encontrado nestas espécies, com uma substancial variagdo quanto a
resisténcia e susceptibilidade entre os genétipos de cada espécie, foi considerado um
caminho para desenvolver mais investiga¢des neste sentido (HOFFMAN et al., 2007).

Todas as videiras de origem Mediterranica e Ocidentais, que pertencem a espécie
V. vinifera, presumem-se serem susceptiveis aos patogénes de origem Americana. Este
facto foi assumido com base em observagdes correntes de muitas variedades, em diversos
locais. Uma vez que o patogéne parece ser capaz de se desenvolver nestas espécies, tem
sido discutido, que poder4 existir a possibilidade de encontrar resisténcia ao oidio na V.
vinifera, durante o um curto periodo de tempo, em que hospedeiro e o novo patogene
introduzido foram capazes de co-evoluir. Da mesma forma, deve ter sido em conta o
efeito da propagagdo clonal da cultura. Contudo, a esséncia das fontes genéticas que
contribuiriam para as modernas variedades de V. vinifera, encontram-se ainda dispersas
pela América, Irdo, e ainda nas regides a volta do Mar Negro e Republica Central da Asia.
Parte deste germoplarma, propaga-se sexuadamente fora das culturas, podendo ter
evoluido depois da chegada do patogéne, mais do que nas cultivares da Europa Ocidental.
As especificidades das resisténcias dirigidas a patogénes néo nativos podem ter evoluido
debaixo de condi¢des naturais na V. vinifera e nas espécies Asidticas. Devido ao
isolamento histérico e geografico, a maior parte do germoplasma de V. vinifera mantido
no Oriente, tem estado fora do alcance dos viticultores Europeus e do Novo Mundo, tendo
sido apenas estudadas e utilizadas apenas pelos viticultores locais (HOFFMAN et al., 2007).

Na viticultura tradicional, foram cultivadas vinhas de vérias espécies Vitis, que

foram hibridizadas, e novamente cruzadas com V. vinifera, no sentido de introduzir
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resisténcia nos genétipos que produzem frutos. Algumas destas descendéncias férteis,
foram também obtidas a partir de cruzamentos entre V. vinifera ¢ M. rotundifolia,
despistando o facto da hibridizacdo ser normalmente impedida pelo diferente ndimero de
cromossomas dos genomas da Vitis e da Muscadinia. O nivel elevado de
heterozigossidade do genoma da videira, torna impossivel o restauro de muitas das
caracteristicas originais dos parentes da V. vinifera, mesmo quando os alelos que causam
danos, ndo sdo herdados dos parentes ndo domesticados (HOFFMAN et al., 2007).

As espécies Kishmish vatkana e Dzhandzhal kara, demonstraram ter resisténcia ao
oidio, sendo a primeira mais robusta (HOFFMAN et al, 2007). Folhas e bagos
permaneceram assintomdticos a doenga, durante o periodo de desenvolvimento da planta,
apenas com algumas folhas senescentes, em que ocasionalmente se observou a instalacio
e desenvolvimento de pequenas colénias de oidio. A K. vatkana tem enormes cachos
soltos com antocianinas, contendo frigeis restos de sementes abortadas. E frequentemente
cultivada para uva de mesa na parte Este do Uzbequistdo. Por virtude das caracteristicas
domesticadas, as caracteristicas do fruto e a inata resisténcia ao oifdio da K. vatkana
podera tornar-se numa importante fonte genética para a resisténcia cultural (HOFFMAN et
al., 2007).

Os fenétipos de resisténcia, s@o livres de uma substancial infec¢do de oidio ao
longo de vérios anos em estufa, e em condi¢des de campo, por conseguinte explordveis
para propostas praticas de viticultura. A ocorréncia de um gene com resisténcia a fungos,
naturalmente entalhado numa pura bagagem genética da V. vinifera, abre a porta a novas
oportunidades na viticultura convencional (HOFEMAN et al., 2007).

O parasitismo do oidio nas videiras € um problema com uma pressdo crescente
para a uva e para a industria do vinho. A doenca € frequentemente controlada pela
aplicagdo de fungicidas organicos e inorganicos. Contudo, a actividade anti microbiana de
algum destes quimicos tornou-se parcialmente ultrapassada pela ocorréncia de forgas de
resisténcia do patogéne. A percepgdo do publico em geral de que os fungicidas t€m um
impacto negativo no ambiente € que colocam em risco a saide humana acrescenta mais
uma pressdo no sentido de reduzir o uso de produtos quimicos. Num futuro préximo, a
explorag@o de recursos naturais poderd contribuir para um conjunto de préticas no sentido

de se tornar uma viticultura mais sustentdvel (HOFFMAN et al., 2007).
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6.3 Meios de Luta Biolégica

Experimentalmente, o oidio foi também controlado com produtos a base de
solugdes de sal de fosfato e detergentes ou 6leos ultra finos (AGRIOS, 2005).

Na vertente do biocontrolo, foi conseguido a titulo experimental controlar o oidio
usando micoparasitas. Os mais citados sdo o fungo antagonista Ampelomyces quisqualis
Ces. (sin. Cicinnobolus cesatii De Bary) cujo uso ja € permitido como luta biol6gica nos
Estados Unidos da América (S.A. a partir da Internet:
http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010), e o Tilletiopsis sp.
que teve sucesso de aplicagdo em estufa, contudo nunca foi usado em condiges de campo
(AGRIOS, 2005 e GOHEEN et al., 2001).

Em estufa, foi também experimentado o controlo usando como material de

construg¢io, laminado de polietileno azul fotossensivel (AGRIOS, 2005)

6.4 Meios de Luta Quimica - Fungicidas

O controlo do ofdio nas vinhas baseia-se normalmente no emprego de fungicidas,
sendo portanto o meio quimico, aquele que actualmente se considera como o mais eficaz

(GOHEEN et al., 2001, € S.A., 1998).

Existem seis principais modos de ac¢do anti-fungicos: Dentro dos preventivos temos
aqueles que actuam por inibi¢do da germinacdo de esporos e aqueles que actuam por
inibicdo do crescimento ou a formagfo de haustérios. No campo dos curativos temos os
seguintes modos de acgdo: acgdo sobre o micélio instalado, acgdo anti-esporulante, acgio
nos haustérios e efeito vapor (S.A. a  partir da Internet:

http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).
As substancias activas dos produtos fitofarmacé€uticos permitidos usar actualmente

em Portugal, no Ambito da Protecgdo Integrada, para a gestdo preventiva e/ou curativa do

oidio apresentam-se no QUADRO IL.1:
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QUADRO IL1: Resumo das substancias activas de fungicidas anti-oidio permitidos comercializar

actualmente em Portugal (S.A., 2010);

Substancia Activa Grupo Quimico Observacoes
Azoxistrobina estrobilurina
Crexoxime estrobilurina
. 3 - - Em esgotamento de
Dinocape derivado dinitrofenélico ( goam
existéncias)
Enxofre
Segundo o fabricante €
um inibidor da
Espiroxamina espiroquetalaminas biossintese dos esterdis
com um modo de ac¢ao
diferente dos triazdis
] . Inibidor da biossintese
Fusilazol triazol o
dos esterdis
) . . Inibidor da biossintese
Miclobutanil triazol .
dos esterois
) Inibidor da biossintese
Penconazol triazol b
dos esterdis
Proquinazida quinazolinonas
Quinoxifena quinolinas
Stroby WG estrobilurina
. Inibidor da biossintese
Tebuconazol triazol o
dos esterois
] Inibidor da biossintese
Tetraconazol triazol o
dos esterois
Trifloxistrobina estrobilurina

Cada uma destas substancias activas tem um modo de ac¢do no seu combate ao

oidio, como referido no QUADRO IL.2.

QUADRO IL.2: Modos de acgio das substancias activas de fungicidas anti-oidio (S.A. a partir da
Internet: http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010);

. Modos de Accao
Fungicida —
ol Inibigao do
substancia :
= S crescimento
. Accao Inibigao da i Sobre o - - efeito
activa/grupo germinagao = micélio >
. 4 formagao e esporulante | haustorios vapor
quimico) € eSporos de instalado
haustorios
Enxofre
Contacto
molhavel
Enxofre em p6 Contacto
Dinocape Contacto
I.B.E:s Sistémico
Estrobilurinas Penetrante
fenoxiquinolinas | Penetrante
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O enxofre foi o primeiro agente quimico a ser utilizado como fungicida efectivo no
controlo do oidio da videira, e é usado acerca de 150 anos (YPEMA et al., 1997). O
tratamento contra o oidio foi encontrado acidentalmente em 1846 por KYLE, um jardineiro
inglés que trabalhava em estufas. A colocagdo de enxofre nas tubagens de aquecimento
central, com o intuito de repelir as formigas e lesmas, favoreceu a emissdo de gases de
enxofre. Em Franca, GONTIER em 1851, foi o primeiro a aplicar enxofre nas vinhas. Nos
E.U.A., W. PRINE, em 1829, relatava o uso adequado de enxofre, utilizado seco ou em
solugdio, contra o oidio, e usado pela primeira vez em ‘Massachusetts’ por SAMUEL
JOHNSON (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).
Devido 2 sua efic4cia tanto preventiva como curativa, ¢ também pelo seu baixo prego,
continua a ser o fungicida mas utilizado para este fim (GOHEEN et al., 2001). O enxofre
aplica-se geralmente em p6 ou em pé molhavel. Em climas secos € preferivel o enxofre
em pé, ao contrario das regides onde as chuvas sdo mais frequentes durante o periodo de
crescimento vegetativo, em que o enxofre molhdvel ou sublimado, € preferencial dado a
sua qualidade de reten¢do (GOHEEN et al., 2001, e S.A., 1993).

A maior actividade fingica do enxofre tem lugar na fase de vapor. A produg@o de
vapores e sua efectividade depende do tipo de enxofre, assim como dos factores
ambientais, fundamentalmente a temperatura. A banda de temperatura Optima para a
actividade do enxofre € de 25-30°C. Abaixo dos 18°C este fungicida pode ndo ser eficaz e
acima dos 30°C o risco de fitotoxicidade aumenta consideravelmente, ndo sendo
recomendavel a sua aplicagiio a temperaturas iguais ou superiores a 35°C. O enxofre €
menos activo em ambiente himido do que em ambiente seco, no entanto, os tratamentos
realizados a partir do Verdo podem afectar a qualidade organoléptica dos futuros vinhos
(GOHEEN et al., 2001, e S.A., 1998).

Os vapores de enxofre elementar entram em contacto com o fungo e entram nas
células lipidicas do plasma periférico, uma vez que o enxofre € solivel em gorduras.
Dentro das células, um complexo de reacgdes quimicas, resultando na formagao de sulfato
de hidrogénio, funciona como um veneno téxico para as células do fungo. O enxofre
comporta-se como um aceitador de electrGes na cadeia respiratéria e, assim, entra em
concorréncia com o oxigénio (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-

koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).
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s3o de contacto, pelo que a sua acgio € essencialmente preventiva. Outros, como o0s
inibidores da biossintese de esteréis (L.B.E.s), para além de terem uma acgdo preventiva,
podem ter uma acgdo curativa, devido a serem penetrantes. A sua rdpida penetragdo na
planta que faz com que nfo sejam lavados pelas dguas da chuva, se esta ocorrer de uma a
algumas horas ap6s a sua aplicacio. Tem também a capacidade de actuar sob temperaturas
relativamente baixas, factor importante para as regides mais frias, sobretudo no que diz
respeito s primeiras aplicagdes. Como inconveniente, tem a facilidade de criar

resisténcias, pelo que ndo devem ser usados com frequéncia.

6.4.1 Fenémenos de Resisténcia a Fungicidas

Os fungicidas sdo essenciais para manter saudaveis, vidveis e com boa qualidade
os produtos agricolas. Antes dos anos 70, todos os fungicidas usados para o controlo dos
patogénes das plantas eram inibidores de acgdo multi-localizados, actuando como
protectores de doengas. Apesar do seu uso amplamente dispersado, a resisténcia a estes
compostos era um evento raro. Contudo, desde a introdugdo de fungicidas com acgao
especifica durante os anos 60, os fenémenos de resisténcia em fungos fitopatogénicos,
tornou-se num problema grave para a gestdo da protecgdo das plantas (BRENT, 1995).

A resisténcia a fungicidas, é um ajustamento, na procura da estabilidade, inerente
do préprio fungo ao fungicida, resultando numa redugo de sensibilidade do fungo, a esse
fungicida. A resisténcia pode resultar numa mutagio genética simples ou multipla por

parte do patogéne (KOENRAADT et al., 1992).

Fungicidas com inibigdo de biossintese de ester6is (LB.E.) que afectam a
demetilagdo (fungicidas DMI [inibigso de demetilagdo]) tém uma importancia crucial nos
programas de controlo do oidio (YPEMA et al., 1997).

O fungicida benomil foi registado para o controlo do oidio em 1994 pela
‘Environmental Protection Agency’ (EPA) em 1994. O benomil tem vindo a ser usado nas
vinhas da Califérnia desde 1972, para controlo da B. cinerea, agente causal da podridao
cinzenta das uvas (YPEMA et al., 1997).

O triadimefdo foi introduzido em 1982 e foi a mais importante ferramenta de
controlo da doenga ao longo de vdrios anos. Em 1989, dois fungicidas DMI adicionais, o
miclobutanil e o fenarimol foram introduzidos no controlo do oidio (YPEMA et al., 1997).
A diminuicdo da sensibilidade ao triadimefdo foi suspeitada em 1985 e confirmada em
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1986 e 1990. A sensibilidade de culturas de E. necator para o triadimefdo era considerada
baixa, para o miclobutanil intermédia e elevada para o fenarimol (YPEMA et al., 1997).

A resisténcia a fungicidas DMI € generalizada, mas, nem sempre geneticamente
correlacionada. Existem indicadores de existéncia de resisténcia cruzada em E. necator, ¢
as correlacdes acerca da sensibilidade para os diferentes fungicidas DMI néo foram ainda

determinadas (YPEMA et al., 1997).

Os isolados resistentes, provém tipicamente de uma populacdo com baixa
diferencia¢do genética natural. Estes isolados, sdéo menos afectados, ou ndo sdo inibidos,
por uma determinada aplicagdo de fungicida. Em populagSes de patogénes que se
encontram sob a pressio selectiva de um fungicida, este pode efectivamente controlar os
isolados sensiveis, mas ao longo do tempo, os isolados resistentes podem tornar-se
dominantes, conduzindo posteriormente a falha no controlo de doenga (KOENRAADT et al.,
1992).

O bom estado ecolégico dos isolados de fungos resistentes a fungicidas, ird
determinar a persisténcia dos genétipos de resisténcia, apés seleccionados. Em muitas
circunstancias, desde que os isolados de resisténcia tenham um débil estado ecoldgico,
relativamente aos isolados sensiveis aos fungicidas, ndo poderdo sobreviver, na auséncia
da pressio da seleccdo provocada pelo fungicida. Neste caso, a frequéncia dos isolados de
resisténcia nas populagdes de patogénes, ird diminuir, a partir do momento em que cesse a
aplicagdo do fungicida. Por outro lado, isolados resistentes, em tdo bom estado ecoldgico
como os isolados sensiveis, persistem por um longo periodo de tempo, mesmo sem
qualquer uso de fungicidas. Isto foi exemplificado, pela resisténcia a fungicidas de varios
fungos fitopatogénicos, a substdncias activas como benzimidazol e estrobilurinas

(KOENRAADT et al., 1992).

6.4.2 Mecanismos Moleculares de Resisténcia a Fungicidas
A resisténcia a fungicidas pode ser conferida por varios mecanismos, incluindo:
- Alternéncia do local alvo de acgdo, que reduz a ligagio do fungicida;
- Sintese de uma enzima alternativa capaz de substituir o local de ligagdo da
enzima;
- Superprodugio do local de ligagdo da enzima;

- Um efluxo activo ou uma reducio na quantidade de fungicida absorvido;
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- Quebra da reacgdo metabélica do fungicida;
Além disto, alguns mecanismos nd3o reconhecidos poderdo também ser

responsaveis pela resisténcia a fungicidas (MA e MICHAILIDES, 2005).

A. Resisténcia ao Benzimidazol

A resisténcia a fungicidas a base de benzimidazol, foi detectada em muitas
espécies de fungos. Na maior parte dos casos, a resisténcia estava correlacionada com
mutagdes no gene da B-tubulina, ocorrendo alteragdio da sequéncia de aminodcidos no
local de ligagdo do benzimidazol. O envolvimento directo das mutagGes que conferem
resisténcia ao benzimidazol, foi confirmada pela mutagénese do local directo, seguida pela
substitui¢do desse gene (LI et al., 1996).

Foi demonstrado que mutagdes em diferentes coddos no gene da [-tubulina,
poderdo resultar em diferentes niveis de resisténcia ao benzimidazol. Adicionalmente,
diferentes substituicdes no mesmo coddo, poderdo também resultar em diferentes niveis
de resisténcia (ALBERTINI et al., 2003).

Os isolados de fungos resistentes ao benzimidazol, com mutagdes no gene da B-
tubulina, poderdo ter efeitos inibitérios no crescimento do micélio, a temperaturas
elevadas ou baixas (YAN e DICKMSAN, 1996). Estes efeitos poderdo interferir no bom
estado ecolégico dos isolados resistentes e impor uma desvantagem selectiva nestes
isolados em condigdes de campo. Para além disto, a sensibilidade a temperatura dos
isolados resistentes podera ter impacto directo na estratégia de aplicagdo de fungicidas.
Por exemplo, se os isolados resistentes mostrarem sensibilidade a temperaturas elevadas,
os dias quentes poderdo ser a altura mais apropriada para a aplica¢do de fungicida, em
culturas em que este tipo de isolados resistentes fora detectado (YAN e DICKMSAN, 1996).

Algumas excepgdes foram também observadas, em diversos isolados resistentes e
sensiveis ao benzimidazol, verificou-se que as sequéncias de aminoacidos do gene da f-
tubulina eram idénticas. Estes resultados indicam que outros mecanismos poderdo ser
responsdveis pela resisténcia destes fitopatogénes ao benzimidazol, contudo, o exacto
mecanismo para esta resisténcia permanece ainda desconhecido (KAWCHUCK et al., 2002).

O mais antigo benzimidazol (benomil) foi retirado do mercado voluntariamente
pelo préprio fabricante. Contudo, ainda existem outros fungicidas a base desta substancia

activa, que sdo ainda aplicados em diversas culturas (MA e MICHAILIDES, 2005). A
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monitorizagio da resisténcia ao benzimidazol nos fungos patogénicos, deve continuar

enquanto estes fungicidas fizerem parte da gestdo de doengas das plantas.

B. Resisténcia aos DMIs — Inibidores da Demetilacdo

Os DMIs abrangem um vasto nimero de fungicidas com sucesso comercial, e
foram primeiramente usados na agricultura nos anos 70. Desde os anos 80, problemas de
resisténcia devido ao uso de DMIs foram referenciados em diversos fungos patogénicos,
bem como foi identificado um vasto ndmero de mecanismos de resisténcia (MA e
MICHAILIDES, 2005).

Os DMISs inibem a a-demetilagfio do precursor do ergosterol nos fungos (BRENT,
1995). Sdo compostos sistémicos de elevada ac¢do preventiva e curativa contra doengas
provocadas por fungos, que funcionam em pequenas doses, € gragas ao seu modo de ac¢ido
altamente selectivo. Contudo, e devido a esse seu modo de acgdo selectivo, o uso
intensivo de DMIs, levou ao desenvolvimento de resisténcias num elevado nimero de
fungos. Esta resisténcia, liderou uma série de problemas, no controlo de doengas,
reduzindo consideravelmente a eficiéncia dos tratamentos ([1] DELYE ef al., 1997).

Outros ensaios conduzidos com outros fungicidas DMIs, em isolados altamente
resistentes ao triadimenol, mostraram que estes tipos de isolados podem ser sensiveis a
outras moléculas DML Em contraste, alguns isolados com fraca resisténcia ao
triadimenol, aparentemente também oferecem baixa resisténcia a outros DMIs ([1] DELYE
et al., 1997). Assim, pode-se concluir que as bases de resisténcia aos DMIs em E. necator

sdo complexas e mais estudos sdo necessérios para perceber esta resisténcia.

B.1) _Mutacdes no gene codificado 140-demetilase (CYPS 1)

No fungo E. necator, uma tUnica mutagdo levando a substituicdo de uma
fenilalanina por uma tirosina na posigdo do coddo 136 (Y136F) do gene CYP5I foi
encontrada em todos os isolados resistentes ao triadimenol, cujo grau de resisténcia era
classificado de igual ou superior a 5, numa escala de 0 a 10. Nos isolados resistentes em
que o grau de resisténcia era inferior a 5, ndo se encontraram mutagoes no gene CYPS51.

Estes dois aminoécidos tm estruturas moleculares similares, excepto no facto de

que a tirosina tem um grupo hidroxilo que ndo existe na fenilalanina. A perda do grupo
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hidroxilo no local activo do citocromo P-450 esterol 14a-demetilase (P-45014pm), que € a
tinica consequéncia da mutagfo, aumenta a sua hidrofobia no local activo sem afectar a
sua configuragdo. Aumentando a sua hidrofobia no local activo do P-450.4pMm, reduz a
afinidade da enzima ao seu inibidor (molécula polar com esqueleto hidrofébico) sem
afectar significativamente o P-4504pm que € a enzima chave da via biossintética do

esterol nos fungos ([1] DELYE et al., 1997).

Estudos recentes usando anslise RAPD (‘Randomly Amplified Polymorphic
DNA’) mostraram que isolados de E. necator colhidos a partir de plantas com
sintomatologia tipica em ‘drapeaux’, ou seja, com contaminagdes a partir de conidios
(isolados do grupo I) tinham padrdes RAPD muito diferentes dos padroes RAPD dos
isolados que provinham a partir de contaminagSes por ascésporos (isolados do grupo III).
Isto foi verificado em amostras de campo colhidas na Europa e na Austrlia. Na India,
identificou-se a existéncia de um terceiro grupo genético (grupo II). A variagdo genética
entre grupos € considerada maior que a variagdo genética nos grupos, sugerindo
isolamento genético (DELYE ef al., 1999).

Usando NAS-PCR (‘Nested Allele-Specific PCR’) foram identificados os
seguintes resultados: Amostras colhidas em Maio, com sintomatologia de oidio em
‘drapeaux’, foram associadas a isolados do grupo L. Amostras de campo colhidas em
Junho, foram associadas a isolados do grupo III, e também a alguns isolados do grupo L.
Em Julho e Setembro, apenas foram detectados isolados do grupo III, sugerindo que este
grupo representa a maioria dos isolados de E. necator presentes no final do ciclo
vegetativo da planta (DELYE et al., 1999). Estes resultados sao consistentes com a hipdtese
de que existem grupos geneticamente isolados, de isolados de E. necator, € que estes
isolados, ocupam nichos distintos e especializados, como jad anteriormente foi
demonstrado para outros fungos (GIRAUD ef al., 1997). Esta subdivisdo de grupos
genético (I, I e TII) € relativa a estudos efectuados no gene CYP5I e portanto refere-se a
subdivisio diferente 3 anteriormente referenciada no ponto 2 deste Capitulo.

No estudo efectuado por DELYE et al. (1999), comparando as sequéncias do
CYP5] em isolados de E. necator, foram identificados trés pontos de mutagdo, que
distinguem os grupos I e II, do grupo III. Identificaram-se mutagdes no coddo 37, no
coddo 156 (regido de elevada conservagdo, que se cré estar envolvida no reconhecimento
do substrato enzimético), e no coddo 493 ‘silent’. A ocorréncia destas trés mutacOes no
CYP51 foi surpreendente, uma vez que este gene estd altamente conservado e € essencial

para a sobrevivéncia do fungo. Assim, mutagdes no CYPS5] parecem ocorrer por duas
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razOes, adaptativas € neutrais. A mutagdo ‘silent’ no coddo 493 € provavelmente neutral,
mas o significado biolégico das mutagSes no coddo 37 e 156 nos grupos I e II ndo sdo
conhecidas. Estas descobertas, foram identificadas ap6s a identificagdo da mutagdo no
CYP51 associada a isolados de E. necator resistentes a fungicidas inibidores do CYP51

(DELYE et al., 1999).

6.5 Métodos Previsionais de Aparecimento do Oidio

A previsio do risco de ataque de oidio deve ser feita de acordo com varios
critérios, sendo eles, histérico global da parcela (sanitario e fisiolégico), sensibilidade da

casta e dados climaticos, sobretudo de humidade relativa e temperatura.

A relagfio entre a vinha e as pragas e doengas € extremamente complexa, devido a
natureza das interacgdes planta-patogéne/praga, mas também por causa do efeito do clima,
sobre esses dois componentes deste ecossistema. Os modelos sdo ferramentas que tentam,
tendo em conta essa complexidade, simular o desenvolvimento das populagGes dessas
doencas/pragas em diferentes parametros. Estes modelos, pretendem assim fornecer um
quadro geral, para a fundamentagdo da protecgdo fitossanitdria da vinha que possa ser

utilizado por técnicos e produtores.

Nio existe actualmente nenhum sistema de previsdo operacional do oidio. Os
modelos propostos por CHELLEMI € MAROIS (1991), na Califérnia, e que hoje em dia
fornecem a base de dados para o modelo do programa da ‘Adcom’, ou por EMMETT et al.
(1994) prevéem as contaminages secunddrias a partir de dados climéticos. Estes modelos,
até agora, ndo demonstraram melhorar a gestdo dos tratamentos. Um outro modelo, estd a
ser desenvolvido por STRIZYK INRA de Bordéus, no Departamento de Protecgdo das
Plantas (modelo ‘Chellemi’) e testado em vérios vinhedos franceses. De acordo com
RAYNAL, este modelo tem grande potencial, no sentido de descrever a gravidade geral de
uma epidemia, contudo ainda precisa ser refinado para a detecgdo de contaminagio inicial
(primdria) (S.A. a partir da Internet:
http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

Na prética, os tratamentos comecam geralmente cedo, antes da fase de floracdo e
continuam muitas vezes, sem interrup¢do para além da fase do pintor. A falta de
identificaciio de determinados eventos climéticos relacionados com o oidio € a razao pela
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qual estes programas necessitam ainda de ser melhorados (S.A. a partir da Internet:

http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

A falta de um modelo, a detecgdo visual de surtos pode servir de orientagdo. A
observac@o inicial da primeira mancha € dificil, mas leva a identificar as dreas de
exploragdo viticola, onde as uvas podem sofrer de ataques nocivos de oidio (YVON
BUGARET comunicagdo pessoal).

Uma maneira de observar o aparecimento dessas manchas primarias, que
funcionam tanto para o oidio como para o mildio, € seleccionar numa parcela (com as
caracteristicas edafo-climéticas e castas mais propensas ao aparecimento das doencas),
uma zona de 5 videiras consecutivas e formular uma pequena drea de observacio
biol6gica que se vai preparar da seguinte forma. Dessas 5 videiras escolhidas, a videira
que fica na posicao intermédia, baixa-se um ramo do ano até ao solo. A parte do ramo que
fica em contacto com o solo deve ter um minimo de 3 gomos dormentes que irdo rebentar
na Primavera. Esta condugdo da vara ao chdao deve ser efectuada ji na fase de
atempamento mas antes da queda das folhas. Poder-se-4 até circundar esta cepa com uma
rede. O objectivo é que quando as folhas cairem, estas fiquem durante o Inverno
depositadas sobre o ramo que se fez estender até ao chdo, e assim garantir o contacto com

o inoculo (F1G. I1.14) (YVON BUGARET comunicacao pessoal).

FIG. II.14 — Esquema de 5 videiras seleccionadas no meio de uma parcela susceptivel ao oidio. A
cepa do meio tem uma vara que foi conduzida até ao chio onde se deixaram 3 gomos. (A) rede
para manter as folhas caidas; A seta a rosa indica a queda das folhas sobre o ramo deixado no
chao.

Na Primavera, o agricultor comeca a realizar uma série de tratamentos
fitossanitdrios. A partir desta altura, estas 5 cepas deverdo ser cobertas, em ambas as faces
com um plastico a cada passagem do pulverizador, para que o produto fitossanitdrio nao

entre em contacto com elas e assim condicionar uma ambiente propicio para o
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desenvolvimento de doengas. Também € aconselhdvel ndo realizar nenhuma limpeza dos
ramos por poda verde (YVON BUGARET comunicacdo pessoal).

Com as condigdes climdticas favordveis, e estando o inoculo presente, estas cepas
nao tratadas serdo as primeiras a acusar os sintomas de aparecimento de doengas como o
oidio e o mildio, servindo desta forma como indicador para o viticultor, para saber qual a
melhor altura para posicionar o primeiro tratamento. Se por um lado este método funciona
com seguranga para a detecgdo da primeira mancha de mildio, no caso do oidio ndo deve
ser encarado com o mesmo grau de confianga, e portanto, iniciar os tratamentos anti-oidio
antes da florac@o € regra de ouro, até que os conhecimentos cientificos permitam conhecer
melhor esta doenga e sua interac¢@o com o clima e a planta (YVON BUGARET comunicag@o

pessoal).

6.6 Tomadas de Decisao na Gestao dos Tratamentos Fitossanitarios Anti-

Oidio

A luta contra o oidio deve ser preventiva, sistemdtica e realizada sem interrupgoes
durante o periodo sensivel da videira. Ela exige uma boa profilaxia e um controlo quimico
racional. Na verdade, devido ao surgimento de cepas resistentes a alguns I.B.E.s, especial
atengdo deve ser dada a escolha dos produtos quimicos. A observacdo atenta e minuciosa
semanalmente, € obrigatéria no sentido de avaliar precocemente a estratégia a seguir,
antes da instalagdo da doenga. Os tratamentos chamados de “cura” sdo muitas vezes
intteis, no sentido de recuperar a boa qualidade da colheita. Apds o estado fenoldgico de
fecho dos cachos, a escolha dos fungicidas deve ser conduzida no sentido de evitar
ataques nas folhas e evitar a formagdo de cleistotecas. A qualidade da protecgio deve ser a
mais rigorosa entre fase de pré-florac@o e fecho dos cachos e ser aplicada em cada lado da
cepa (8:A. a partir da Internet:

http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

A justificativa para o controle quimico tem como base o posicionamento do
primeiro tratamento. A escolha dos produtos utilizados e sua taxa de aplicacdo (7 a 10 dias
para os produtos de contactos e 12 a 14 dias para produtos penetrantes ou sistémicos). E
aconselhado a renovacao as aplicagdes dos produtos de contacto quando ocorre lixiviagdo

por pluviosidade. Limitar a aplicagdo dos L.B.E.s para 2 ou 3 tratamentos ¢ também
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aconselhado devido ao risco de resisténcias (S.A. a partir da Internet: http

http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

A tomada de decisdo na gestao dos tratamentos para o oidio, prende-se sobretudo
num programa de tratamentos relacionados com o estado fenoldgico da videira (FIG.

I1.15), no sentido de delimitar o periodo de maior sensibilidade a doenga (SILVA, 2008).

Botdes florais aglomerados a separados Floragao Grao de Ervilha Fecho dos Cachos

Cobertura Fingica Anti-Oidio Obrigatéria durante mais de 2 meses

T1 +t——> 2 +—> T3 <+—>
12-14 dias 14 dias 14 dias 14 dias

Accao
Curativa

Legenda: T1;2;3:4:5;6=tratamento 1:2:3:4:5:6

FIG. I1.15: Tomada de decisao para o tratamento do oidio (SILVA, 2008 — Fonte Y VON BUGARET).

A realizag@o de um tratamento precoce com ac¢ao curativa, quando os ramos tém
poucos centimetros de comprimento, estado fenoldgico de 2 a 3 folhas separadas, (vide
FIG. I1.15), deve ser realizado em vinhas com histérico de aparecimento de oidio e com
histérico de aparecimento de oidio em ‘drapeaux’, a fim de destruir o micélio nos gomos
infectados. Nesta fase, o oidio € particularmente vulnerdvel. Na vinha, com pouca
vegetagdo, é muito facil colocar o produto nas folhas jovens em processo de crescimento.
Para vinhas sem este tipo de histdrico, nao havera necessidade de o realizar. Em situagdes
de vinhas normais e sem histérico de aparecimento de oidio, o primeiro e o segundo

tratamentos sdo realizados no momento da floracdo, no sentido de proteger
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adequadamente as inflorescéncias. O terceiro tratamento € feito apds a frutificagio,
quando a planta se encontra no estado fenolégico de bago de ervilha (vide FIG. I1.15) e um
quarto tratamento deverd ser realizado antes da interrup¢do do crescimento — fecho dos
cachos (vide Fi1G. I1.15). Os eventuais quintos e sexto tratamentos podem ser efectuados
antes de pintor, para proteger as uvas contra ataques de ofdio tardios, antes do
desenvolvimento o fungo. Depois de pintor quando os bagos contém mais de 8 % de
agucares o risco de aparecimento de doenga € nulo. Estes dltimos tratamentos sO se
justificam em casos de previsdo de aparecimento de oidio elevados e portanto dependendo
do desenvolvimento da doenga (S.A. a partir da Internet: http://www.muller-

koeberle.fr/odium_2.htm, 2010).

As causas de uma protecc¢do fracassada pode ser devida a varios factores, entre
eles destacam-se o tratamento precoce e/ ou tardio, incumprimentos das doses a aplicar,
ma qualidade da pulverizacdo e resisténcias aos I.B.E.s, por exemplo (S.A. a partir da

Internet: http http://membres.multimania.fr/ipmvigne/Maladies/oidium.htm, 2010).

7. Influéncia do Oidio na Qualidade Final dos Vinhos

Quando uma colheita € efectuada em vinhas que sofreram com a presenga do

oidio, obviamente existirdo consequéncias a nivel qualitativo no produto final, o vinho.

Os ataques precoces do oidio a floragao, pode provocar queda dos botdes florais e
alterar a coloragdo dos pequenos bagos. O crescimento dos bagos € retardado, e os bagos
atacados pelo fungo ficam pequenos e retraidos a maturagio (FIG. I1.16). Com o aproximar
da fase do pintor e no decorrer da maturag@o, o oidio provoca fissuras na pelicula dos
bagos (FIG. I1.16). Existindo uma intensidade de bagos atacados pelo fungo de 10%, as
diminui¢des do peso do cacho sdo significativas, e poderdo chegar a perda de peso na
ordem dos 50%. No total de uma parcela, as perdas na colheita podem chegar a cerca de
30%. Da mesma forma € verificada uma diminui¢do no rendimento de mosto em uvas

infectadas com oidio (SvA, 2008).
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Queda dos
botdes florais

Perda de cor

Bagos com
fissuras

Bagos
retraidos

F1G. I1.16: Cacho de uva tinta atacado pelo oidio (SVA, 2008).

Com a degradagio da pelicula, o oidio quebra a sintese de antocianas. Segundo
estudos efectuados pelo INRA de Bordéus, 1% de bagos atacados pelo oidio, corresponde
a menos 0,6-0,9% de antocianas na uva. A quantidade de antocianas por bagos (ou por L)
ndo € o tunico factor responsdvel pela cor final dos vinhos tintos, mas € sem davida o
elemento mais importante. Alids, existe até o facto de uvas atacadas pelo oidio originarem
vinhos mais concentrados. Isto apenas estd relacionado com o facto de o tamanho dos
bagos ser reduzido, compensando a degradacdo provocada pelo fungo nos compostos
responsaveis pela cor, originando desta forma mostos mais concentrados (SVA, 2008).

O oidio fragiliza as peliculas e favorece o aparecimento de fissuras nas peliculas.
Se as condi¢des meteoroldgicas forem favordveis, pode desenvolver-se podridao écida,
provocada pelo fungo B. cinerea (SVA, 2008). As consequéncias foram ja anteriormente
abordadas no ponto 4 deste capitulo.

O oidio tem igual impacto negativo na composi¢do aromdtica das uvas. Ele
degrada um certo nimero de compostos aromiticos, e sobretudo estd na origem da
formagdo dos compostos chamados fendis voldteis como o eugenol e a zingerona (SVA,
2008). Em uvas que sofreram esta doenga, € verificado também um aumento da
extractibilidade dos taninos. Em tinto, a extratibilidade aumenta significativamente nos

primeiros dias de maceragdo (SVA, 2008).

Os vinhos provenientes de uvas afectadas com o oidio, sofrem aumentos de

instabilidade tartdrica e de pH. As peliculas da uva ao ficarem fragilizadas pelo ataque do
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fungo responsavel pelo oidio, favorece a libertagdo de potdssio para o mosto. O potdssio
estd localizado nos vasos liberolenhosos situados sob a pelicula. As hifas do fungo
degradam esses vasos, e potassio € desta forma libertado. O 4cido tartdrico fica mais
instavel do que em situacGes normais e tende a precipitar de forma considerdvel (SVA,
2008).

Num vinho pronto, provenientes de uvas infectadas com oidio, € constado um
aumento regular do pH. Aumenta na ordem de 0,1 para um nivel de ataque de oidio de

8%, e 0,2 para um nivel de ataque de oidio de 23% (SVA, 2008).

Perante uma colheita afectada pelo oidio, a gestdo das vinificagdes requer cuidado
em algumas praticas.

Dependendo da organizagdo e dos custos implicitos a vindima, a principal
dificuldade pode advir da impossibilidade da separacdo de uvas infectadas e uvas sis.
Quando essa separagdo ndo possivel, € aconselhdvel considerar que estamos perante uma
colheita com uvas infectadas pelo oidio e tratd-las no seu todo como tal. O objectivo
principal deverd ser extrair e estabilizar rapidamente os compostos interessantes das
peliculas, provocando o menor nimero de acgdes que impliquem degradacdo das peliculas
(sva, 2008).

Quando o fenémeno de concentra¢do aparece, as uvas analisadas durante o
controlo de maturagdo, que aparentemente parecem ter azoto assimildvel suficiente,

tornam-se frequentemente deficitérias (SVA, 2008).

7.1 Vinhos Brancos e Rosés

Para uma boa gestao das vinificagdes de uvas que sofreram ataques de oidio, a que
ter em conta determinados cuidados.

As fases pré-fermentativas sdo as mais importantes, quer devido ao seu impacto
directo nas extracgdes, quer devido aos seus efeitos diferidos sobre o trabalho dos vinhos
terminados. Os elementos principais giram ao redor dos seguintes aspectos:

v’ Proteger as uvas e mostos, continua e fraccionadamente (SO;), adaptando aos
niveis de desenvolvimento dos ataques secunddrios (como por exemplo,
podridao 4cida — B. cinerea).

v' Nio realizar maceragio pelicular.

v' Privilegiar processos que triturem o minimo possivel as peliculas.
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v Realizar tratamentos correctivos, como por exemplo, aplicagio de PVPP
(polivinilpolipirrolidona).
v Boa gestdo do frio, para fermentar mostos limpidos.

v’ Separar precocemente os mostos de prensa (ICV, 2008).

A fermentacdo alco6lica é perturbada apenas no caso de concentragdo das uvas.
Sobre ensaios realizados em 2007, em Francga, sobre a casta ‘Chardonnay’, as uvas
infectadas com oidio originaram mostos mais concentrados e tiveram a necessidade de
mais 4 a 6 dias para terminar a fermentago alcodlica, e no final apresentavam valores de
acidez volétil mais elevados (ICv, 2008).

Comparando organolépticamente fermentagdes alcodlicas para diversos niveis de
ataque de oidio nas uvas, os vinhos obtidos apresentavam todas as sensa¢Oes aromaticas
reduzidas, excepto os aromas provenientes de fendis volateis. Na boca apresentavam
pouco volume e acidez (I1SV, 2008).

Segundo ICV (2008), algumas regras de condugio das vinificagbes podem ser
levadas em conta no sentido de melhorar os vinhos, contudo, estas ac¢bes ndo vdo no
sentido da diminuicfo dos custos. Desse conjunto de ac¢Oes pode-se destacar:

v' Evitar aplicagio de leveduras que favoregam os aromas a compostos

sulfurados e/ou aumentem a dureza de boca.

v" Aplicar produtos enolégicos que promovam mais redondeza de boca, de
acordo com estilo de vinho procurado. O volume de boca também pode ser
melhorado com a aplicagdo de produtos enolégicos, associando a sua aplicagéo
ao ultimo quarto da fermentagdo alcollica e promovendo acgdes de
‘batonnage’.

v Fermentar os mostos a temperaturas mais elevadas que o habitual - 18°C, do
que para valores préximos dos 15°C. A baixa temperatura, promove ‘stress’
nas leveduras e a sua produgao de ésteres € frequentemente acentuada.

v' Delimitar o risco de aparecimento a odores sulfurados, gerindo as aplicagGes
combinadas de azoto-oxigénio. Privilegiar o azoto orginico ou as misturas de
sais de aménio.

v Estes vinhos requerem uma vigilancia mais apertada para gerir as aplicagOes de
oxigénio sobretudo até ao meio da fermentagéo alcodlica, os reajustamentos de

PVPP e, principalmente, antecipar as operagdes subsequentes.
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A partir do fim da fermentacdo alcoflica, € preferivel trasfegar protegendo
continuamente o vinho, para eliminar as borras grossas que possam favorecer os odores
sulfurados e a dureza de boca. Em fun¢éo da degustagio (auséncia de odores sulfurados e
outros defeitos aromdticos), poderd realizar-se sobre borras finas, processos de
‘batonnage’ com regularidade, tendo por objectivo desenvolver o volume em boca e
atenuar a sensacio de amargura. E também uma fase onde se pode praticar ensaios
colagem complementares e tomar decisdes, por exemplo, quanto ao uso de madeira (ICV,

2008).

7.2 Vinhos Tintos

Nos vinhos tintos, a l6gica continua a ser a mesma, € a maior parte dos
aconselhamentos permanece inalterada. Os ensaios comparativos mostram que o impacto
do oidio, comega a surtir efeito nos vinhos a partir de um nivel de ataque de 8% em
cachos, com perda das notas frutadas, aumento do aroma vegetal, diminui¢do do volume €
da acidez (como nos vinhos brancos). Os efeitos sobre a dureza no fim de boca, com a
vinificagdo ‘standard’, aparecem apenas com um nivel de ataque nos cachos superior a
20% (1cv, 2008).

Sobre fases pré-fermentativas, ICV (2008) aconselha:

v Delimitar as ac¢des que induzam a trituragio das peliculas. Isto ndo significa que
ndo € necessdrio pisar, pelo contrdrio, um processo de remontagem/ pisa bem
regulado, exerce uma pressdo suficiente para abrir a pelicula sem a friccionar
libertando-a da polpa, além disso, facilita a ac¢@o das enzimas.

v' A adigdo de enzimas favorece as extrac¢des da pelicula, permitindo extrair mais

cedo, enquanto hé pouco dlcool.

Durante fermentago alcodlica, mesmo em uvas afectadas pelo oidio, € importante
libertar rapidamente a cor e os polifendis. Devemos contudo privilegiar as seguintes
acgoes:

v’ Realizar processos de extrac¢do o mais cedo possivel, privilegiando processos de
‘deldstage’ em vez de remontagem, uma vez que as peliculas ficam mais bem
homogeneizadas com o mosto extraido.

v Limitar o aumento das temperaturas para evitar ter demasiado cedo muito alcool -

ndo excedendo um maximo de 25°C. Em todo caso, com a fragilidade das células
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de tais uvas infectadas com oidio, € com o aumento das doses de enzimas
aplicadas, ndo ha necessidade de trabalhar a quente, além do mais, trata-se, em
paralelo, de reduzir os riscos de paragem de fermentagdo alcodlica.

Escolher uma levedura adaptada, com os mesmos critérios que em branco ou ros¢.
Realizar macerages curtas, durante 3 a 5 dias.

Tratar sempre os vinhos de prensa a parte, até ao fim fermenta¢@o malolactica.

ANER NN

Gerir o oxigénio e o azoto, como se de uma vindima com risco de aparecimento
forte de odores sulfurados e de dureza de boca se tratasse. Privilegiar a aplicagéo
de azoto organico em vez de mineral. Aplicar oxigénio diariamente durante a
primeira metade da fermentagdo alcodlica em fungdo do perfil aromético
(compostos sulfurados, vegetais, frutados, etc.) e das sensagdes taninicas.

v’ Trasfegar 24 h apés se verificar o abaixamento da manta, mesmo que a
fermentago alcodlica ainda nfio tenha terminado. Este processo diminui quase

sistematicamente as notas sulfuradas e a agressividade taninica (iICv, 2008).

Usar madeira em maceracio, econémica e tecnicamente, ndo € uma solucdo
realista para este tipo de uva. Quando as uvas tém um nivel de ataque de oidio que excede
0s 15%, mesmo gerindo bem as vinificagGes, usar madeira nfo € o suficiente para cobrir
os defeitos devidos 2 uva. Existem produtos enoldgicos claramente mais eficazes para
estabilizar as notas frutadas e promover o volume de boca. Esta opgdo € até mais coerente,
tendo em conta a fraca duragiio de maceragdo, e a desencuba realizada antes do fim da
fermentacio alcodlica (ICv, 2008).

No fim da fermentagdo alcodlica, é importante gerir a eliminagdo das borras
grossas precocemente, para evitar os odores sulfurados e o reforgo das sensagOes
taninicas. Na auséncia de Botrytis, ndo hé razdo especifica para alterar a estratégia de
contributo de oxigénio entre a fermentagdio alcodlica e a fermentagdo maloldctica.
Contudo € aconselhado fazer testes (ICv, 2008).

Em virios ensaios foi demonstrado que o oidio tem pouco impacto sobre a duragéo
da fermentacdo maloldctica, sendo a levedura escolhida e a gestdo das desencubas os
factores que retardam claramente esta segunda fermentago. O custo das bactérias lacticas
é frequentemente excessivo para tais uvas infectadas com oidio. Sem estar a negar esta
realidade, é necessério julgar o valor acrescentado trazido pela inoculagdo, especialmente
para os vinhos que tém ji mercados predefinidos e remunerados, ou exigéncias de
calendério. A ndo inoculagdo com bactérias lacteas, € aceitar o risco de desenvolvimento

de micro-organismos contaminadores (incluindo Oenococcus, que tem a capacidade de
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produzir aminas biogénicas) e aceitar 10 a 50 dias entre o fim da fermentagdo alcodlica e a
fermentacdo maloldctica. Em ambos os casos, o risco de perda de valor € elevado,
sobretudo se se investiu num procedimento pensado para reduzir os defeitos. Nédo se trata
por conseguinte de privilegiar o consumo de produtos enoldgicos, mas, efectuar gastos

onde de facto € relevante, tendo em conta igualmente o valor do produto final (Ivc, 2008).

8. Métodos de Deteccio Molecular em E. necator

Os métodos convencionais para detectar resisténcia a fungicidas requerem
isolamento do patogéne em cultura pura e subsequente inoculagdo num meio de cultura
contendo fungicida ou, inoculando a prépria planta ou tecido vegetativo desta, tratada com
fungicida (ANON, 1982). Os procedimentos destes métodos convencionais s@o de intenso
trabalho laboratorial ¢ consomem largo niimero de horas. Os avancos da biologia
molecular providenciaram novas oportunidades de rapidamente detectar gendtipos
resistentes a fungicidas, desde que os mecanismos de resisténcia estejam perfeitamente
elucidados a nivel molecular (MA e MICHAILIDES, 2005).

Vrias técnicas moleculares como amplifica¢do por: PCR - Reac¢@o da Polimerase
em Cadeia; PCR-RFLP — PCR ‘Fragment Lenght Polymorphism’; ‘Allele-specific PCR’;
e ‘Allele-specific real-time PCR’, t¢ém vindo a ser usados com sucesso na detecg¢do de
gendtipos resistentes a fungicidas em diversos patogénes das plantas (MA e MICHAILIDES,
2005).

Neste capitulo, iremos focar alguns exemplos do uso de métodos moleculares para

detectar isolados de E. necator.

8.1 PCR - Reaccio de Polimerase em Cadeia

A anilise de PCR veio revolucionar a biologia molecular, tornando-se uma
ferramenta para a ripida detec¢do de patogénes resistentes a fungicidas (MA e
MICHAILIDES, 2005).

Este processo € uma ferramenta fundamental em muitos laboratrios de pesquisa
genética. E usado para amplificar DNA de amostras, através de uma temperatura mediada

por uma DNA polimerase e exige um grupo de dois ‘primers’ complementares as
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extremidades do gene que se pretende analisar. Os produtos podem ser usados para

sequenciagdo e andlise.

FALACY et al. (2007) realizou ensaios de PCR, usando ‘primers’ especificos
desenvolvidos para diferenciar E. necator de outros fungos de oidio comuns no Norte do
E.U.A. O DNA foi extraido primeiramente a partir de micélio, conidios e/ou cleistotecas
colhidos em folhas de videira. Para diferenciar E. necator de outros fungos da familia
Erysiphe, desenvolveu um par de ‘primers’ Uncinl44 e Uncin511 para seleccionar
sequéncias Unicas de regides internas do DNA de E. necator. Usando estes ‘primers’ em
amplificagdes de PCR, foi gerada uma amplificagdo especifica de E. necator de 367 pb,

ndo sendo obtidas amplificagSes para os outros fungos.

Nos pontos seguintes serdo abordadas outras andlises subsequentes ao PCR, e que

se aplicaram em estudos acerca do fungo fitopatogénico E. necator.

8.2 Deteccio por CAPS - ‘Cleaved Amplified Polymorphic Sequence’ de

diferentes grupos genéticos de isolados E. necator

Esta técnica funciona segundo o principio de que as diferengas genéticas entre os
individuos, podem criar ou suprimir locais de restri¢do, sendo essas diferengas detectéveis
no comprimento de fragmentos de DNA apds um processo de digestdo enzimatica. E
portanto utilizada para identificar polimorfismos numa regido especifica de um gene. Esta
regido € primeiramente amplificada por PCR, e depois seguida por uma digestdo com

enzimas de restri¢do (a partir da Internet: www.everythingbio.com, 2010).

MONTARRY et al. em 2009, utilizou este método molecular para diferenciar grupos
genéticos, amplificando primeiro por PCR, o gene da B-tubilina de E. necator. A diferenga
entre os grupos genéticos A e B exibia um polimorfismo de um nucleético (SNP — ‘single
nucleotide polimorphism’) Timina/Citosina. Este SNP gera um local de reconhecimento a
enzima de restricdo Accl, permitindo caracterizar os isolados A e B por andlise CAPS,
obtendo-se ap6s restrigdo, para os isolados do grupo A uma banda com cerca de 449 pb e
para os isolados do grupo B, duas bandas, uma 168 pb e outra com 281 pb.

Ao relacionar os diferentes niveis de severidade da doenca oidio, com o grupo

genético a que cada isolado pertencia, foi possivel caracterizar um conjunto de
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semelhancas e diferencas, no modo como o fungo interagia com o seu hospedeiro, e

portanto, melhor caracterizar a sua patogenicidade (vide ponto 2 anterior).

8.3 Deteccio por NAS-PCR — ‘Nested Allele-Specific PCR’ de mutacdes no

gene CYP51 de E. necator

Esta reaccdo, envolve dois conjuntos de ‘primers’, utilizados em duas
amplificacdes sucessivas de reacgdo em cadeia da polimerase, sendo a segunda destinada
a amplificar um alvo secundério da primeira corrida do produto.

O DNA alvo softe a primeira reac¢do de PCR com um primeiro par de ‘primers’ e
apenas & obtido a sequéncia prevista. Este produto da primeira reacgio, sofre uma segunda
amplificagdo com um segundo par de ‘primers’. E muito improvével que qualquer produto
de PCR obtido contenha os locais de ligagdo para ambos os ‘primers’ novos, garantindo
desta forma que o segundo produto de PCR tenha pouca contaminagdo de produtos
indesejados de dimeros de ‘primer’, como por vezes acontece utilizando apenas PCR (a

partir da Internet: http://wikipedia.org/).

DELYE et al., em 1997, ao estudar as mutag¢des do gene 14a-desmetilase de E.
necator ¢ a sua correlaco a isolados resistentes a DMI’s (vide ponto 5.3.2 — B anterior),
aplicou esta técnica. Primeiramente amplificou o gene CYP51 por PCR utilizando um par
de ‘primers’ C14 e C14R, e depois utilizando outro par de ‘primers’ MUT1 e U14DM,
amplificou uma parte da sequéncia deste gene — ‘Allele-specific PCR’. A (FiG. 11.17)

ilustra como esta técnica funciona dentro do gene.

i Primer Cl4 * o . TTETOTCGGATCTACTG i3
Lo aaat ccat tATGTACATTGCTIGACA e
taagytagtattgagecyggt g9 M vy T AD ILSDILIL ...11

- ummmmm&mmmmmmm 436
‘NPILNGKLKDVHABBIYTHL___LLITI

P

T
cRr2 o
mm&mnmmmm&mmwm. . 4
PYPGPLJJ_VVYDCPLWSKLHBQKK... 148
4 Pd i
. cmmwccmc@mmhmmwcucmutcattumcawmumtm 1723
L I G W E KR * 524

~

FIG. I1.17 — Sequéncia de aminodcidos do gene P-450,;pym de E. necator. A
sequéncia nucleétida estd numerada relativamente a primeira base do coddo de
iniciagdo ATG, € o nimero 4 direita de cada linha representa a posigdo do dltimo
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nucleétido ou residuo de aminoacido nessa linha. O truncamento da sequéncia €
indicada por asterisco. A parte conservada do gene CR2, estd sublinhada, e as
posicdes dos ‘primers’ de PCR C14, C14R, U14DM e MUT1 estdo indicados
acima da sequéncia do nucledtido. O coddo modificado e a respectiva sequéncia
de amino4cidos encontrada nos genes P-450,4py mutantes de isolados resistentes
¢ dada acima da sequéncia. O nucleétido substituido estd indicado a negrito ([1]
DELYE et al., 1997);

O fragmento obtido apés amplificagdo com os ‘primers’ C14 e C14R tem 1756 pb.
Este fragmento pode ser depois sujeito a uma nova reac¢do de PCR com os ‘primers’
U14DM e MUT!1 e obtém-se um fragmento com cerca de 476 pb. Os isolados em que se
obtinham amplificagio com o segundo par de ‘primers’ eram considerados resistentes aos
DMT’s. Numa escala de 0 a 10 de factor de resisténcia, possuiam valores iguais ou
superiores a 5. A (FIG. IL18) ilustra as amplificagdes desses isolados no estudo de DELYE

et al.,em 1997.

1 2345678 921011 1213141516 171819 ¢

FIG. I1.18 — Produtos de amplificacio NAS-PCR do gene P-450,4py de DNAs extraidos a partir
de isolados sensiveis e resistentes ao triadimenol de E. necator, usando os ‘primers’ Ul4DM e
MUT1. Amostras: 1 — marcador (1-kb DNA ladder; Gibco-BRL); 2 — (H,0) controlo negativo
sem DNA; 3 — vérios fungos, de folhas de videira colhidas no campo, que cresceram em placas de
agar com dextrose da batata; 4 a 8 —isolados sensiveis ao triadimenol; 9 a 12 — isolados resistentes
com nivel de resisténcia inferior a 5; 13 a 19 - isolados resistentes com nivel de resisténcia
superior a 5.

Esta mesma técnica foi usada num estudo realizado por AMRANI € CORIO-COSTET
em 2006, para o fungo E. necator, em que foram descritos dois grupos genéticos em
vinhas europeias (grupo A e B). Ao analisar a populagio deste patogéne com relagdo ao
polimorfismo na sequéncia do gene B-tubulina, que distingue dois grupos de isolados, uma
nova ferramenta foi desenvolvida por estes autores para estudos epidemiolégicos e
estudos de populagio, testados na vinha. Como em muitos ascomicetas, 0 gene - tubulina
de E. necator (Entub) codifica uma proteina com 447 aminodcidos. Um tnico
polimorfismo de nucledtido (SNP) na regido do intrdo 3 do gene Entub permite distinguir

os dois grupos genéticos (A e B). Este método foi utilizado para examinar as diferencas na
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relacdo entre os dois grupos de um total de 289 isolados de oidio em amostras colhidas no
inicio da estagio do crescimento da videira, a partir de ‘drapeaux’ e de folhas com
sintomatologia da doenga em quatro vinhedos diferentes. O SNP na regido intrdo-3 do
gene PB-tubulina, semelthante ao de SNPs no gene CYP51, foi associado com 0s gendtipos
A e B de E. necator e confirmou a existéncia de duas populagdes simpdtricas (isto ¢,
populacdes de uma espécie parental tinica que habitam na mesma regiao geogréafica, mas
em que existe divergéncia genética, de modo a que essas populagdes de tornam espécies
diferentes - a partir da Internet — http://wikipedia.org/) do patogéne nas vinhas francesas. As
diferengas nas proporgdes relativas de cada grupo variou com a presenga ou auséncia dos

sintomas em ‘drapeaux’ e com a regido em que os isolados foram colhidos.

8.4 - Deteccio por RAPD (‘Random Amplifiction Polymorphic’ de DNA) de

grupos genéticos de E. necator

E um tipo de reacgio de PCR, mas os segmentos de DNA que sdo amplificados
sd0 aleatérios. As reaccdes de RAPD sdo usadas para amplificar segmentos de DNA que
normalmente sdo desconhecidos. A realizagio de um RAPD cria vérios produtos
arbitrariamente, pois a utilizagdo de ‘primers’ curtos (8-12 nucleotideos), e em seguida,
com PCR, usando DNA genémico vai amplificar diferentes fragmentos. Revelando os
padrdes resultantes, um perfil semi-original pkode ser obtido a partir de uma reacgdo de
RAPD (a partir da Internet: http://wikipedia.org/).

Nenhum conhecimento da sequéncia do DNA para o gene alvo € necessdria. Isso
torna o método popular para comparar 0 DNA dos sistemas biolégicos que ndo tiveram a
atencio da comunidade cientifica, ou em um sistema no qual as sequéncias de DNA sdo
relativamente poucas comparadas. Nos dltimos anos, a técnica RAPD tem sido utilizada
para caracterizar e tracar a filogenia de plantas e espécies animais diferentes (a partir da
Internet: http://wikipedia.org/).

Porque a RAPD trabalha numa grande sequéncia de DNA, tem algumas limitagdes
na utilizagdo de amostras de DNA degradado. Para além disso, o seu poder de resolugéo ¢
fraco. Muitas vezes, esta técnica € usada para amplificar uma sequéncia conhecida de
DNA. Assim, os cientistas escolhem a sequéncia que querem ampliar, em seguida,
projectam e fazem ‘primers’ que fortalecera a sequéncia de interesse. Assim, o PCR leva a
amplificacgio de um segmento especifico do DNA (a partir da Internet:

http://wikipedia.org/).
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Revisdo Bibliogréfica

DELYE et al. ([3] 1997) analisaram 90 isolados de oidio da videira (E. necator) da
Europa (62) e fndia (28). 10 dos 62 isolados europeus foram obtidos a partir de micélio
presente nos gomos dormentes (‘drapeaux’). Usando RAPD, foram amplificados tipos de
isolados diferentes, evidenciando variagdo genética. 41 dos isolados europeus, incluindo
‘drapeaux’ eram do tipo +, e 21 do tipo -. Todos os isolados provenientes da India pertenciam
ao tipo -. Andlises baseadas em 414 ‘amplicons’ revelaram a existéncia de 3 grupos
principais. A maioria dos isolados europeus (53) foi agrupada em conjunto. 9 isolados de
‘drapeaux’ foram agrupados num segundo grupo distinto. Estes isolados, que coexistiam com
outros isolados no campo, representavam um biétipo genético diferenciado de E. necator. Os
isolados provenientes da fndia foram agrupados em 2 grupos — o primeiro grupo (15 isolados)
pertencente a um subgrupo do grupo contendo isolados europeus ndo provenientes de
‘drapeax’; o segundo grupo (12 isolados) era distinto de todos os outros grupos. Estes dois
grupos de isolados da India representam populagbes genéticas isolados e com diferentes
tolerancias climéticas. Um par de ‘primers’ derivado de um fragmento especifico de RAPD
nos isolados Indianos, evidencia a importancia de se efectuarem mais estudos no futuro.

DELYE et al. ([3] 1997), para além do objectivo de obter um nimero de marcadores
genéticos desejavel para se realizarem estudos acerca da epidemiologia do oidio, propuseram-
se também analisar se existiam diferencas genéticas significativas entre isolados de E. necator
na forma sexuada (micélio) e na forma sexuada (cleistotecas). Este facto ¢ importante devido
4 ocorréncia de recombinagio genética durante a reprodugdo sexuada, € na forma como
poderi contribuir na evolugdo das populagdes de oidio na videira, existindo consequéncias na
sua evolugdo e comportamento perante os fungicidas. Os resultados obtidos, sugerem que a
incompatibilidade sexual em E. necator pode resultar quer na auséncia de formacdo de
cleistotecas (facto paralelo com a maioria de um dos tipos de isolados), quer na formacio de

cleistotecas estéreis (facto paralelo aos isolados provenientes de ‘drapeaux’).
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III. MATERIAIS E METODOS

1. Material Vegetal

Os isolados do fungo E. necator, utilizados neste trabalho, foram obtidos a partir
de material vegetal (folhas e/ou bagos) com sintomatologia sugestiva da doenga oidio da
videira. Estes isolados foram colhidos a partir de plantas de V. Vinifera de diferentes
castas, em vinhas de vérias localidades, em diferentes fases do seu periodo vegetativo, ao
longo do ano de 2009.

Destes isolados, 8 pertenciam a fase de ‘drapeaux’ e os restantes 52 a estados
vegetativos mais avancados, tendo a colheita das amostras sido feita até a fase de cacho
fechado. Todos os isolados foram recolhidos a partir de castas viniferas, a excepgdo de um
dos isolados, que pertence a uma casta de uva de mesa — Dona Maria. Este isolado foi
recolhido, pelo facto de esta parcela ndo ter sido sujeita a aplicagio de nenhum fungicida,
e com o objectivo de comparar a existéncia ou ndo de variabilidade genética, em relagdo
aos restantes isolados que foram sujeitos a alguns tratamentos fitossanitdrios, sobre os
quais ndo nos foi possivel obter informagdes. Tendo por objectivo estudar os isolados na
regiio do Alentejo, foram recolhidas as amostras das seguintes sub-regides: 33 do
Alentejo Central, 19 do Baixo Alentejo, 5 do Alto Alentejo, 2 do Alentejo Litoral e 1 da
sub-regido do Oeste. Estes 60 isolados foram identificados de acordo com que ¢ referido

no QUADRO IIL.1.

QUADRO IIL.1: Identificagdo de Amostras.

N.” da Data de Colheita da ox
Amostra Amostra Casta Local Regido
Alicante S. Miguel de .
1 27/5/2009 Bouschet Machede Alentejo Central
2 25/5/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central
s e S. Miguel de .
3 27/5/2009 Roupeiro/Siria Machede Alentejo Central
S. Miguel de .
4 27/5/2009 Aragonez Machede Alentejo Central
5 23/5/2009 Trincadeira Vila Nova da Baronia Baixo Alentejo
6 23/5/2009 Aragonez Vila Nova da Baronia Baixo Alentejo
7 25/512009 Aragonez Evora Alentejo Central
8 25/5/2009 Trincadeira Alandroal Alentejo Central
9 25/5/2009 Roupeiro Orada — Borba Alentejo Central
10 23/5/2009 Trincadeira Pias Baixo Alentejo
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11 23/5/2009 Casteldo Pias Baixo Alentejo
12 23/5/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
13 23/5/2009 Aragonez Souzel Alentejo Central
14 6/5/2009 Periquita Borba Alentejo Central
15 6/5/2009 Periquita Borba Alentejo Central
16 6/5/2009 Carignan Borba Alentejo Central
17 6/5/2009 Carignan Borba Alentejo Central
18 6/5/2009 Carignan Borba Alentejo Central
19 6/5/2009 Casteldo Campo Maior Alto Alentejo
20 16/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
21 16/6/2009 Castelao Pias Baixo Alentejo
22 16/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
23 18/6/2009 Trincadeira S'I\I/\I/I iguel de Alentejo Central
achede
24 9/6/2009 Trincadeira Torrao Alentejo Litoral
25 18/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
26 18/6/2009 Aragonez S'hﬁfﬁ‘:éfe Alentejo Central
27 18/6/2009 Trincadeira Pias Baixo Alentejo
28 18/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
29 18/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
30 16/6/2009 Trincadeira Pias Baixo Alentejo
31 19/6/2009 Aragonez Souzel Alentejo Central
32 16/6/2009 Trincadeira Pias Baixo Alentejo
33 18/6/2009 Roupeiro/Siria S.I\l/\[/g cg;:eeéfe Alentejo Central
34 19/6/2009 Trincadeira Souzel Alentejo Central
35 19/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central
36 18/6/2009 Roupeiro/Siria Shﬁfﬁ‘:;ede Alentejo Central
37 16/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
38 18/6/2009 Trincadeira Pias Baixo Alentejo
39 17/6/2009 Trincadeira Campo Maior Alto Alentejo
40 17/6/2009 Trincadeira Campo Maior Alto Alentejo
41 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central
42 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central
43 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central
44 23/6/2009 Aragonez Alenquer Oeste
45 17/6/2009 Trincadeira Campo Maior Alto Alentejo
46 16/6/2009 Trincadeira Matriz — Borba Alentejo Central
47 16/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central
48 18/6/2009 Aragonez S';}? Cgl:l:é:e Alentejo Central
49 16/6/2009 Trincadeira Estremoz Alentejo Central
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50 17/6/2009 Trincadeira Campo Maior Alto Alentejo
51 18/6/2009 Trincadeira Pias Baixo Alentejo
52 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
53 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo
54 23/6/2009 Trincadeira Torrdo Alentejo Litoral
55 25/5/2009 Aragonez Reguengos Alentejo Central
56 25/5/2009 Trincadeira S. Miguel de Alentejo Central
Machede
57 4/7/2009 Dona Maria Evora Alentejo Central
58 26/6/2009 Trincadeira Arcos - Estremoz Alentejo Central
59 26/6/2009 Trincadeira Rio de Moinhos - Alentejo Central
Estremoz

60 23/6/2009 Aragonez Nora - Borba Alentejo Central

CPA Controlo Positivo de isolado E. necator do Grupo genético A enviado pela Dr.* Marie-France

Corio-Costet do INRA
CPB Controlo Positivo de isolado de E. necator do Grupo genético B enviado pela Dr.* Marie-
France Corio-Costet do INRA

CPl Controlo Positivo de isolado E. necator enviado pelo Dr. Frangois Demotte do INRA

CP2 Controlo Positivo de isolado E. necator enviado pelo Dr. Frangois Demotte do INRA

CP3 Controlo Positivo de isolado E. necator enviado pelo Dr. Frangois Demotte do INRA

1.1. Preparacio do Material Vegetal

No campo, recolheu-se para sacos plasticos hermeticamente fechados, folhas e/ou
cachos com sintomatologia sugestiva de infeccdo por E. necator. Cada planta foi
considerada uma amostra, e identificada com o nome da casta, local e data de colheita.
Todas as amostras foram transportadas para o laboratério numa arca refrigeradora.

Com a ajuda de uma lupa de bancada, foram observadas e fotografadas as manchas
suspeitas de infecgdo por E. necator, para assim seleccionar e recolher pequenos
fragmentos com areas de cerca de 2mm?” das folhas e/ou pelicula de bagos, com a presenga
do fungo. Os pedagos de material vegetal obtidos, correspondentes a cada uma das

amostras, foram colocados em microtubos de 1,5 mL.

2. Extraccio do DNA

O protocolo utilizado resultou da optimizagdo prévia de vérios pardmetros, do
método descrito por MONTARRY et al. (2009).

Para a extracgdo do DNA do fungo, adicionou-se 600 pl de tampido CTAB (Tris
2M pHS8; EDTA 0.5M pHS; 41g NaCl) a 65°C, a cada uma das amostras contidas nos
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microtubos de 1,5 mL. Apdés uma agitagio rdpida com ‘vortex’ (L46, LABINCO),
mantiveram-se os microtubos a 65°C durante 1h no termobloco (THERMOSTAT PLUS,
EPPENDORF). Apés a incubagio, adicionaram-se 400 ul de Cloroférmio-Alcodl Isoamilico
(24:1) com agitagdo suave a mdo, durante 10 min., e posteriormente foram colocadas
numa centrifuga de bancada (CENTRIFUGE 5415 R DA EPPENDORF), a 4°C ¢ a 13000 rpm
durante 10 min.. Da fase aquosa, foram recolhidos cerca de 500 ul para um novo
microtubo de 1,5 mL, para realizagio de uma segunda extracgdo no sentido de purificar a
nossa amostra, removendo as suspensdes sélidas ainda existentes. Assim, adicionou-se
400 pl de tampdo CTAB, agitando suavemente & mao durante aproximadamente 30 seg.
Adicionaram-se 400 pl de Cloroférmio-Alcod] Isoamilico (24:1) com agitagdo suave a
mio durante 10 min. e posteriormente, foram colocadas na centrifuga de bancada a 4°C e
a 13000 rpm a durante 10 min. Foi recolhida a fase aquosa, obtendo um volume de
aproximadamente 900 pl, e colocada num novo microtubo de 1,5 ml. Adicionou-se 600 pl
de Isopropanol frio (-20°C), agitando depois a mistura durante 10 min.. A precipitagdo do
DNA foi feita a -20°C durante a noite. No dia seguinte, os tubos com o DNA precipitado
foram centrifugadas a 13000 rpm e a 4°C durante 10 min., de modo a recolher todo o
DNA no fundo do microtubo, tendo-se descartando o sobrenadante. O precipitado foi
lavado com 800 pl de etanol a 70%. Apés nova centrifugagio a 4°C e a 13000 rpm
durante 10 min., o sobrenadante foi eliminado, ¢ o precipitado obtido foi deixado a secar
durante 1h 2 temperatura ambiente. Por fim, o precipitado obtido foi ressuspenso em 50 pl
de dgua miliQ.

A concentragdo de DNA obtida foi medida com um fluorémetro da marca Qubit™
Fluorometer (INVITROGEN).

Os microtubos com a suspensdo de DNA foram guardadas no congelador a -20°C.

3. Identificaciio de isolados do Grupo A e do Grupo B

3.1. Amplificacio por Reac¢iio da Polimerase em Cadeia (PCR) de um fragmento

do gene da p-tubulina
O método utilizado para diferenciar os grupos genéticos A e B de E. necator foi
baseado em PCR, tendo-se para isso amplificado uma regido do gene da B-tubulina com

cerca de 450 pb. O protocolo utilizado inicialmente (MONTARRY et al. 2009) ndo permitiu
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resultados satisfatérios nas nossas condi¢des e por isso optimizou-se um procedimento
experimental diferente.

Num volume total de reac¢do de 50 ul contendo, 1 pl da amostra de DNA numa
diluicio de 1:3 (v/v), 5 ul de 10X Dream Taq Buffer (FERMENTAS), 0,2 mM de cada
dNTP (FERMENTAS), 0,2 uM de cada ‘primer’ (EnTub-F: 5-
GCGAGATCGTAAGCTTGACAC-3’ e EnTub-F: 5’-GGCACGAGGAACGTATTTGT-
3’) e 2,5 U Dream Taq DNA polymerase (FERMENTAS).

A reacgio de amplificacdo no termociclador decorreu nas seguintes condigdes:
com um primeiro passo de desnaturagio a 96°C durante 3 min., seguido de 38 ciclos de 40
seg. a 96°C, 55 seg. a 58°C e 55 seg. a 72°C, a extensdo final foi feita durante 5 min. a
72°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a electroforese em gel de agarose a
1% e em 0,5x TBE (1x: 1M Tris-HC], 0,83 M 4cido bérico, 10 mM EDTA, pH7,5) e
posteriormente observados num transiluminador com lampada UVsxt-20.M (UVITEC)
depois de corados numa solugdo de 0,5 pg/ml de brometo de etidio (SAMBROOK et al.,
1989).

Este protocolo resultou da optimizagdo prévia de vérios pardmetros, tais como:
quantidades de DNA em solugfo diluida 1:3 (viv) (1, 2, 3 e 5 ul); diferentes dilui¢des de
DNA (1:10 e 1:20 (v/v)); variagdo da concentragdo de cada dNTP (0,4 mM); variacdo da
marca comercial de cada dNTP (INVITROGEN); variagdo da concentragio de cada ‘primer’
(0,15 pM); desnaturagdo dos ‘primers’ a 96°C durante 10 min.; variacdo da marca
comercial de Taq DNA polymerase (INVITROGEN); adi¢do de MgCl, (0.9, 1 e 1,5 mM);
adicio de PVP-49 1x (5 pl); utilizagdo de diferentes temperaturas de hibridacgo dos
‘primers’ (55, 56, 57, 62°C); variagdo da temperatura de desnaturagio (94°C) e respectivo
tempo (5 min.); variagio do nimero de ciclos (35 ciclos); variagdo dos tempos de
‘anneling’ (30 seg. e 1 min.); variagdo do tempo final nos ciclos de amplificacgo (55 € 90

seg.) e variagio do tempo final de extensdo (5 min.).

3.2. Polimorfismo da sequéncia amplificada e cortada (‘Cleaved Amplified

Polymorphism Sequence’ — CAPS)

De modo a poder distinguir quais os isolados de oidio pertencentes a0 grupo Ae
ao grupo B, os produtos de amplificagdo obtidos, de cerca de 450 pb, foram novamente

sujeitos a electroforese em gel de agarose 0,8% em 0,5x TAE low EDTA (40 mM Tris-
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acetate, pH 8,0 0,1 mM Na;EDTA) e visualizados como descrito no ponto 3.1 anterior.
Este procedimento prévio teve como objectivo, aumentar a quantidade de DNA, uma vez
que se juntou o produto de varias amplificagdes. Apds a sua visualizagdo, as bandas
correspondentes aos produtos de amplificagdo esperados, foram cortadas do gel com um
bisturi e depois purificadas com o ‘MinElute Gel extraction kit” (QIAGEN), seguindo-se as
instrugdes do fabricante. A coluna foi eluida com 10 pl de dgua miliQ.

Ap6s a purificagdo do fragmento de 450 pb, todo o volume obtido, 10 ul, foi
sujeito a restrigdo com a enzima Xmi [ (FERMENTAS). Para a reacgdo de restrigio foi
utilizada num volume total da reacciio de 20 ul, 2 pl de tampdo B 1x (FERMENTAS). A
reacgio decorreu durante 1h e 30 min. a 37°C tendo sido feita depois a inactivagdo da
enzima durante 20 min. a 65°C. O produto da restri¢do foi depois sujeito a electroforese

em gel de agarose nas condi¢es descritas no ponto 3.1 anterior.

4. Identificacdo de isolados resistentes aos DMI’s

4.1. — Amplificaciio por Reac¢io da Polimerase em Cadeia (PCR) do gene da 140-
demetilase (CYP51) de E. necator

De modo a identificar quais os isolados de oidio resistentes aos DMI’s amplificou-
sc o gene da CYP5]. Para isso utilizaram-se 0s ‘primers’ C14 (5’-
TAAGGTAGTATTGAGGCGGG) e Cl14R (5’-TTCTAACCCTAACACCTGC) (DELYE
et al., 1997), que correspondem as extremidades da sequéncia de 1683 pb do gene
codificado P-450,4pm do fungo E. necator, com a utilizagéo destes ‘primers’ obtém-se,
ap6s amplificagio, um fragmento de 1756 pb. Neste estudo foi utilizado o método descrito

por DELYE et al. (1997) com ligeiras alteragGes.

Num volume total de reacgéo de 50 pl contendo, 1 ul da amostra de DNA numa
diluigdo de 1:3 (v/v), 5 ul de 10X PCR Rxn Buffer (- MgCl,) (INVITROGEN), 0,2 mM de
cada ANTP (INVITROGEN), 1,5 mM de MgCl, (INVITROGEN), 0,15 uM de cada ‘primer’
C14 e C14R 2,5 U Taq DNA Polymerase (INVITROGEN).

A reacgio de amplificagio no termociclador decorreu nas seguintes condigdes:
com um primeiro passo de desnaturagdo a 94°C durante 3 min., seguido de 37 ciclos de 45
seg. a 94°C, 1 min. a 55°C e 2 min. a 72°C, a extensio final foi feita durante 10 min. a
72°C.
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Os produtos amplificados foram submetidos a electroforese num gel de agarose

(como descrito no ponto 3.1 anterior).

4.2. - ‘Nested Allele-Specific PCR’ (NAS-PCR)

O produto amplificado obtido no ponto 4.1 anterior, foi depois sujeito a uma
reamplificacdo com a utilizagdo de um par de ‘primers’ internos a sequéncia amplificada.
O ‘primer’ reverso utilizado, MUT1 (5’-AATTTGGACAATCAA) que foi desenhado
especificamente para iniciar sequéncias do gene P-450,4pm exibindo uma mutacio de A
(Adenina) por T (Timina) no nucleétido 462 vai originar a alteragdo do aminodcido F
(Fenilalanina) por T (Tirosina) na posi¢do 136 (vide FiG. I1.16 do capitulo anterior). Este
‘primer’ utilizado em reacgBes de amplificagdo de PCR juntamente com o ‘primer’
directo U14DM (5’-ATGTACATTGCTGACATTTTGTCGG), que tem como alvo as
primeiras 25 bases da sequéncia codificada do gene P-45014pm do fungo E. necator,
amplifica um fragmento de DNA de 476 pb.

O protocolo utilizado foi o descrito por DELYE et al. (1997), tendo-se realizado

segundo o procedimento descrito no ponto 4.1 anterior, com excepgdo da temperatura de
‘annealing’ utilizada, que foi de 50°C. Os produtos amplificados foram submetidos a

electroforese num gel de agarose (como descrito no ponto 3.1 anterior).
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Observacoes realizadas a lupa binocular durante a preparacao do

Material Vegetal

As folhas obtidas no campo e observadas a lupa binocular mostraram algumas das
estruturas tipicas do fungo E. necator. E possivel observar o micélio do fungo (FIG. IV.1)
e as estruturas observadas mostraram ser constituidas principalmente pelas hifas
vegetativas (FIG. IV.2), pelas hifas reprodutivas assexuadas, conidiéforos e pelos esporos,
conidios (FIG. IV.3). Estas estruturas correspondem as descritas por varios autores, como
as correspondentes ao inicio da fase vegetativa da videira, altura em que se fizeram as

colheitas das amostras (GOHEEN et al., 2001, AGRIOS 2005).

F1G. IV.1 - Foto de micélio de E. necator numa folha de videira
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FIG. IV.2 — Foto em que se observam hifas do fungo E. necator numa folha de
videira

FIG. IV.3 — Foto de uma folha de videira com sintomatologia de oidio. Podem
observar-se conidiéforos (A) e conidios em cadeia (B);

2. Quantificacao do DNA Total

A quantidade de DNA total obtido a partir de cada amostra vegetal foi muito
variavel tendo-se obtido valores varidveis entre os 0,070 ug/mL, como no caso da amostra

n° 29, e 9,910 pug/mL, na amostra n.° 58 (QUADRO IV.1). A enorme variagdo nas
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quantidades de DNA obtidas podem estar relacionadas com o nivel de infec¢do, uma vez

que algumas folhas estavam claramente mais infectadas do que outras. Pode também ter-

se devido ao método de extracgdo, pois apesar do método ndo necessitar de maceracdo dos

tecidos vegetais, estes foram cortados em pequenos pedagos a partir de folhas e de bagos

verdes, o que permitiu libertar uma quantidade adicional de DNA de planta. Para além

disso, e tratando-se de um método de extrac¢do de DNA total, nele pode também estar

contido DNA de outros fungos e microorganismos presentes na amostra.

QUADRO IV.1: Quantificagdo de DNA das Amostras por Qubit™ Fluorometer INVITROGEN);

N.° da Amostra

Quantificacao Real (ng/ml)

N.° da Amostra | Quantificacao Real (ng/ml)
1 0,221
2 0,383
3 0,388
4 0,544
5 0,418
6 0,568
7 0,226
8 0,276
9 0,681

10 0,296
11 0,698
12 0,226
13 0,343
14 0,697
15 0,419
16 0,486
17 1,520
18 0,557
19 2,270
20 0,303
21 0,108
22 0,219
23 0,096
24 0,068
25 0,081
26 0,092
27 1,320
28 0,344
29 0,070
30 0,116

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

0,957
0,143
0,166
0,096
0,606
0,126
0,297
0,163
0,209
0,149
1,110
3,300
4,910
0,246
0,191
0,192
0,300
0,201
1,150
0,229
0,302
1,320
0,607
0,335
0,564
0,590
0,946
9,910
4,380
0,113
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3. Identificacao de isolados do Grupo A e do Grupo B

3.1. - Amplificacdo de um fragmento do gene da P-tubulina por Reaccio da

Polimerase em Cadeia (PCR)

A amplificagdo do fragmento de 450 pb do gene da P-tubulina apenas foi
conseguida em 10 das 60 amostras disponiveis. Inicialmente, com a utilizagdo de um
protocolo semelhante ao descrito por MONTARRY et al. (2009) e que diferiu apenas na
utilizagdo da enzima Dream Taq (FERMENTAS) e o respectivo tampdo obtiveram-se bons
resultados, as bandas apresentaram o tamanho esperado e ndo eram visiveis, em gel de
agarose, a presenga de produtos inespecificos. No entanto, das 12 amostras utilizadas
apenas se obteve produto de amplificagdo na amostra n° 15 e no controlo positivo (FIG.

IV.4).

§ 9 CP; 55

pb

F1G. IV.4 - Anilise dos produtos amplificados por PCR, para identificagdo de
um fragmento de 450 pb do gene da PB-tubulina. M — ‘DNA ladder 1 Kb
plus’(INVITROGEN); 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 55 e 56 — amostras em que se utilizou
DNA total; CN - controlo negativo de PCR; CP; — controlo positivo gentilmente
cedido pelo Dr. Delmotte do INRA. A seta indica as bandas correspondentes aos
produtos de amplificagdo esperados (450 pb).

A partir desta reacgdo de amplificagdo, todas as outras que se seguiram utilizando
este mesmo protocolo ndo revelaram a presenca da banda de 450 pb. Os géis obtidos
apresentaram grandes arrastamentos. Os resultados que se estavam a obter sugeriam a
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insuficiéncia de MgCl,, que poderia resultar de as amostras ainda conterem vestigios de
EDTA, utilizado no protocolo de extrac¢@o, e de este quelatar o magnésio incluido no
tampdo da enzima (FERMENTAS). Também se optou por testar uma temperatura de
hibridac¢do dos ‘primers’ mais baixa, 56°C, de modo a diminuir a especificidade da ligagado
dos ‘primers’ a molécula de DNA, mas também n@o se obtiveram resultados satisfatérios,
uma vez que apenas houve amplificagdo do controlo positivo e ndo se verificaram
diferengas para a temperatura de hibridag@o dos ‘primers’ inicial os 58°C (FIG. IV.5).

Pela observagdo do gel da FI1G. IV.5 e de outros ndo apresentados em que apenas
eram visiveis arrastamentos na zona compreendida entre os 100 e os 200 pb, pds-se a
hipétese do tempo de extensdo final ser insuficiente e daqueles pequenos produtos serem

resultados do produto esperado incompleto.
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FI1G. IV.5 - Anilise dos produtos amplificados por PCR, para
identificacdo de um fragmento de 450 pb do gene da B-tubulina. M —
‘DNA ladder 1 Kb plus’(INVITROGEN); 15 — amostra em que se
utilizou DNA total; CN — controlo negativo de PCR; CP, e CP; —
controlos positivos gentilmente cedidos pelo Dr. Delmotte do INRA.
A seta indica as bandas correspondentes aos produtos de
amplificacao esperados (450 pb).

Com o aumento do tempo de extensdo final de 5 para 10 min. obteve-se

amplificagdo uma vez mais apenas num dos controlos positivos CP, e obteve-se 0 mesmo
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arrastamento em gel, s6 que desta vez também o controlo negativo constituido apenas por

dgua MiliQ apresentava um arrastamento anormal (FIG. IV.6).
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FIG. IV.6 — Andlise dos produtos amplificados por PCR, para identifica¢do
gene B-tubulina cujo fragmento tem aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA
ladder 1 Kb plus’(INVITROGEN); 5 e 16 — amostras em que se utilizou DNA
total; CN — controlo negativo de PCR; CP, e CP; — controlos positivos
gentilmente cedidos pelo Dr. Delmotte do INRA. A seta indica as bandas
correspondentes aos produtos de amplificacdo esperados (450 pb).

Da observagdo do resultado desta reaccdo de amplificacdo pensou-se que estivamos na
presenga de contaminagdo das amostras com DNA, pois o controlo negativo, sendo dgua, ndo
deveria apresentar qualquer produto de amplificagdo. A utilizag@o de dois controlos negativos,
um idéntico ao usado na reacg¢do anterior e outro em que se utilizaram ‘primers’ para o
diagn6stico de OLV-1 (FELIX, 2007) permitiu demonstrar que ndo havia qualquer problema
de contaminag@o das amostras por DNA estranho, uma vez que no controlo negativo de
OLV-1 (CNory.1) ndo se verificou nenhum arrastamento, correspondente a moléculas de
DNA inespecificas e de baixo peso molecular (FIG. IV.7). A dilui¢do das amostras de 1:3
(v/v), de modo a tentar diminuir a eventual presenca de substancias inibidoras do PCR,
mostrou-se eficaz para a obtengdo dos produtos de amplificagdo esperados, tendo-se
obtido as bandas com 450 pb nas amostras 17, 41, 42, 43, 49 e 52, no entanto ndo houve a
diminuicao de produtos inespecificos (FI1G.IV.7).
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FIG. IV.7 — Anilise dos produtos amplificados por PCR, para
identificagdo  gene  P-tubulina  cujo  fragmento  tem
aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); 17, 19, 27, 41, 42, 43, 49, 52, 58 ¢ 59 - amostras
em que se utilizou DNA total; CN — controlo negativo de PCR.

A seta indica as bandas correspondentes aos produtos de
amplificac@o esperados (450 pb).

Quando se aumentou a quantidade de DNA utilizado na reac¢do de PCR de 1 para
3 pl, de modo a tentar aumentar a defini¢io e intensidade dos produtos de amplificacio, o
resultado obtido foi apenas um aumento de intensidade dos produtos inespecificos

incluindo no controlo negativo. No entanto, nestas condigdes conseguiu-se a amplificacio
das amostras 35, 53, 18 € 41 (F1G.1V.8).
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FIG. IV.8 — Analise dos produtos amplificados por PCR, para identificacdao gene
B-tubulina cujo fragmento tem aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb
plus’ (INVITROGEN); 31, 57,9, 11, 14, 53, 35, 4, 18, 55 e 41 - amostras em que se
utilizou DNA total; CN — controlo negativo de PCR. A seta indica as bandas
correspondentes aos produtos de amplificagdo esperados (450 pb).

Os resultados insatisfatérios que se visualizavam apds a electroforese em gel de
agarose, e ap0s vérias tentativas de optimizagdo poderiam ser devidos a uma conjugagao
inespecifica dos ‘primers’ com algum dos componentes do tampdo da Taq DNA
Polimerase, uma vez que continudvamos a ter produtos de amplificagdo n@o especificos no
controlo negativo em que era utilizada apenas dgua MiliQ.

A utiliza¢do de diferentes dilui¢des, sem diluigdo, 1:3 e 1:10 (v/v), bem como a
utilizagdo paralela de reagentes de duas marcas comerciais, FERMENTAS ou INVITROGEN,
ndo mostrou qualquer diferenga nos resultados obtidos como se pode verificar pela
observagido da FIG. IV.9. Esta mudanca na marca comercial dos reagentes estava relacionada
com a tentativa de se poder optimizar a quantidade de MgCl,, uma vez que nos tampao da Taq
DNA polimerase da INVITROGEN ndo vem magnésio adicionado, podendo testar-se as

quantidades a aplicar.
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FIG. IV.9 — Anilise dos produtos amplificados por PCR, para identificagdo gene p-tubulina
cujo fragmento tem aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’ (INVITROGEN);
22, 48, 17 e 41 — amostras em que se utilizou DNA total nao diluido; 223, 483, 17,3 € 41,3 -
amostras em que se utilizou DNA total em solucdo diluida 1:3 (v/v); 2210, 4810, 1750 €
41,0 — amostras em que se utilizou DNA total em solugdo diluida 1:10 (v/v); CN —
controlo negativo de PCR.

A utiliza¢do do reagente PVP (polyvinyl-pyrrolidone), nas reac¢des de PCR teve
como principal objectivo a melhoria dos resultados obtidos devido a sua acgao
antioxidante, uma vez que este reagente € utilizado correntemente por outros autores em
reacgdes de PCR que utilizam DNA de fungos (HERRERA-VASQUEZ et al., 2009). No
entanto, a sua utiliza¢do nas nossas condi¢des ndo melhorou os resultados obtidos, ndo se
tendo obtido nenhum resultado produto de amplificagdo com o tamanho esperado de 450

pb, como se pode observar na FIG. IV.10.
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FIG. IV.10 — Andlise dos produtos amplificados por PCR, para identificagdo gene -
tubulina cujo fragmento tem aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 1, 2, 3, 4 ¢ 5 — amostras
em que se utilizou DNA total em soluc@o diluida 1:3 (v/v); CN - controlo negativo de
PCR.

As diversas alteracdes no método levaram a que se estabelecesse um protocolo
final para a amplificacdo do fragmento de 450 pb do gene da B-tubulina. Neste protocolo a
utilizagdo dos reagentes da Invitrogen, a introdugdo de 1,5 mM de MgCl; e a utilizagdo
das amostras de DNA diluidas 1:3 (v/v) levou a amplificagdo das amostras 3, 35 e 41 (FIG.
IV.11). Com a utilizagio deste protocolo conseguiu-se diminuir a quantidade de amplificacGes

inespecificas bem como a obtengao do controlo negativo limpo, em que apenas eram visiveis as

bandas correspondentes aos ‘primers’ utilizados na reac¢do FIG. I'V.11.
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FIG. IV.11 — Andlise dos produtos amplificados por PCR, para identificagao gene B-
tubulina cujo fragmento tem aproximadamente 450 pb. M — “DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); 1, 2, 3, 12, 13, 27, 35, 36, 39, 41, 52, 55 e 58 — amostras em que se
utilizou DNA total em solucdo diluida 1:3 (v/v); CN - controlo negativo de PCR. A
seta indica as bandas correspondentes aos produtos de amplificagao esperados (450 pb).

Os diversos protocolos de PCR utilizados permitiram a amplificagdo da banda
esperada dos 450 pb em apenas 11 das 60 amostras inicialmente obtidas do campo
(QUADRO 1V.2). Este resultado ficou muito aquém do esperado inicialmente. Tal pode ter-
se ficado a dever a vérios factores, tais como, uma possivel contaminag@o das amostras
com EDTA, contaminagdo das amostras com DNA de outros fungos que pudessem
eventualmente estar presentes nas folhas e também a degradagdo do DNA total da
amostra. Outros autores (AMRANI e CORIO-COSTET, 2006; MONTARRY ef al., 2009), nao
referem nos seus trabalhos qualquer tipo de problema com a amplificagdo das amostras
embora os ‘primers’ utilizados por AMRANI € CORIO-COSTET (2006) sejam diferentes dos
utilizados neste trabalho, que foram os mesmos utilizados por MONTARRY et al. (2009).
Devido ao aparecimento de produtos inespecificos também no controlo negativo, em que
se utilizou apenas 4gua MiliQ, e tendo-se comprovado a auséncia de contaminagdo, julga-
se que estas possam ser devidas ao emparelhamento dos ‘primers’ entre si, sintetizando
assim pequenas moléculas de DNA com diferentes tamanhos que se vao amplificando

com o decorrer dos ciclos e produzindo assim o arrastamento visivel nos géis. Nas
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amostras em que houve amplificagdo da banda esperada a quantidade de moléculas
inespecificas eram mais pequenas uma vez que oS ‘primers’ teriam ligagao preferencial na

molécula de DNA alvo.

QUADRO IV.2: Amostras em que se obteve amplificagdo do fragmento de 450pb do gene da B-
tubulina.

N.°da | Data de Colheita 85 Peseugasia
Casta Local Regiao banda dos
Amostra da Amostra
450pb
; 5 S. Miguel de .

3 27/5/2009 Roupeiro/Siria Machede Alentejo Central +

15 6‘/5/2009 , Periquita Borba Alentejo Central +
drapeau

17 6‘/5/20097 Carignan Borba Alentejo Central +
drapeau

18 6‘/5/20097 Carignan Borba Alentejo Central +
drapeau

35 19/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central +

37 16/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo +

41 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central +

43 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central +

52 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo +

53 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo +

55 2§/5/2009,_ Aragonez Reguengos Alentejo Central +
drapeau

3.2. Andlise do Polimorfismo da sequéncia amplificada e cortada (‘Cleaved

Amplified Polymorphism Sequence’ — CAPS)

Tendo-se obtido no ponto 3.1 anterior, produtos de amplificagdo muito ténues em
alguns dos casos, e ndo sendo estes suficientes para fazer a restricdo optou-se por
concentrar esses produtos de amplificagdo. Para isso, juntaram-se todos os produtos
obtidos referentes 2 mesma amostra num mesmo gel de agarose. Os produtos obtidos

correspondiam ao tamanho esperado de 450 pb (F16.1V.12 e 13).
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FI1G. IV.12 - Anidlise dos produtos amplificados por PCR, para
identificacdio  gene  P-tubulina  cujo  fragmento  tem
aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); 17, 18, 43 e 52 - amostras. A seta indica as bandas
correspondentes aos produtos de amplificacio esperados (450 pb).

Os produtos obtidos, apds terem sido cortadas, purificados e sujeitos a restricao
foram analisados em gel, tendo-se obtido, na amostra 41 dois fragmentos, um com cerca
de 281 pb e outro com cerca de 168 pb (FIG. IV.13), estes tamanhos, apds restrig¢ao,
corresponde ao resultado obtido para isolados de E. necator pertencentes ao grupo
genético B. A andlise dos produtos de restricdo das amostras 17, 18, 43 e 52, torna-se um
pouco mais complexa. Obtiveram 3 bandas diferentes (FiG. IV.14), duas delas
correspondentes aos isolados do grupo B e uma outra com cerca de 500 pb que tanto pode
corresponder ao produto de PCR inicial ndo cortado como a presenga de isolados do grupo
A, uma vez que apds restricdo estes apresentam um produto de cerca de 449 pb, tendo o
fragmento inicial 450 pb. A possibilidade de coexisténcia de isolados do grupo A na
mesma videira que os do grupo B € comum e estd bem descrita por MONTARRY e? al.
(2008). Pode pois ter acontecido, aquando da colheita das amostras que estas tivessem
isolados dos dois grupos genéticos, para além disso as amostras 17 e 18 foram colhidas de
‘drapeaux’, sendo os isolados do grupo A predominantes nestas estruturas por MONTARRY
et al. (2008). No entanto, e face a auséncia de controlos positivos de cada um dos grupos
temos que considerar a hipétese de o produto ter ficado s6 parcialmente restringido,
apesar de termos seguido o mesmo tempo de restricao 1,5 h que na reac¢do da amostra 41

em que o produto foi totalmente digerido e que aparecem as duas bandas esperadas.
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F1G. IV.13 — Andlise dos produtos amplificados por PCR, para
identificagdo  gene  P-tubulina cujo  fragmento tem
aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); 41 - amostra. As setas indicam as bandas
correspondentes aos produtos de amplificagdo esperados (281
pb e 168 pb).
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F1G. IV.14 — Andlise dos produtos amplificados por PCR,
para identificacio gene PB-tubulina cujo fragmento tem
aproximadamente 450 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); 17, 18, 43 e 52 - amostras. As setas indicam
as bandas correspondentes aos produtos de amplificagido
esperados (168 pb, 281 e 449 pb).
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Face aos resultados obtidos, das 11 amostras em que se amplificou o fragmento de

450 pb do gene da B-tubulina, a amostra 41 pertence ao grupo B, as amostras 17, 18, 41 e 52

pertence ao grupo A e B ou s6 ao grupo B e as restantes 6 amostras ndo foi possivel concluir

acerca do grupo genético a que pertencem (QUADRO IV.3).

QUADRO IV.3: Amostras analisadas quanto ao grupo genético a que pertencem.

N.°da Dinta vl Grupo
) Colheita da Casta Local Regiao ias
Amostra Genético
Amostra
3 27/5/2009 Roupeiro/Siria e Alentejo Central ?
Machede ’
15 6‘/5/2009 N Periquita Borba Alentejo Central ?
drapeau
17 § /5/2009,— Carignan Borba Alentejo Central A/B
drapeau
18 63/5/2009,_ Carignan Borba Alentejo Central A/B
drapeau
35 19/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central ?
37 16/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo ?
41 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central B
43 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo Central A/B
52 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo A/B
53 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo 2
55 2§/5/2009,_ Aragonez Reguengos Alentejo Central ?
drapeau

4. Identificaciio de isolados resistentes aos DMI’s

4.1. — Amplificaciio por Reac¢do da Polimerase em Cadeia (PCR) do gene da 14a-

demetilase (CYP51) de E. necator

A amplificacio de um fragmento de 1756 pb que contem o gene CYP31, foi

conseguida em apenas 2 das 60 amostras, as amostras 35 e 53 (F1G.IV.15 e QUADRO IV .4).

Todas as outras amostras testadas ndo apresentaram o produto de amplificagdo esperado,

tendo este sido obtido apenas nos controlos positivos FIGs. IV.16, IV.17, IV.18 e IV.19.

Estes resultados mostram que a amplificagdo ndo ocorreu eventualmente por falta de DNA

alvo, ou o produto de amplificacdo era tdo ténue que nao foi possivel a sua visualizagdo

em gel de agarose. Também outros autores tiveram essa dificuldade ([1] DELYE et al.,

1997) dai ter sido desenvolvido um ‘Nested’ PCR usando como base o produto de PCR de

1756 pb, independentemente de ser ou ndo visivel em gel ([1] DELYE et al., 1997).
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FIG. IV.15 — Andlise dos produtos amplificados por PCR, para identificagdo gene CYP51
cujo fragmento apds amplificacio € de 1756 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); CPA e CPB -— controlos positivos gentilmente cedidos pela Dr*. Marie-
France Corio-Costet do INRA; 5, 6, 7, 17, 18, 35, 37, 41, 43, 52 e 53 - amostras; CN —
controlo negativo de PCR. A seta indica as bandas correspondentes aos produtos de
amplificag@o esperados (1756 pb).
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FIG. IV.16 — Andlise dos produtos amplificados por PCR, para identificacdo gene
CYPS51 cujo fragmento ap6s amplificagdo € de 1756 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb
plus’ (INVITROGEN); CPB — controlo positivo gentilmente cedido pela Dr." Marie-
France Corio-Costet do INRA; 49, 50, 51, 54, 55, 56, 57, 58, 59 e 60 - amostras; CN —
controlo negativo de PCR. A seta indica as bandas correspondentes aos produtos de
amplificagio esperados (1756 pb).
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FIG. IV.17 — Anélise dos produtos amplificados por PCR, para identificagao
gene CYPS5I cujo fragmento apés amplificagdo € de 1756 pb. M — ‘DNA
ladder 1 Kb plus’ (INVITROGEN); CPB -— controlo positivo gentilmente
cedido pela Dr.* Marie-France Corio-Costet do INRA; 25, 26, 27, 28, 29, e
30 - amostras; CN — controlo negativo de PCR. A seta indica as bandas
correspondentes aos produtos de amplificacdo esperados (1756 pb).
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FIG. IV.18 — Anilise dos produtos amplificados por PCR, para identificagao gene CYP51 cujo
fragmento ap6s amplificacdo € de 1756 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’ (INVITROGEN); CPB
— controlo positivo gentilmente cedido pela Dr.* Marie-France Corio-Costet do INRA; 37, 38,
39, 40, 42, 44, 45, 46 e 47 - amostras; CN — controlo negativo de PCR. A seta indica as bandas
correspondentes aos produtos de amplificagdo esperados (1756 pb).
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FIG. IV.19 — Analise dos produtos amplificados por PCR, para identificagio gene CYPS51
cujo fragmento ap6s amplificagio € de 1756 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); CPB — controlo positivo gentilmente cedido pela Dr.* Marie-France
Corio-Costet do INRA; 20, 21, 22, 23, 24, 31, 32, 34 e 36 - amostras; CN — controlo
negativo de PCR. A seta indica as bandas correspondentes aos produtos de amplificagao
esperados (1756 pb).

QUADRO IV.4: Amostras em que se obteve amplificagao do gene CYP51 de E. necator.

" Data de N =
Nda Colheita da Casta Local Regiao Amplificagiio do fragmento
Amostra que contem o gene CYP51
Amostra
35 19/6/2009 Aragonez | Estremoz | Alentejo Central +
33 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo Alentejo +

4.2. — ‘Nested Allele-Specific PCR’ (NAS-PCR)

A utiliza¢io do fragmento amplificado de 1756 pb nas reacgdes de ‘Nested Allele-
Specific’ PCR, permitiu-nos obter alguns resultados indicativos da resisténcia ou
sensibilidade dos isolados aos DMI’s. Das 60 amostras testadas, apenas 8 apresentaram a
banda especifica de 476 pb, tendo essas amostras sido as seguintes; 17, 18, 41, 43, 52,93
FIG. V.20, amostra 55 FIG. IV.21 e amostra 37 amostra FIG. IV.22. A presenga do produto de
amplificag@o € indicativo da resisténcia destes isolados de E. necator as substancias DMI’s ([1]

DELYE et al., 1997). Foi interessante notar que, com a realizacdo do ‘Nested” PCR se
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amplificaram amostras, que nao apresentaram a banda dos 1756 pb aquando da sua
visualizacdo em gel de agarose, o que indica que 0 produto de amplificagdo tinha sido
obtido ap6s a reacgdo de PCR, no entanto, as quantidades eram tdo pequenas que nio
permitiram a sua visualizagdo em gel. Virios autores tém utilizado esta técnica, em que se
utilizam ‘primers’ internos a uma primeira reacgao de amplificagdo de modo a poder
aumentar o sinal de amplificagdo e assim a sua visualizagao em gel (PANTALEO et al.,

2001; [1] DELYE et al., 1997, AMRANI & CORI0O-COSTET, 2006).
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FIG. IV.20 — Andlise dos produtos amplificados por NAS-PCR, para
amplificagdo de um fragmento com 476 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’
(INVITROGEN); CPA e CPB — controlos positivos gentilmente cedidos pela
Dr.* Marie-France Corio-Costet do INRA; 5, 6, 7, 17, 18, 41, 43, 52¢e53 -
amostras; CN — controlo negativo de PCR. A seta indica as bandas
correspondentes aos produtos de amplificacdo esperados (476 pb).
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FIG. IV.21 — Anilise dos produtos amplificados por PCR, para amplificagdo de um
fragmento com 476 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’ (INVITROGEN); CPB -— controlo
positivo gentilmente cedido pela Prof. Marie-France Corio-Costet do INRA; 49, 50, 51,
54, 55, 56, 57, 58, 59 e 60 - amostras; CN — controlo negativo de PCR. A seta indica as
bandas correspondentes aos produtos de amplificagdo esperados (476 pb).

FIG. IV.22 — Anélise dos produtos amplificados por PCR, para amplificagdo de um
fragmento com 476 pb. M — ‘DNA ladder 1 Kb plus’ (INVITROGEN); CPB —
controlo positivo gentilmente cedido pela Prof. Marie-France Corio-Costet do
INRA; 37, 38, 39, 40, 42, 44, 45,46 ¢ 47 - amostras; CN — controlo negativo de
PCR. A seta indica as bandas correspondentes aos produtos de amplificagdo
esperados (476 pb).
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A observagdo dos resultados obtidos permitiu-nos mostrar que no grupo de

isolados em que se obteve amplificagdo existia um, o isolado 35, proveniente de uma

videira da casta Aragonez, sensivel aos DMI's (QUADRO 1V.5). Este resultado provem da

nao amplificagdo com o NAS-PCR do fragmento de 476 pb, tendo-se usado o fragmento

de 1756 pb que, para este isolado, tinha um produto visivel em gel de agarose.

QUADRO IV.5: Resultados obtidos na andlise dos isolados sensiveis e resistentes aos DMI’s.

° Data de NAS- oy ers
oda | Colheitada | Casta Local Regiio | noon, | PCR | Sensibidad
Amostra CYP51
17 6‘/5/2009T Carignan Borba Alentejo - + resistente
drapeau Central
18 6‘/5/20097 Carignan Borba Alentejo - + resistente
drapeau Central
35 19/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo + - sensivel
Central
37 16/6/2009 Aragonez Pias B axo - + resistente
Alentejo
41 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo - + resistente
Central
43 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo - + resistente
Central
. Baixo .
52 23/6/2009 Aragonez Pias Alentejo + + resistente
53 23/6/2009 | Aragoner Pias Baixo + + resistente
Alentejo
25/6/2009 — Alentejo .
55 ‘drapeau’ Aragonez Reguengos Central - + resistente

Da observacdo do QUADRO IV.6 verificou-se que dos 60 isolados iniciais, apenas

em 11 se obtiveram resultados para um ou mais dos testes realizados. Este baixo valor

pode ser explicado por alguma deficiéncia no método de extrac¢ao do DNA da amostra.

Efectivamente, depois de analisados os resultados obtidos verificou-se, que provavelmente

ndo foi casual que com os outros 49 isolados, e também alguns controlos positivos

gentilmente fornecidos, quer pelo Dr. Delmotte, quer pela Dra. Corio-Costet, ndo se

tenham obtido os produtos de amplificagdo esperados.
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QUADRO IV.6: Resumo dos resultados das amplificagdes realizadas ao gene da B-tubulina, e do
CYP51,

o Data de NAS- opope
N2da | ¢ oiheita da Casta Local Regido | C™P0 | PCR | pop | Sensibilidade
Amostra Genético | CYP51 aos DMI’s
Amostra CYP51
N S. Miguel Alentejo 9 N
3 27/5/2009 Roupeiro/Siria de Machede Central ! - - ]
6/5/2009 — . Alentejo 9 9
15 ‘drapeau’ Periquita Borba Central - -
6/5/2009—- . Alentejo .
17 ‘drapeau’ Carignan Borba Central A/B - + resistente
6/5/2009— . Alentejo .
18 ‘drapeau’ Carignan Borba Central A/B - + resistente
35 19/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo ? + - sensivel
Central
37 16/6/2009 Aragonez Pias Balxq ? - + resistente
Alentejo
41 24/6/2009 Aragonez Estremoz Alentejo B - + resistente
Central
43 24/6/ 2009 Aragonez Estremoz Alentejo A/B - + resistente
Central
52 23/6/2009 Aragonez Pias Baixo A/B + + resistente
Alentejo
. Baixo .
?
53 23/6/2009 Aragonez Pias Alentejo 7 + + resistente
25/5/2009 — Alentejo 9 .
55 ‘drapeau’ Aragonez Reguengos Central ? - + resistente

Sendo este fungo um parasita obrigatério, ndo foi possivel obter mais amostra dos
mesmas videiras para repetir o método de extracgdo, ou tentar optimiza-lo. A extracgio do
DNA total teve que ser toda concentrada numa época do ano, altura em que o fungo esta
presente nas vinhas, e 0s testes moleculares de caracterizagdo dos isolados, foi sendo feita
ao longo do ano, na época de repouso vegetativo da cultura, este facto impossibilitou-nos
de poder repetir a extrac¢do ou de testar outra amostra de DNA proveniente da mesma
videira.

No QUADRO IV.6, em que se resume todos os resultados obtidos € se relacionam
estes com as castas e com as datas de colheita, pode verificar-se que apenas a amostra n.°
41 da casta Aragonez, pertence ao grupo B e que nas amostras n.° 17, 18, 43 e 52 podem
estar presentes isolados do grupo A e B, ou apenas do grupo B. Também se pdde verificar
que a sensibilidade ou resisténcia dos isolados aos DMI’s ndo estd directamente
relacionado com a casta, nem com a localizagdo. Este resultado, apesar do pequeno
ndmero de amostras, estd de acordo com o obtido por outros autores (MONTARRY et al.,
2008; AMRANI e CORIO-COSTET, 2006). Também o facto do isolado ser pertencente ao

grupo A ou B nfo o torna mais sensivel ou resistente aos fungicidas DMI’s.
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V. CONCLUSOES

As 60 amostras obtidas do fungo E. necator, permitiram ter uma boa amostragem
das castas e das vdrias zonas vitivinicolas do Alentejo, no entanto, as quantidades de DNA
total obtidas ndo foram muito homogéneas, tendo-se verificado teores de DNA muito
baixos em algumas amostras e noutras valores extremamente elevados, como € o caso dos
valores referentes 3 amostra 58 que € cerca de 140 vezes maior que o da amostra 29. Esta
diferenca pode ser devida a maior ou menor quantidade de fungo presente no material
vegetal.

O método de extracgdo utilizado ndo necessita da maceragio dos tecidos da
amostra, o que deveria ser uma vantagem para obter maioritariamente DNA do fungo E.
necator, pois sendo este um ectoparasita (AGRIOS, 2005), cresce apenas a superficie das
estruturas vegetais infectadas. Por essa razdio ndo se recorreu a um ‘kit’ comercial de
extraccio de DNA total de planta, uma vez que estes retiram todo o DNA presente na
amostra, ficando nesse caso o DNA do fungo diluido com outro, de planta, por exemplo.
Por outro lado, a utilizagio de um método mais grosseiro leva a que as amostras de DNA
finais néo fiquem tdo puras, podendo dar-se o caso de haver contaminagbes do DNA com
reagentes que possam interferir nos testes subsequentes. Um exemplo disso € a ligagdo de
residuos de EDTA presentes na amostra que se possam ligar com o MgCl, presente nas
reacgdes de PCR, quelatando-o e tornando-o indisponivel para o funcionamento da Taq
DNA polimerase. Assim, a utilizagdo de um tampdo da enzima sem MgCl,, de modo a
poder optimizar a quantidade deste reagente na reacgio de PCR, mostrou-se fundamental
para a realizagfio desta tecnologia aquando da utilizagdo de amostras de DNA que ndo
sejam provenientes de extrac¢do por ‘kits’ comerciais.

Os diferentes protocolos utilizados para optimizar as reacgdes de PCR também
levaram a que o DNA fosse por diversas vezes descongelado, podendo ter induzido
degradagdo em algumas das amostras impedindo assim a obtengdo de resultados.

A amplificago do fragmento de 450 pb do gene da B-tubulina, apenas em 11 das
60 amostras pode ser justificado pela ocorréncia de algum ou alguns dos problemas
referidos anteriormente. Com a utilizagdo da técnica CAPS, em 5 dessas 11 amostras pode
verificar-se a presenca de isolados do grupo genético B. Duas dessas amostras, as n.° 17 €
18 sdo provenientes de ‘drapeaux’, nas quais, segundo a bibliografia, aparecem

principalmente isolados do grupo A (MONTARRY er al 2008), no entanto, a
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impossibilidade da utilizagdo de controlo positivo deixa a divida se ndo estardo nessas
amostras, e também nas amostras 43 e 52 presentes isolados do grupo A, pois segundo
MONTARRY et al. (2008) os grupos genéticos A e B podem coexistir. A amostra do isolado
41 é claramente do grupo genético B. O facto das condigdes das reacgdes de restrigdo
terem sido as mesmas entre os varios isolados, vem reforgar a hipdtese das amostras n.°
17, 18, 43 e 52 terem presentes os 2 grupos. A presenga de isolados do grupo A, que
produzem um grande nimero de conidios com baixa eficiéncia de infeccdo, e
desaparecem ao logo da fase vegetativa da videira ou do grupo B, que produzem um
reduzido mimero de conidios, com uma eficiéncia de infecgio elevada (CORIO-COSTET,
2007) pode dar uma indicagdo de como direccionar os tratamentos fitossanitarios na
vinha.

Na anélise de PCR para amplificagdo do gene CYP51, obtivemos amplifica¢do nas
amostras n.° 35 ¢ 53. Apesar de, em grande parte destas amostras ndo se ter obtido
amplifica¢io no gene CYP51, efectuou-se em todas elas a andlise NAS-PCR e verificou-se
que nas amostras n.° 17, 18, 37, 41, 43, 52, 53 e 55, se obteve amplificagio de um
fragmento deste gene de 476 pb, significando que se tratam de isolados resistentes aos
DMTU’s. Por outro lado, a amostra n.° 35 revelou ser um isolado sensivel aos DMI’s visto
na primeira reac¢do de PCR se ter identificado o gene CYP51, mas na reac¢ao seguinte de
NAS-PCR, ndo ter ocorrido amplificagio do fragmento do gene correspondente a
existéncia de mutagdo. O facto de apenas 1 dos 9 isolados, o isolado n.° 35 ser sensivel
aos fungicidas DMI’s, indica que, e apesar do baixo nimero de resultados conseguidos, a
grande maioria é resistente aos fungicidas DMI’s. Este pode ser um dado indicativo de
que comegam a aparecer muitos fenémenos de resisténcia a este tipo de fungicidas, o que
pode a médio prazo tornar-se problemitico para a resolugdo do problema ‘oidio na
videira’.

Com este estudo, que do nosso conhecimento, € o primeiro feito em Portugal e em
vinhas portuguesas, pretendeu-se primeiramente optimizar técnicas de caracterizagio
molecular de isolados do fungo E. necator e por outro lado mostrar um pouco a
panorimica de evolugdo deste fungo nas videiras de uma das mais importantes regioes

vitivinicolas do nosso Pais, o Alentejo.
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