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Resumo

As doencas do lenho sdo das mais importantes doencas associadas a videira. Este
trabalho teve como objetivo principal estudar as diferencas da diversidade dos fungos
endofiticos e patogénicos e a suscetibilidade de duas cultivares distintas: Trincadeira
e Aragonez, em dois locais (A e B). Situadas na Regidao do Alentejo todas testadas em

material lenhoso.

Os fungos endofiticos mais encontrados nas amostras de planta foi o pertencente ao
género Alternaria, tanto para os dois locais como para as duas cultivares. Nos fungos
patogénicos, os mais encontrados nas amostras das plantas foram os fungos das
espécies Dijplodia seriata, Botrytis cinerea e Rhizopus spp. Verificou-se que a cultivar
Aragonez, no local A é menos suscetivel as doencas do lenho, ao contrario do que
acontece no local B, neste local a cultivar menos suscetivel as doencas do lenho é a

Trincadeira.

As espécies Botryosphaeria dothidea e Diplodia seriata sdo causadores das doencas

do lenho.

Palavras - chave: Videira; Doencas do lenho; NGS; Fungos endofiticos; ITS.



Evaluation of endophytic fungal communities in two grapevine cultivars from

Alentejo Region showing different susceptibility to trunk diseases

Abstract

Trunk diseases is one of the most important diseases of the grapevine. The main
objective of this work was to study the differences in the diversity of endophytic and
pathogenic fungi and the susceptibility of two cultivars: Trincadeira and Aragonez in

two sites (A and B) located in Alentejo Region and all tested in woody material.

The most endophytic fungi found in the plant samples was, the one belonging to the
genus Alternaria, for both sites and cultivars. For pathogenic fungi, the most found in
the plant samples were the species Diplodia seriata, Botrytis cinerea and Rhizopus
spp. It was also found, that the cultivar Aragonez in the organic production mode is
less susceptible to trunk diseases, unlike what happens in the conventional
production mode. In this mode the cultivar Trincadeira is less susceptible to these

diseases.

Wood diseases are caused by the species: Botryosphaeria dothidea and Diplodia

seriata.

Keywords: grapevine; trunk diseases; NGS; endophytic fungi; ITS.
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1. Introducao

O presente estudo descreve a composi¢do das comunidades de fungos endofiticos em
plantas videiras (Vitis vinefera L.) de diferentes cultivares e diferentes modos de
producao, situados na regidao do Alentejo, no Sul de Portugal. As amostras foram
recolhidas no més de fevereiro do ano de 2019, periodo de inverno, no qual as plantas
de videiras se encontram em repouso vegetativo. A videira é uma das culturas mais
cultivada na Europa, hospedando naturalmente uma grande diversidade de

microrganismos, em especial fungos (Varanda et al., 2016).



2. Revisdo Bibliografica

As doencas do lenho da videira (Vitis vinifera L.) e de todas as espécies do género Vitis
constituem, atualmente e a nivel mundial, uma ameaca a produgdo estavel em
vitivinicultura. Manifestam-se em plantas-mae de porta-enxerto, videiras jovens e
videiras adultas, comprometendo o sucesso das plantacdes e a longevidade das

vinhas (Bohm, 2005).

Segundo (Agrios, 2005), uma planta doente, é uma planta que é impedida de
desempenhar uma ou varias das suas fungdes, ou seja, apresenta uma disfungdo de
células ou tecidos devido a acdo de um agente patogénico (fator biotico) ou fator
ambiental (fator abidtico). Para que uma doenca surja, é necessario que os trés fatores
que constituem o tridngulo da doenga ocorram em simulténeo, ou seja, que o agente
patogénico seja compativel com o hospedeiro e que estejam reunidas as condigGes

climatéricas favoraveis ao desenvolvimento deste (Figura 1).

Pragas/Doencas

Préaticas
Culturais

Hospedeiro Ambiente

Figura 1 - Tridngulo da doenca com os trés fatores que em
simultaneo provocam o aparecimento da doenca (Fonte: Agrios,
2005)

As doencas do lenho da videira sdo a consequéncia de varios fatores, como o “boom”
da plantacdo de videira que ocorreu um pouco por todo o mundo durante a década
de 90, e que ndo sé levou a um aumento da utilizagdo de material vegetativo
contaminado, como levou também a um aumento da area de vinhas afetadas, em que
numa determinadaidade os sintomas sao visivelmente expressos acabando assim por

se tornar num problema predominante. Também existiram mudancas drasticas nos



métodos de producdo, que acabaram por favorecer as infecdes causadas por fungos,
tal como a transformacao das vinhas tradicionais de baixa densidade em vinhas com
maior densidade de plantas, que muitas vezes sao podadas mecanicamente levando
a um aumento significativo das feridas de poda e a uma maior dispersao do indculo

devido a contaminacdo dos equipamentos utilizados (Gramaje et al., 2018).

2.1. AsPrincipais Doencas do Lenho da Videira

Segundo a International Organisation of Vine and Wine (OIV), as doencas do lenho sao
provavelmente a ameaga mais significativa para o setor da vitivinicultura nos dias de
hoje (De la Fuente et al., 2016), pois afetam os 6rgaos perenes da videira, causando a

sua morte.

O declinio das videiras jovens constitui um tema atual em todo o mundo viticola, pelos
prejuizos que causam e pela falta de meios de luta eficientes no combate aos agentes
que o originam. Em casos de grande incidéncia origina a mortalidade de um elevado
numero de plantas, logo ap6s a plantacgdo, obrigando assim a retanchas continuas ou
em ultimo caso ao arranque total da vinha. Em situagdes de manifestacdes mais
suaves da doenca, as plantas apresentam debilidade, atraso no desenvolvimento,
entrends curtos, cloroses ou avermelhamento da folhagem, que ira ter reflexos na
qualidade e na quantidade da producgao e na longevidade da videira (Oliveira et al,

2007).

As doencas do lenho sdo varias, todas causadas por mais que um fungo e todos eles
diferentes, formando assim um complexo conhecido como ‘complexo de doencas do
lenho’. Existem cinco principais doencas do lenho em videira, que sdo a Esca e Doenca
de Petri causadas pelos fungos Phaeomoniella chlamydospora, Phacoacremonium
spp. e Fomitiporia spp., a Eutipiose causada por Eutypa lata, a Escoriose Europeia
causada por Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata e por fungos da familia
Botryosphaeriaceae, e a Escoriose Americana causada por Diaporthe ampelina e por

3



fungos do género Phomopsis e o Pé Negro das Videira causado por Cylindrocarpon

spp., Campylocarpon spp. e llyonectriaspp. (Gramaje et al., 2018).

Das varias doencas do lenho, algumas manifestam-se em plantas mais jovens outras
s6 em vinhas adultas (Figura 2). Em videiras jovens (até 8-10 anos de idade), pode-se
encontrar doengas como o Pé Negro, e a Doenca de Petri, conhecidas por causarem o
declinio das vinhas jovens (Bohm, 2005). Estas duas doencas apresentam uma
sintomatologia muito semelhante ao nivel dos sintomas foliares, pois apresentam um
fraco desenvolvimento, rebentacdo tardia, entrends mais curtos, folhas clordticas
com margens necroéticas levando muitas vezes a que estas as folhas acabem por
murchar. Estes sintomas também podem ser confundidos com distUrbios abidticos
como geadas, stress hidrico e/ou deficiéncia de nutrientes pois apresentam

sintomatologias muito semelhantes (Gramaje et al., 2018).

Outras manifestam-se essencialmente em vinhas adultas, como é o caso da Esca, a
Escoriose Europeia e a Eutipiose (Figura 2). Existem ainda outras doencas que se
manifestam tanto em videiras jovens como em videiras adultas, sendo responsaveis
pelo depauperamento e quebra de rendimento das plantas atacadas, como é o caso

da Escariose Americana (Bohm, 2005).

DOENCAS DO LENHO DA VIDEIRA

VINHAS JOVENS } { VINHAS ADULTAS

DOENCA DE PETRI ESCA
DOENCA DO PE NEGRO ESCORIOSE EUROPEIA
DIEBACK - EUTIPIOSE

Botryosphaeria

Figura 2 - Esquema das doencas do lenho para
vinha jovens e vinhas adultas 4



A International Organisation of Vine and Wine (OIV, 2016) afirma, que as doencas do
lenho sdo consideradas as doencas mais destrutivas da videira nas Ultimas trés
décadas e sdo uma preocupacado crescente em todos os paises produtores de vinho.
Estas doencas tornaram-se num enorme problema, uma vez que os microrganismos
fitopatogénicos que as causam atacam os 6rgdos vegetativos e levam a morte das
videiras a curto ou médio prazo, o que significa um custo econdémico elevado para a

sua substituicdo (De la Fuente et al., 2016).

Os fungos causadores de doencas do lenho podem infetar através de qualquer ferida
que exista na videira, como por exemplo de feridas causadas pela poda, que acaba
por ser um ponto de entrada para os fungos. Os viveiros viticolas por vezes também
acabam por ser uma fonte de material vegetal infetado, que pode resultar na infegao
cruzada de lotes de estacas e por consequéncia dar origem a vinhas jovens infetadas

(Gramaje et al., 2018).

Os sintomas gerais expressam-se ao nivel da madeira por necrose setorial e/ou
central, pela presenca de estrias castanhas ou cancros (Figura 3) e ao nivel foliar por

descoloracdo e dessecacgao (De la Fuente et al., 2016).
Eutipicse Doenga de Petr Esca
o ) (A (O

Figura 3 - Esquema da sintomatologia em corte transversal de trés doengas do lenho da videira
(Fonte: https://www.advid.pt/imagens/cadernos/13992817344134.pdf)


https://www.advid.pt/imagens/cadernos/13992817344134.pdf

2.1.1. Doencga de Petri e Esca

A doenca de Petri é uma doenca que ataca as videiras jovens, sendo o material vegetal
infetado considerado como fonte primaria do indculo dos agentes patogénicos desta
doenca. No entanto, as videiras podem ser infetadas através dos indculos aéreos dos
agentes patogénicos da Doenca de Petri, infetando a planta através das feridas de
poda (Agusti-Brisach et al,, 2013). Segundo os mesmos autores, as plantas podem

também ser inoculadas através do solo pelos agentes patogénicos desta doenca.

Os sintomas da Doenca de Petri sdo muito idénticos aos sintomas da doenga do Pé

Negro, sendo por vezes dificeis de os distinguir quando sdo observados na videira.

No entanto, as videiras infetadas pela doenga de Petri apresentam no interior do
tronco estrias castanhas e uma necrose castanha/avermelhada, que sao resultados
de tiloses, gomas e compostos fendlicos formados dentro dos vasos pelo hospedeiro
em resposta ao fungo que cresce nos vasos do xilema. No lenho, quando é feito um
corte transversalmente, sdo visiveis pontuagbes castanhas claras e/ou escuras,
especialmente ao nivel do enxerto (Figura 4 - A). Este fluxo tem origem a partir de
necroses e é comum chamarem de “black goo”, ou seja, goma preta. Ao nivel de
sintomas externos, a videira apresenta 6rgdos aéreos com a presenca de vegetagao
debilitada ou vegetacao menos desenvolvida (Figura 4 - B), as folhas apresentam uma
cloracdo clorética com as bordaduras necréticas (Figura 4 - C) e apresentam um
tronco com um tamanho inferior ao normalmente verificado em plantas isentas

destas doencas (De la Fuente et al., 2016).

Figura 4 - Necroses na extremidade basal do porta-enxerto de videiras infetadas (A); Videira de
baixo vigor (B); Folhas murchas e com cloragdo clorética (C) (Fonte: Gramaje et al,, 2018)



Existem ainda alguns fatores abioticos que acabam por desempenhar um papel
importante no desenvolvimento desta doenca, que sdo, os fatores ambientais (chuva,
vento e temperatura) o stress do hospedeiro, a falta de nutrientes, uma drenagem
insuficiente e consequentemente a compactacao dos solos, sendo que estes dois
fatores podem contribuir para um fraco desenvolvimento das raizes. A plantacdo de
vinhas em solos mal preparados e feridas da poda que possam existir na videira,
também podem potenciar a doenca e a expressao da sintomatologia (Gramaje et al.,

2018).

A Esca éumadoenca complexa onde os sintomas e a sua expressao ao longo do tempo
é altamente variavel (Luque et al, 2009), e é considerada uma das doencas mais
destrutivas dos tecidos lenhosos da videira. O nome da doenca Esca deriva do latim
“tinder” e este termo foi utilizado pelos viticultores do Sul de Italia no inicio de 1900
para se referirem a apoplexia, possivelmente devido a presenca de madeira podre

observada principalmente em plantas apopléticas (Bertsch et al., 2013).

E uma doenca que ataca as videiras adultas e é causada por um complexo de fungos
fitopatogénicos. Estudos recentes concluiram que estes fungos, que estdo associados
a doenca da Esca, sdo os ascomicetes Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium spp., sendo estes responsaveis pelo aparecimento de necroses
vasculares e pelos basidiomicetes Fomitijporia spp., responsavel pela decomposicéo
da madeira e Fomitiporia mediterranea, que é responsavel pelo aparecimento de
podridao branca que transforma a madeira numa massa algodonosa com um tom
esbranquicado/amarelado. Numa secgao transversal, os tecidos apodrecidos
apresentam uma linha negra ou castanha escura (Figura 5 - A) que os separa dos
tecidos saudaveis, e por vezes, a podridao pode aproximar-se ou atingir a superficie
originando fendas no tronco (Alves, 2001). Podem ainda ser visiveis estrias vasculares
de coloracao de castanhas a negras ou ainda, a observacao de madeira seca com

aparéncia prateada (Gramaje et al., 2018).

A Esca pode apresentar-se de duas formas na videira, de forma crénica/lenta ou de

forma aguda, conhecida como a apoplexia (Luque et al., 2009).



A forma crénica/lenta ocorre no final da primavera ou no verao, e é visivel ao nivel da
zona foliar verificando-se uma senescéncia precoce da folhagem. As folhas
apresentam necroses nas margens, estendendo-se para o centro (Figura 5 - B),
podendo verificar-se a sua queda e apresentam uma coloragao avermelhada e
amarelada, podendo, mais tarde, tornar-se necrética. Na forma aguda/apoplética, é
caraterizada por existir uma desidratacdo subita de toda a planta e
consequentemente a morte da videira a meio do verao, nas folhas mantém a forma
normal, mas da-se o aparecimento de folhas secas e necréticas, podendo existir a sua
queda e o seu enrugamento, nos bagos ndo ha um enchimento correto e podem
acabar por ndo atingir a maturagdo acabando por secar (Figura 5 - C) e causar
avultadas perdas de producdo. Todos estes sintomas internos e externos podem
ocorrer devido a toxinas produzidas pelos fungos nos tecidos lenhosos descolorados
ou deteriorados (Figura 5 - A), enzimas e a obstrugdo dos vasos, em que pode existir
uma reducdo do transporte de agua e nutrientes dando, por exemplo, origem a nao

maturagao dos bagos (Gramaje et al., 2018; Larignon & Dubos, 1997).

Figura 5 - Sintomas da Esca na cepa (A), nas folhas (B) e nos bagos (C)
(Fonte: http://www.winetwork-data.eu)


http://www.winetwork-data.eu/

2.1.2. Eutipiose

A Eutipiose é causada pelo fungo Eutypa lata, este fungo causa uma doenca grave nas
videiras que infeta. Estas sdo infetadas principalmente através de feridas de poda,
reduzindo drasticamente o tempo de vida produtivo da planta. A Eutipiose esta
associada a sintomas como o crescimento atrofiado dos ramos com entrends curtos
e em ziguezague, morte dos bragos ou mesmo de toda a planta, embora os sintomas

possam expressar-se de maneira diferente entre as cultivares (Hallen et al., 2010).

A sintomatologia foliar é causada por metabolitos toxicos que sdo produzidos apenas
pela Eutypa lata, os sintomas foliares podem aparecer 3 a 8 anos ap6s a infecdo e pode
variar de ano para ano (Gramaje et al., 2018). As estruturas reprodutivas do fungo
formam-se na madeira morta. A Eutipiose mostra a sua presenca através do
enrugamento e o atrofio dos rebentos que apresentam uma coloracao clorética, ficam
enrugados e as folhas sao aparentemente mais pequenas, enroladas e com necroses
na margem, sendo mais visivel na altura da primavera, pode ocorrer a dessecagdo das
inflorescéncias e os cachos apresentam tamanho reduzido e os bagos um
amadurecimento irregular (Figura 6), as necroses podem observar-se ao longo de

todo o sarmento (De la Fuente et al,, 2016).

A infecdo ocorre quando os ascésporos da Eutypa lata séo libertados da madeira
morta e dispersados pela chuva e vento. As infecdes podem ocorrer quando existem
feridas de poda e os esporos se instalam e germinam nos vasos do xilema colonizando
a madeira e causando gradualmente sintomas de tecido morto (dieback) na videira

(Figura 6) e eventualmente o aparecimento de cancros (Ayres et al., 2016).



Figura 6 - Sintomas foliares na videira, cachos com tamanho reduzido e amadurecimento
irregular do bago; Corte transversal do tronco com mancha sectorial de cor escura.
(Fonte: https://www.advid.pt/imagens/cadernos/13992817344134.pdf; Gramaje et al., 2018).

2.1.3. Escoriose Europeia

A Escoriose Europeia é causada por Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata e
também por varios fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae a qual
apresenta uma ampla distribuicdo geografica. Tal como as outras doencas que
constituem o complexo de doencas do lenho, a Escoriose Europeia conduz a um
grande impacto na economia e coloca em causa a longevidade da videira (Urbez-

Torres, 2006).

Os sintomas que a doenca possa causar sao especialmente graves nos casos em que
a planta hospedeira esta submetida a um stress, sendo que os sintomas podem ser
diferenciados de pais para pais, sobretudo devido a forma como diferentes castas
reagem a infecdo por estes agentes fitopatogénicos e as condicOes climatéricas.
Contudo, os sintomas podem ser semelhantes a outras doencas do lenho da videira,

como os da Eutipiose e aos do complexo de Esca (Niekerk et al., 2006).

Botryosphaeria spp. € considerado o agente fitopatogénico mais importante da
videira, no entanto a sua sintomatologia pode ser observada no campo apenas um ou
dois anos apds a infecdo através de feridas de poda ou de outras lesOes. Este agente
fitopatogénico pode ter uma fase de crescimento como fungo endofitico, tornando-

se posteriormente saprofitico ou patogénico (Niekerk et al., 2006), e é observado
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nomeadamente em vinhas adultas, sendo que, no entanto, também esta descrito
como podendo originar o aparecimento de cancros e provocar morte das videiras
jovens (Gramaje et al., 2018). A Escoriose Europeia apresenta sintomas foliares (Figura
7) que se manifestam por cloroses entre as nervuras que com o tempo se transformam
em necroses em toda a folha. As plantas afetadas sao caraterizadas como ‘braco
morto’ (DeadArm), o seu desenvolvimento vegetativo é fraco por existir um bloqueio
do sistema vascular, levando a uma baixa percentagem de langamentos, a planta
pode apresentar algumas deformacdes nas folhas e cloroses mais ou menos extensas
que evoluem para necroses, e no tronco ha o aparecimento de uma necrose setorial

tipica com uma descoloragdo vascular (Figura 7) (De la Fuente et al., 2016).

Figura 7 - Sintomas foliares nas castas e necroses na madeira causadas pela
Botryosphaeria spp. (Fonte: http://www.winetwork-data.eu/)

11


http://www.winetwork-data.eu/

2.1.4. Escoriose Americana

A Escoriose Americana é causada por Diaporthe ampelina e por fungos do género
Phomopsis onde a espécie principal é Phomopsis viticola. Esta doenca, apresenta
alguns sintomas muito semelhantes aos que se podem observar nas plantas afetadas
por Escoriose Europeia, como por exemplo a morte da planta, a deficiente rebentagao
e 0 aparecimento de cancros. Atualmente, sete espécies do género Diaporthe tém-se
mostrado patogénicos da madeira da videira, sendo a mais virulenta a espécie

Diaporthe ampelina (Gramaje et al., 2018).

Phomopsis spp. € conhecida por infetar videiras, causando manchas foliares (Figura
8) e pode ocorrer em qualquer videira que seja cultivada sendo mais severa em regides
de caraterizadas por um clima temperado himido durante a fase inicial do ciclo
vegetativo, infetando todas as partes verdes da videira, como as folhas, rebentos,
sarmentos e frutos. Assim, os sintomas iniciais podem ser observados nas folhas que
apresentam pequenas manchas verdes e amarelas com centros necréticos (Urbez-

Torres et al., 2013).

Nos sarmentos jovens, a doenca manifesta-se nos primeiros entrends com a presenca
de pequenas manchas negras que mais tarde evoluem para manchas mais escuras
(Figura 8). Na base das varas pode parecer que existe um estrangulamento, podendo

levar a sua quebra por acdo do vento e pelo peso dos cachos (De la Fuente et al., 2016).

Segundo De la Fuente et at. (2016), durante a fase de dorméncia, nos ramos ha um
aparecimento de manchas brancas e pretas na zona dos entrends e podem ser
também encontradas umas manchas necréticas ao longo das nervuras secundarias,
bem como nos peciolos. Os bagos apresentam uma cor acastanhada e acabam por

murchar.
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Figura 8 - Folha com manchas verdes e amarelas com centros
necrdticos e o ramo com pequenas lesdes negras (Fonte:
https://www.ivdp.pt/pt/docs/ficha escoriose.pdf)

2.1.5. Doenca do Pé Negro

A doenca do Pé Negro é uma doenca de declinio e morte das videiras jovens, causada
por um complexo patogénico de fungos existentes no solo, é causada por varias
espécies pertencentes aos géneros Cylindrocarpon spp. e Campylocarpon spp., e é a

doenca do lenho da videira mais recentemente descrita (Halleen et a/., 2007).

A doenca do Pé Negro ¢é identificada pelo aparecimento de uma necrose negra que
comeca na parte inferior do tronco (Figura 9 - A) e vai subindo, acabando por afetar a
maior parte da madeira do porta-enxerto. Cylindrocarpon spp., causa o declinio de
porta-enxertos de videiras em solos de viveiros, conduzindo a um atrofio da planta e

causando uma coloragdo negra no tronco (Halleen et al., 2007).

Esta doenca também se pode expressar na parte aérea da planta em que, na
primavera, as plantas afetadas podem ndo apresentar rebentacdo, a floragdo
apresenta um atraso anormal e a parte vegetativa apresenta um crescimento
atrofiado que muitas vezes acaba por secar no inicio do verdo (Figura 9 - B). Verifica-
se também que as raizes das plantas infetadas apresentam uma coloragao castanha
necrotica e para compensar a perda de biomassa da raiz submersa e necrética, um
segundo crescimento de raizes de crescimento horizontal é formada por vezes perto
da superficie do solo (Halleen et al, 2007). Contudo, a planta apresenta um vigor
reduzido com troncos de pequeno porte, maturidade irregular da madeira as
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pequenas folhas apresentam cloroses inter-nervuras e necroses (Figura 9 - C) (De la

Fuente et al., 2016).

No verdo, as altas temperaturas também tém um papel importante no
desenvolvimento do sintoma, pois a raiz e o sistema vascular de plantas doentes
podem ndo ser capazes de fornecer agua suficiente para compensar a elevada taxa de

transpiracao (Figura 9 - B) (Halleen et al., 2007).

Figura 9 - Sintomas da Doencas do Pé Negro nas videiras - Vasos do xilema escuros e
estrias necroéticas (A); Folhas murchas e com cloragdo clorética (B); Videiras afetadas pela

doenga do Pé negro (C) (Fonte: Gramaje et al., 2018)
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2.2. Tolerancia e Suscetibilidade das Castas as Doencas do

Lenho

Segundo Pouzoulet et al. (2014), ndo existe nenhuma evidéncia que haja alguma
videira completamente resistente as doencas do lenho, no entanto existem graus de
suscetibilidade que variam de altamente suscetivel a tolerante. Existem também
evidéncias de que a anatomia da madeira e, especificamente, os diametros dos vasos
do xilema diferem entre as cultivares da videira e que essas carateristicas podem dizer

muito sobre o grau de suscetibilidade das cultivares (Pouzoulet et al.,, 2014).

Existem ainda alguns fatores que podem influenciar a suscetibilidade da videira as
doencas do lenho, como o clima, a idade da videira, a fertilizacao do solo, o modo de

producao, os porta-enxertos e as cultivares (Almeida et al., 2020; Fontaine et al., 2016).

A tolerancia e/ou suscetibilidade das duas cultivares em estudo, Aragonez e
Trincadeira, pode estar relacionada com os fatores acima mencionados. A cultivar
Aragonez é mais suscetivel as doencas do lenho, sendo a mais atacada por a Esca seja
na forma crénica ou na forma aguda, Escoriose Europeia e Americana e Eutipiose,
acabando por apresentar sintomas mais severos do que a cultivar Trincadeira, que
quase ndo apresenta sintomas ou esses sdo pouco visiveis, é considerada mais
tolerante, sendo, no entanto, mais sensivel a podriddo cinzenta causada por Botrytis

cinereae ao oidio causado por Erysiphe necator (Fontaine et al., 2016).
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2.3. Caraterizacao das Castas

A casta Trincadeira (Figura 10) é uma das mais antigas e tradicionais castas do
Alentejo, com uma excelente adaptacdo as condices edafo-climaticas (Cabrita,
2003). E considerada uma casta autdctone com vigor elevado, porte semi-erecto e
necessita de cuidados extremos no controlo de maturacdo, apresenta uniforme
homogeneidade de producdo entre as plantas e é uma casta bastante estavel aos

fatores abidticos (Bohm, 2005).

Exige que as sebes sejam equilibradas, ou seja, uma boa relagdo entre a area foliar
exposta e a producdo, de modo a garantir que haja boa qualidade. E uma casta que
prefere solos com baixa fertilidade, textura fraca/arenosa, secos ou bem drenados,
aguenta um clima quente, com horas suficientes de insola¢ao, mas em caso de
excesso de calor existe o perigo de secagem e degradacao dos bagos. Os porta-
enxertos devem ser de baixo vigor e de ciclo curto, é uma casta pouco resistente a

conservacdo apds a maturacgdo, devido as podriddes (Bohm, 2005).

Esta casta tem algumas particularidades, as folhas tém uma cor verde muito
brilhante, seio peciolar fechado, com lébulos muito sobrepostos, sendo que é a tltima
casta a perder as folhas. A trincadeira tem perigo de excesso de producao e, neste
caso, os cachos tem fraca aptiddo para se conservarem sdos na videira até atingirem

a maturagao (Bohm, 2005).

Figura 10 - Cacho da casta Trincadeira (Fotografia da autora)

16



A casta Aragonez (Figura 11) é uma casta com origem em Espanha e em Portugal,
sendo o Douro e o Alentejo as regides de maior expansao e atualmente a superficie
viticola é de 23500 ha. E uma casta ibérica das mais importantes, sendo também
conhecida por outros nomes, como Tempranilho e Tinta Roriz, sendo esta Gltima mais

conhecida nas regioes do Douro e Dao.

Esta casta é tradicional das vinhas Alentejanas, cuja sua presenca tem sofrido

alteragOes significativas aos longo dos anos (Cabrita, 2003).

E uma casta muito adaptavel a diferentes climas e solos, preferindo solos profundos,
bem drenados, com reduzida disponibilidade hidrica em que o elevado teor de agua
provoca um atraso no pintor e na reducao da qualidade. Quanto aos porta-enxertos,
ndo é conhecida nenhuma incompatibilidade com os habituais da regido, mas no caso
de qualidade é recomendado a utilizagdo de porta-enxertos pouco vigorosos. Para
que se consiga garantir carateristicas de exceléncia na casta Aragonez a produgdo
deve ser controlada para que seja maior e haja uma maior concentracao dos bagos,
obtendo assim mais qualidade. E uma casta que prefere solos arenosos e argilo-

calcarios, clima seco e quente (Bohm, 2005).

A casta Aragonez é uma casta de ciclo curto, com abrolhamento, floragdo, pintor e
maturagdo em época média (Silva, 2009). E uma casta precoce, apresenta um vigor
médio-elevado, com uma elevada homogeneidade de produgdo, suporta caréncia
hidrica. No Alentejo é sensivel ao escalddo das folhas com insolagdo intensa e é

sensivel ao vento.

A nivel da sensibilidade criptogamica, é suscetivel ao oidio e ao mildio causado por
Plasmopara viticola, a Escariose Europeia e Americana, a Esca e a Eutipiose (Bohm,

2005).

Figura 11 -Cacho da casta Aragonez
(Fonte: https://www.clubevinhosportugueses.pt/vinhos/castas-tintas-aragonez/) 17
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2.4, Fungos Endofiticos

O termo endofitico foi introduzido por DeBary (1866) e inicialmente foi aplicado a
qualquer organismo encontrado no interior de uma planta (Toofanee & Dulynamode,

2002).

Endofitico € um termo que vem da combinacdo de duas palavras gregas “endon”

(dentro) e “phyton” (planta) (Carvalho et al., 2020).

O termo “endofitico” é usado para descrever os microrganismos que podem ser
detetados em algum momento dentro dos tecidos do hospedeiro vegetal
aparentemente saudavel, muitas vezes sem a planta apresentar qualquer sintoma da

doenca (Schulz & Boyle, 2006).

Os endofiticos representam um grupo de microrganismos que vivem dentro do
microambiente hospedeiro e recebem protecao de stresses ambientais, acesso a
nutrientes e, posteriormente, enfrentam menos competicdo de outros micrébios. Os
microrganismos endofiticos sdo cruciais para os mecanismos de defesa das plantas,
pois eles interagem diretamente com o sistema da planta e sdo também conhecidos
por apresentar beneficios diretos ou indiretos e gerir o stress da planta hospedeira,

levando a uma relacdo benéfica entre estes (Singh et al., 2020).

Os fungos endofiticos colonizam os tecidos vegetais saudaveis sem causar qualquer
sintoma negativo da doencga. Sdo descritos como promotores de crescimento da
planta e da resisténcia a doencas, acabando por mostrar a sua atividade

antimicrobiana (Materatski et al,, 2019).

A colonizagdo assintomatica € um equilibrio de antagonismos entre o hospedeiro e o
endofitico (Figura 12). Os endofiticos e patogénicos possuem os mesmos fatores de
viruléncia, os endofiticos estudados até agora produzem exoenzimas necessarias
para infetar e colonizar o hospedeiro. Se durante o0 momento de interacao entre o

patogéneo-hospedeiro for equilibrado, ainteragdo permanece assintomatica, no caso
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de em algum momento dessa interacdo existir um desequilibrio, pode-se dar o
aparecimento da doenca, podendo isso acontecer quando o hospedeiro se encontra
stressado ou senescente. Estes equilibrios e desequilibrios durante as interacGes
dependem de alguns fatores como o estado geral do hospedeiro, da viruléncia do
fungo, das defesas do hospedeiro que podem ser influenciadas por fatores
ambientais, estado nutricional e pelas fases de desenvolvimento (Schulz & Boyle,

2006).

Fatores Ambientais

Planta

Endofitico Patogénico

P .. De Para

Senescéncia Tl

Figura 12 - Esquema da ocorréncia da resposta de defesa da planta e da viruléncia do

fungo por uma colonizacdo assintomatica (Fonte: Schulz & Boyle, 2006).

Segundo Torres et al. (2012), os fungos endofiticos ndo sdo apenas habitantes
passivos das plantas, mas sao colonizadores ativos do interior e exterior da planta e
sao considerados manipuladores da fisiologia vegetal e reproducado, alterando a
tolerancia ao stress oxidativo por meio do aumento das concentragdes de compostos

antioxidantes e enzimas.

A comunidade endoéfita na planta é normalmente composta por numerosas espécies

de fungos, em que o seu numero e composi¢do € influenciado por fatores como o
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ambiente (velocidade do vento, luz, temperatura e humidade relativa), a fisiologia
vegetal, fatores antropogénicos e o agente patogénico, deposicdo de esporos,
germinagdo e/ou producao de estruturas de infecao (Toofanee & Dulynamode, 2002;

Varanda et al., 2016).

Os fungos endofiticos aumentam a resisténcia das plantas aos fatores de stress
abidtico como o aumento da tolerdncia a seca, diferentes temperaturas, baixos
valores de pH, alta salinidade e presenca de metais pesados no solo. Por outro lado,
as plantas fornecem um ambiente protetor para o crescimento e multiplicacao de
fungos endofiticos, protecdo contra a aridez e longevidade por via de transmissdo de
sementes para a proxima geracao de hospedeiros, sendo um fenémeno generalizado
na natureza, a associacdo simbidtica entre o fungo e a planta (Rana et al,, 2019),
considerando-se essa relagao de longo prazo entre os dois organismos, quer seja

benéfico para os individuos que estdo envolvidos ou ndo (Rodriguez & Redman, 2008).

Atualmente, os fungos endofiticos podem ser subdivididos em quatro classes, com: 1)
intervalo de hospedeiros, 2) no padrao de colonizacao, 3) transmissao e 4) fungao
ecoldgica. Os fungos infetam as plantas e acabam por permanecer inativos até a
senescéncia das plantas, representando assim uma boa estratégia para os fungos

retirarem nutrientes da planta (Rodriguez & Redman, 2008).

Por ultimo, os fungos endofiticos geralmente apresentam dois tipos de transmissao.
A transmissdo vertical em que o fungo vai desde a planta até se instalar na semente.
Quando as sementes germinam em condi¢Oes favoraveis, os fungos endofiticos
presentes nas plantas recém-formadas durante a germinacdo das sementes, realizam
a transmissdo de fungos endofiticos para toda a planta hospedeira e as proximas
geracBes de plantas. A transmissdao horizontal esta relacionada com a transmissao
dos fungos por via aérea e/ou pela fragmentacado de hifas, por agentes de dispersdo
bidtica (herbivoros ou insetos) ou agentes abidticos (vento ou chuva) de planta para
a planta, realizando assim a transmissao de fungos endofiticos entre os diferentes

hospedeiros (Yan et al.,, 2019).
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2.5. Importancia dos Fungos Endofiticos na Protecdo de

Plantas

Nos fungos endofiticos, existe uma relacdo de interacdo entre o endofitico e o
hospedeiro. No entanto, essa interacdo pode nao ser garantida de forma continua,
porque, alguns endofitico podem apresentar um estilo de vida mutualista para
parasitico, ou seja, alguns fungos patogénicos conseguem viver como endofiticos
durante o seu ciclo de vida, sendo assim, um desafio importante para a patologia
vegetal, descobrir e perceber as diferencas entre o estilo de vida endofitico e
patogénico. Na videira é especialmente importante, porque os agentes conhecidos
por causar algumas doencas do lenho na videira, Doenca de Petri, Esca ou Escoriose,
foram isolados de tecidos vegetais internos de plantas assintomaticas e
assintomaticas. Em alguns casos, os endofiticos reproduzem-se sexualmente em

tecidos mortos da sua planta hospedeira (Varanda et al., 2016).

Nos ultimos anos os microrganismos endofiticos (fungos e bactérias) tém suscitado
grande interesse devido a sua presenca benéfica para a planta hospedeira, a nivel do
seu desenvolvimento e defesa (Giménez et al, 2007). Toda a investigacdo
desenvolvida tem como propoésito compreender a sua ecologia e evolugdo, qual o

impacto no ecossistema e na comunidade planta (Aly et al,, 2011).

A produtividade agricola esta ligada direta ou indiretamente a diversidade de
microrganismos que habitam o solo, sendo este um componente importante no meio
ambiente e que ndo serve apenas como um recurso natural no sistema agricola, mas

suporta também numerosos processos de vida (Singh et al., 2020).

Segundo Singh et al. (2020), nos ultimos anos bactérias promotoras de crescimento
de plantas, particularmente bactérias endofiticas, surgiram como um importante e
proeminente protagonista para a agricultura sustentavel, como por exemplo, as
diversas formas de relacionamentos benéficos encontrados entre plantas e

microrganismos.
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Atualmente a pesquisa que tem sido feita com endofiticos concentra-se
principalmente em dois aspetos: a exploracdo de moléculas bioativas e a exploracao
da possibilidade de endofiticos como agentes de biocontrolo. Como todas as
interacdes entre os fungos endofiticos e as plantas sdo mediadas por meio de
sinalizacdo quimica, é necessario entender os mecanismos de como é que o0s
endofiticos funcionam nas plantas. Destacando-se as respostas benéficas das plantas

ao stress biodtico e abidtico (Yan et al., 2019)

Para se adaptar a estes stresses, os endofiticos produzem substancias bioativas. Em
muitos casos a tolerdncia ao stress bidtico correlaciona-se com produtos naturais de
fungos ou bactérias ou metabolitos biologicamente ativos, aumentando a resisténcia
do hospedeiro contra herbivoros, insetos, doencas, variagdes de temperatura e
salinidade. Os endofiticos aumentam a resisténcia das plantas a fatores de stress
abidtico, como o aumento da tolerancia a seca, as diferencas de temperaturas, baixo

pH e a presenca de metais pesados (Rana et al., 2019).

O potencial quimico dos endofiticos foram utilizados para a descoberta de
medicamentos, como o foco na detecdao de constituintes vegetais farmacéuticos,
produtos de biossintese fiingica e na agricultura a utilizagdo de fungos endofiticos em

programas de controlo biologico (Aly et al., 2011; Arnold, 2007).

Com o passar dos anos e a saida de mercado de muitas substancias de sintese quimica
utilizadas em controlo fitossanitario passou-se a utilizar-se mais o controlo natural e
biolégico que acaba por ser menos prejudicial para os consumidores e é mais
economico para os produtores. Muitas vezes a utilizacdo dos produtos quimicos
acaba por eliminar espécies importantes que ajudam no controlo das doengas,
fazendo com que exista uma inibicao de outros microrganismos, sendo os fungos

endofiticos os mais afetados (Azevedo et al., 2000).

Os fungos endofiticos constituem assim uma fonte de agentes bioldgicos Gteis para o
controlo de agentes patogénicos importantes nas plantas em geral onde a videira nao

é excec¢do. Contudo, entende-se que o estudo das comunidades endofiticas na videira
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sao essenciais para determinar tratamentos futuros nestas plantas e produzir-se

produtos de alta qualidade (Varanda et al., 2016).
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2.6. Fungos Fitopatogénicos

Ao longo da histéria da agricultura os fungos fitopatogénicos tém sido uma ameaca
devastadora. Estes fungos desenvolveram uma infinidade de estratégias para
colonizar as plantas, e essas interacdes resultaram num espectro de resultados que

vao desde interacGes benéficas até a morte do hospedeiro (Doehlemann et al,, 2016).

Os fungos representam provavelmente o grupo mais diverso de ameacas ecoldgicas e
economicamente mais relevantes, sendo os patogéneos mais comuns pertencentes
as DivisOes Ascomycota e Basidiomycota, agrupando-se depois em varias classes

(Doehlemann et al., 2016).

Para contaminar os tecidos da videira os fungos causadores de doenca do lenho
necessitam de feridas recentes como pontos de entrada, como é o caso de feridas
causadas pela poda, uma vez que preferencialmente estes agentes patogénicos
colonizam os hospedeiros através de uma porta de entrada, pois os hospedeiros tém
camadas de protecao como a periderme e o ritidoma que dificultam a sua entrada.
Cada infecdo bem-sucedida é originada inicialmente pela ocorréncia simultanea de

indculo externo e uma ferida (Claverie et al,, 2020).

Segundo Claverie et al. (2020), o termo “indculo externo” pode ser definido por varias
formas de propagacao dos fungos da doencga do lenho no ar, dgua ou no solo (esporos
ou micélio) que podem permanecer na superficie ou nas proximidades da videira ou
em detritos de madeira. O termo “indculo interno” é caraterizado por fungos do lenho

que penetram e se desenvolvem nos tecidos da videira.

De acordo com o seu ciclo de vida e estratégias de infecdo os agentes patogénicos
podem ser classificados como necrotroficos, biotréficos e hemibiotroficos. Os
primeiros alimentam-se de tecidos mortos que segregam os nutrientes da planta e
acabam por levar & morte celular da planta hospedeira (Armijo et al,, 2016). E
importante fazer uma distingao entre os verdadeiros patogéneos necrotroficos, que
atacam e matam as plantas saudaveis, e os patogéneos necrotroéficos secundarios que

24



sdo saprofiticos por natureza, mas podem infetar ocasionalmente plantas que foram
previamente enfraquecidas por outros patogéneos, lesées ou mesmo pelos efeitos
abidticos. Os patogéneos biotroficos alimentam-se de tecidos vivos, e evoluiram de
modo a coincidir com o ciclo de vida da planta hospedeira e dependem do seu
hospedeiro para completar o seu ciclo de vida (Doehlemann et al., 2016). Quanto aos
patogéneos hemibiotroéficos sdo espécies que combinam os estilos de vida biotréficos
e necrotroficos, sendo que a maioria dos cientistas define hemibiotréfico como uma
espécie que tém um comprimento varidvel de uma fase biotréfica antes de mudar
para a fase necrotréfica, acabando o seu ciclo de infecdo, levando a morte do

hospedeiro (Armijo et al., 2016; Doehlemann et al., 2016).

Assim todas as culturas devem ser protegidas desta ameaca por compostos
antifingicos, agentes de controlo bioldgico, praticas agricolas, desenvolvimento de
cultivares resistentes ou uma combinacdo dessas medidas, pois estes fungos
adaptam-se a um conjunto limitado de hospedeiros e reduzem assim a eficacia das

defesas dessas espécies de plantas (Charlotte & Rep, 2017).

Segundo Charlotte & Rep (2017), o sistema imunoldgico da planta pode limitar o
crescimento ou desenvolvimento de microrganismos invasores, mesmo que os fungos
patogénicos sejam altamente adaptados a um conjunto limitado de hospedeiros,
sendo capazes de reduzir a eficacia das defesas. A chave para a patogenicidade dos
fungos, consiste em responder ao ambiente do hospedeiro de forma a promover o seu
crescimento dentro do hospedeiro, apesar da presenca de mecanismos de vigilancia
e de defesa, concluindo assim que chave da patogenicidade reside na expansao da
diversidade de por exemplo de proteinas secretadas e por adaptacdo de sistemas

conservados (Charlotte & Rep, 2017).

Conclui-se que os fungos patogénicos sado altamente diversificados e tém um enorme
impacto na agricultura, pois apresentam uma elevada flexibilidade genética, o que
permite ao patogéneo invadir rapidamente os novos hospedeiros, bem como

desenvolver resisténcias a tratamentos com fungicidas (Doehlemann et al,, 2016).
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2.7. Métodos de Controlo e Mitigacdo de Doencas do Lenho

em Videira

Na instalacdo de uma cultura deve-se ter em atencdo as boas praticas como a
qualidade do material vegetativo e as condicGes de plantagado, estes sdo dois pontos
importantes no controlo da propagagdo dos fungos. Os métodos propostos
atualmente ndo sdo métodos curativos (fungicidas, produtos quimicos e
estimuladores bioldgicos etc.) sdo, portanto, métodos meramente preventivos, que

sdo frequentemente aplicados a vinha (De la Fuente et al., 2016).
> Medidas no viveiro antes da plantagao

Uma videira saudavel é fundamental para um inicio bem-sucedido e para a
sustentabilidade de todas as vinhas, sendo o primeiro ponto da cadeia produtiva. O
grande nimero de cortes e feridas feitos durante as diferentes etapas do processo de
propagacdo em viveiros tornam o material vegetal vulneravel a infecdo por fungos

patogéneos (Gramaje et al., 2018).

Consequentemente, uma boa higiene e protecao de feridas sao de extrema
importancia. Varios estudos chegaram a conclusdo de que o material vegetal ja pode
estar infetado em vinhas jovens ou por contaminag¢dao durante o processo de
propagacado, portanto a detecdo antes da plantagdo é fundamental para garantir a

longevidade das videiras recém plantadas (De la Fuente et al,, 2016).
Os métodos de controlo e mitigacdo mais correntemente utilizados sdo:
o Tratamento com agua quente

Este tratamento é usado em viveiros para controlar os fungos patogénicos envolvidos
no tronco da videira para se obter plantas em boas condi¢des sanitarias (Bruez et al.,

2007).
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O tratamento com agua quente é o mais eficaz para desinfetar varas dormentes
durante o processo de propagacao, e consiste na imersao do material de propagacao
em agua quente a uma temperatura (50°C) durante um periodo de tempo (30
minutos), no entanto esta abordagem pode causar stress na planta e se ndo for
aplicada corretamente pode resultar na perda do material vegetal (De la Fuente et al.,

2016; Richards et al., 2020).

O tratamento com agua quente pode ser aplicado em estacas de porta-enxertos antes
da enxertia ou em vinhas jovens enxertadas pouco antes do envio (Gramaje et al.,

2018).

Segundo Gramaje et al. (2018), o material utilizado neste processo é suscetivel a
tensOes causadas por praticas de manuseamento inadequado, como periodos
prolongados de armazenamento no frio apds este tratamento. No entanto é um
tratamento bem-sucedido na eliminacdo de pragas e outros microrganismos

prejudiciais, como é o caso da bactéria Xy/ella fastidiosa.

As variedades de videiras tém diferentes graus de sensibilidade ao tratamento com
agua quente, que podem ser afetados pela temperatura experimentada durante o
periodo de cultivo do corte anterior. Além disso, a faixa de temperatura utilizada ird
depender dos patogéneos que necessitam de ser controlados (De la Fuente et al.,

2016).

Segundo alguns estudos foi divulgado que temperaturas entre 45 - 47°C eliminam
Phaemoniella chlamydospora, podendo reduzir a sua presenca. Enquanto
temperaturas entre 51 - 53°C sdo necessarias para eliminar patogéneos mais
resistentes do que os da doenca de Petri. Concluiu-se que este tratamento foi a Unica
pratica entre os diferentes métodos de controlo testados (métodos quimicos,
bioldgicos e tecnoldgicos) que apresentou alguns resultados promissores na reducgao
Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata e Phaemoniella chlamydospora (De la

Fuente et al, 2016).
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A fim de garantir que o efeito benéfico inicial do tratamento com agua quente nas
videiras jovens seja prolongado, devem ser aplicadas medidas sanitarias assim que as
vinhas sejam plantadas, devendo estas medidas serem mantidas ao longo da sua vida

(Bruez et al., 2007).
o Medidas preventivas no cultivo da vinha

Os métodos de controlo de cultura sdo essenciais para limitar a propagacdo do
indculo, devendo-se remover e queimar ramos, videiras mortas ou que possam vir a
morrer, podar bracos mortos e tentar evitar periodos de seca. E também

recomendado reduzir e proteger as feridas de poda (De la Fuente et al., 2016).

Os cuidados na pré-plantacdo sdo essenciais para manter a qualidade das vinhas,
devendo ser efetuada uma preparagao do local para vinha antes da plantagao. Assim
que as vinhas chegam ao local devem ser imediatamente plantadas, devendo a
preparacao do local deve ser feita com base na avaliacao da densidade e distribuicao
do indculo no solo. A plantacdo em solos pesados e mal drenados deve ser evitada,
pois ira favorecer a infecdo pelos agentes patogénicos causadores da doenca do Pé

Negro (Gramaje et al., 2018).

E também recomendado que seja realizada a poda tardia na estacdo de dorméncia,
ou seja, 0 mais proximo possivel do desenvolvimento dos rebentos, uma vez que as
feridas cicatrizam mais rapidamente com temperaturas mais altas. A suscetibilidade
da ferida é influenciada pela humidade relativa e pelos periodos de chuva, uma vez

que a chuva estimula a libertacao de esporos (De la Fuente et al., 2016).

Os métodos de saneamento costumam ser complementados com a protecdo de
feridas de poda contra geadas ou ataque bidtico pela aplicacdo de fungicidas,

formulagdes bioldgicas ou a utilizagdo de ambos em rotacdo (De la Fuente et al., 2016).
. Produtos de controlo quimico e bioldgico

No passado utilizavam-se alguns produtos para o controlo das doencas do lenho, mas

devido ao facto de terem implicacOes prejudiciais, a sua utilizagdo foi proibida. Neste
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contexto, encontra-se o arsenito de sddio, que em 2003 foi proibido em todos os

paises produtores de vinho devido a sua toxicidade (De la Fuente et al,, 2016).

O controlo quimico é baseado em medidas preventivas para a protecao de feridas de
poda, geralmente fungicidas, de modo a evitar a infecao da videira e para limitar a
expansdo fungica na planta. Tratamentos quimicos que muitas vezes contém mais do
que um fungicida sao frequentemente aplicados no solo, no tronco e em feridas de
poda, sendo as inje¢des no tronco mais eficazes do que pomadas que possam ser
colocadas nas feridas, pois estas sao facilmente lavadas no caso de ocorréncia de

chuva (De la Fuente et al,, 2016).

A dificuldade em encontrar um produto curativo para estas doencas esta em localizar
no lenho, os agentes patogénicos responsaveis. Tal situagdo requer o uso de produtos
penetrantes e duradouros, sendo que acabam por apresentar carateristicas que ndo
sdo compativeis com o nivel aceitavel de toxicidade e ecotoxicidade (Grenet & Mercier,
2007). Contudo, atualmente, tenta-se evitar o uso de produtos quimicos devido ao

nivel de toxicidade que possam apresentar para a cultura e para o ser humano.

Ha muito tempo que se conhecem microrganismos capazes de controlar agentes
patogénicos. Esta situagdo é natural visto que caso se desenvolvam no lenho, sdo
capazes de atingir os agentes patogénicos /n situ, através do controlo biolégico, como
é o caso da utilizacdo de fungos do género Trichoderma que sdo conhecidos pelo seu
carater antagdnico, tendo um papel mais eficiente e sustentavel (Grenet & Mercier,

2007).

O fungo, Trichoderma pode ser encontrado em produtos comerciais, em varias
formulagdes, incluindo po, granulos entre outros. No caso do pé pode ser misturado
com agua para aplicagdo por imersdo das plantas durante a fase de hidratagdo em
viveiros. A eficacia destes produtos de biocontrolo com Trichoderma depende muito
do crescimento ativo dos fungos, que pode ser comprometido por misturas de
aplicagbes que contenham fungicidas e pela aplicacdo de fungicidas toxicos e/ou apos

o tratamento com o inéculo 7richoderma (Gramaje et al., 2018).
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o Sistema de praticas de renovacado do tronco de vinhas afetadas

Neste ponto, os tipos de poda devem ser consideradas a fim de evitar grandes
ferimentos durante a poda mecanica ou através da utilizagcdo de outras maquinas
elétricas, que favorecem o indculo inicial. A colheita deve ser controlada, devido ao
tremor que é produzido na altura da passagem da maquina que frequentemente pode
causar algum dano foliar semelhante a apoplexia (De la Fuente et al., 2016). Segundo
0s mesmos autores, nas vinhas, atualmente as distancias entre as linhas sao
mantidas, mas o espac¢o entre as videiras diminui, de modo que se aumente a
densidade por hectare. Este modo cultural favorece o estabelecimento, disseminagao

e desenvolvimento do doencas do lenho (De la Fuente et al., 2016).

De la Fuente et al. (2016), afirmam que a renovacdo de ramos ndo é uma pratica nova
na viticultura, isto porque na natureza as vinhas tém troncos multiplos, por isso é
essencial um sistema de conducdo. Assim, a poda é realizada de maneira a melhorar
a renovacao dos troncos velhos infetados e a manter corddes com varas nao
infetadas. A pratica dos troncos multiplos é utilizada em zonas com invernos rigorosos
para substituir os troncos danificados pelo frio e pode ser também usada para o

combate das doencgas do lenho.

Alguns estudos demonstram que a Eutipiose pode ser controlada usando os rebentos
saudaveis da base da planta para substituir o tronco, sendo que esta técnica funciona
também com outras doencas do lenho. E importante salientar que o sistema radicular

da videira pode ser salvo, se a planta for saudavel (De la Fuente et al., 2016)
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3. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi investigar as diferencas nos padroes de
diversidade dos fungos endofiticos e patogénicos em duas cultivares de videira com
diferentes suscetibilidades a doencas do lenho, Trincadeira, menos suscetivel e
Aragonez, mais suscetivel, através da avaliacdo, em condicGes de campo, das
comunidades destes microrganismos presentes em videiras cultivadas em dois
modos de produgao diferentes: produgao bioldgica (Local A) e produgdo convencional
(Local B). Compreender os padrdes de distribuicao das comunidades de fungos e sua
interacdo sob condicGes varidveis, conforme proposto aqui, € uma linha de base
importante para o conhecimento de meios de controlo biolégico as doencas do lenho

em videiras.
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4. Materiais e Métodos

4.1. ldentificacao e Caraterizagao dos Solos

Para identificar e caraterizar os solos presentes em cada um dos locais A e B utilizou-
se o programa ArcGis (ESRI 2019) em conjunto com a Carta de Solos de Portugal n°460
com uma escala de 1:25 000, as Cartas de Solos foram fornecidas pela Dire¢do-Geral

de Agricultura e Desenvolvimento Rural (DGADR - https://www.dgadr.gov.pt/).

4.2. Obtencao do Material Vegetal de Videira

A amostragem foi realizada durante o més de fevereiro do ano de 2019, em duas
importantes vinhas da Fundacdo Eugénio de Almeida, um dos maiores produtores de
vinho do Alentejo, com uma area aproximada de 600 ha, localizadas no sul de
Portugal. Os dois locais sdo influenciados pelo clima mediterranico e foram
denominados para este estudo como Local A (38°35’°09” N 7°55’05” W) e Local B
(38°33’19” N 7°51’51” W). Os dois locais apresentam dois tipos de modo de produgao:
producdo bioldgica (Local A) e convencional (Local B). Em cada local foram

amostradas plantas de duas cultivares de videira, Trincadeira e Aragonez.

No modo de produgdo biologica foram utilizadas durante as operagdes culturais as
seguintes substancias fungicidas; hidroxido de cobre, enxofre e extratos de £quisetum
arvense e Saponaria officinalis. No modo de producao convencional foram utilizadas
as seguintes substancias fungicidas; fosetil-aluminio, folpete, cimoxanil,
espiroxamina, ciflufenamida, difenoconazol, oxicloreto de cobre, chinoxifenil e
miclobutanil. Essas substancias foram utilizadas para prevenir a escoriose americana,

podriddo negra, mildio, oidio e podriddo cinzenta.

No momento da amostragem, que foi feito durante o repouso vegetativo e antes da

poda, ndo foi possivel avaliar a presenca da doenca do lenho.
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Em cada Local (A e B) foram amostradas 30 plantas de videira, 15 plantas de cada
cultivar; Trincadeira e Aragonez. As 60 amostras foram transportadas e conservadas

em camara fria (4°C) para posterior analise em laboratoério.

4.3. Obtencao dos Isolados de Fungos

Realizou-se o isolamento e purificagdo dos microrganismos na bancada do
laboratdrio, sendo esta previamente desinfetada com alcool a 96% e realizada junto
a area de influéncia da chama do bico de Bunsen, tendo o objetivo de cumprir as
condi¢des de assepsia e diminui¢do do risco de contaminagao das amostras com

outros microrganismos nao desejados.

Todo o material de laboratério utilizado foi submetido a um ciclo de esterilizagdo em
autoclave (Uniclave 88, A.J. Costa), a uma temperatura de 120°C e a uma pressao de 1

atmosfera durante 20 minutos.

Para suprimir microrganismos epifiticos no material vegetal amostrado nos dois
locais, todo o material vegetal foi sujeito a um ciclo de desinfe¢des, segundo o
protocolo adaptado por Varanda et al. (2016). A desinfecdo da superficie do material
vegetal envolveu uma sequéncia de imersdes de 2 minutos numa solugao de alcool a
96% (v/v), seguida de uma imersdo em hipoclorito de sodio a 3% (v/v) durante mais
dois minutos e uma imersdao em etanol a 70%(v/v) por mais dois minutos. Por fim, o
material vegetal foi lavado em dois ciclos de imersdo em agua ultrapura, um minuto
em cada ciclo, com o objetivo de remover o excesso de desinfetante das imersoes
anteriores. No final do ciclo de lavagens cada amostra vegetal foi seca em papel de

filtro Whatman estéril.

O material vegetal esterilizado foi fracionado em segmentos de aproximadamente 5 x
5 mm e colocados em placas de Petri de 9 cm de diametro (seis pedacos por placa)
contendo um meio de cultura com 3,9% de PDA (Potato dextrose agar) (Merck,
Alemanha). Todo o procedimento foi realizado dentro de uma camara de fluxo
laminar. As placas foram incubadas no escuro a 23-25°C durante quatro dias. Os
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fungos que cresceram a partir das amostradas vegetais foram entao isolados em
cultura pura, por transferéncia da coldnia para uma nova placa de Petri contendo
meio PDA. O micélio de cada isolado de fungo foi macerados em azoto liquido e
armazenado em microtubos de 2 mL a temperatura de -80°C para posterior extragado

de DNA e identificacdo taxondmica.

4.4, Extracao de DNA e Identificagao Molecular dos Isolados

de Fungos Obtidos

A extracdo de DNA total dos isolados de fungos foi realizada segundo o método de
CTAB (Brometo de hexadeciltrimetilamonio), descrito por Doyle & Doyle (1987), com

algumas alteragdes (Varanda et al., 2016).

As amostras maceradas e congeladas nos microtubos, adicionou-se 600 pL de tamp3o
de extragdo CTAB 2% (20 mM EDTA; 0,1 M Tris-HCl pH 8.0; 1,4 M NaCl; 2% de CTAB; 4%
de PVP; 0,1% de [-mercaptoetanol adicionados imediatamente antes da sua
utilizagdo) e 0,5% de Proteinase K. Esta solucao foi incubada durante 90 minutos a
55°C e cuidadosamente misturada por inversdo a cada 15 min. Apds a incubacdo,
adicionou-se a cada tubo 600 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e a solucdo foi
novamente agitada por inversao durante 10 min. Os microtubos foram centrifugados
a 10000g durante 10 min e o sobrenadante foi recuperado para novos microtubos.
Adicionou-se a cada microtubo 800 pL de etanol absoluto frio. As amostras foram
misturadas cuidadosamente por inversao e novamente centrifugadas a 12000g,
durante 20 min. O sobrenadante foi descartado e em seguida adicionou-se 500 pL de
etanol a 70% ao microtubo, de modo a eliminar residuos de sais aderentes ao DNA.
Realizou-se novamente uma centrifugacdo a 12000g durante 15 min e apds a
centrifugagao descartou-se novamente o sobrenadante. Por fim, o DNA foi seco na
centrifuga ‘speed vacum’ (CentriVap micro IR, Labconco) por 20 min a 55°C e
novamente hidratado com 30 uL de agua ultrapura, as amostras de DNA total foram

conservadas a -20°C até a sua utilizacao.
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O DNA obtido anteriormente foi sujeito a PCR (‘Polimerase Chain Reaction’ - Reagao
da polimerase em cadeia), para amplificacao da regiao ITS (‘Internal Transcribed
Spacer’) a partir do DNA gendmico, usando os ‘primers’ universais ITS-1 (5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS-4 (5° TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (Figura 13)
(Singh et al, 2014).

NS5 ITs1 rs2
- E -l
5.85
- 185 rRNA gene rRMNA 285 rRNA gene L _
gene
~if ~e
NSE \ / ITS4
ITS regions
600 bp

Figura 13 - Representac¢do esquematica da regido de rDNA com a localizagdo
dos ‘primers’ ITS1 e ITS4. (Fonte:
htto://www.fao.org/3/X4946E/x4946e0k.htm)

As reacdes de amplificagao foram realizadas com um volume final de 50 pL, contendo
30-80 ng de DNA gendmico, Tris-HCl 10 mM (pH 8,6), KCl 50 mM, MgCl, 1,5 mM, dNTPs
0,2 mM (Thermo Scientific), 0,2 mM de cada ‘primer’ e 2,5 U de DreamTaq DNA
polimerase (Thermo Scientific). As rea¢des de amplificacao foram realizadas num
termociclador (BioRad), com as seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturacao inicial
de 95°C durante 3 minutos, seguidos de 39 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 55°C
durante 45 segundos e 72° C durante 2 minutos e a extensao final a 72°C durante 10

minutos.

Os produtos resultantes da amplificacdo por PCR foram analisados através da
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TBE 0,5X (1X: 1 M Tris-HCl; 0,83 M
Acido Borico; 10 mM EDTA; pH 7,5) com uma voltagem constante de 80V, durante 1 h.
Como referéncia utilizou-se o marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo

Scientific).
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Os produtos de amplificacao por PCR depois de analisados foram purificados com o
kit de purificagdo de produtos de PCR (NzyTech), seguindo as instru¢des do
fabricante. Como foi referido anteriormente, os produtos purificados foram
analisados em gel de agarose e quantificados e posteriormente enviados para

sequenciacao na empresa Macrogen Europa (Madrid, Espanha).

Os resultados da sequenciacao foram analisados com recurso ao programa
“Molecular Evolutionary Genetics Analusis, MEGA-X” (Kumar et al., 2015). A procura
por sequéncias homologas foi feita usando a base de dados “Basic Local Alignment
Search Tool” (BLAST) do “National Center for Biotechnoly Information” (NCBI). As
sequéncias foram identificadas sempre que possivel até a espécie e com um grau de

semelhanca o mais proximo possivel de 100% (entre os 97% e os 100%).
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4.5. Analise Estatistica dos Dados

Neste trabalho foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), esta foi realizada para
comparar o nimero total de fungos entre os locais (A e B) e as cultivares (Trincadeira
e Aragonez). A analise estatistica foi executada com recurso ao software IBM SPSS
v.20. O teste Turkey HSD foi o utilizado para as comparac¢des multiplas, e os conjuntos
de dados foram considerados estatisticamente diferentes quando o resultado foi p <

0,05.
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5. Resultados

5.1. Descricao dos Solos

Segundo a DGADR (Direcao-Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural) todos os
solos encontrados nos locais A e B fazem parte da familia dos Solos Argiluviados

Pouco Insaturados, sao os solos Pmn, Pmg, Pmh e Pgn.

O local A (Figura 14) apresenta apenas um tipo de solo, o solo Pmn, é considerado um
Solo Mediterraneo, Pardo, de Minerais Ndo Calcarios, Normais, de rochas
cristalofilicas e apresenta quatro horizontes: horizonte Al, horizonte B1, horizonte B2
e por ultimo o horizonte C. Para o local A o horizonte Al corresponde a uma variagao
de 15 a 30 cm; pardo-amarelado-escuro ou pardo-acinzentado-escuro; franco-
arenoso ou arenoso-franco, por vezes franco; normalmente com saibro e cascalho
subanguloso de quartzo; estrutura granulosa média ou grosseira fraca; consisténcia
muito fridvel ou solto; pH 6,0 a 7,0. Existe uma transicdo nitida para o horizonte B1
que corresponde a uma variagao de 10 a 15 cm; pardo ou pardo-escuro-amarelado-
escuro; franco ou franco-argilo-arenosa; normalmente com saibro e cascalho
subanguloso de quartzo; estrutura anisoforme grosseira e média, moderada a fraca;
consisténcia fridvel. Existe uma transicdo nitida para o horizonte B2 que corresponde
a uma variagdo de 15 a 30 cm; pardo-olivaceo, por vezes com algumas ou bastantes
manchas pardo-amareladas e pardo-acinzentadas escuras; franco-argilosa a argilosa,
por vezes franco-argilo-arenosa; normalmente com saibro e cascalho subanguloso de
quartzo e de rocha-mae; estrutura anisoforme angulosa muito grosseira forte, por
vezes tendente para prismatica média moderada; peliculas de argila; consisténcia
firme; com algumas concrecGes ferruginosas. E o Horizonte C indica que o solo é
proveniente da meteorizacdo de rochas cristalofilicas, nomeadamente xistos e

gneisses (Cardoso, 1965; DGADR, 2020).
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Carta de Solos - Local A

Legenda
Pmn- Solos Argiluviados Pouco Insaturados

0 40 80 Meters

Figura 14 - Carta de solos do
local A

O local B (Figura 15) apresenta trés tipos de solos, dois deles sdo uma mistura de solos,
o solo Pgn + Pmg e, o solo Pmg + Pmh. O terceiro solo presente no local B, ¢ um Pmg

(p), que se encontra numa fase pedregosa.

O solo Pgn, é um Solo Mediterraneo, Pardo, de Minerais Nao Calcarios, Normais, de
gnaisses ou rochas afins que apresenta trés horizontes: horizonte Al, horizonte B e
horizonte C. De seguida, o solo Pmg, é um Solo Mediterraneo, Pardos, de Minerais Nao
Calcarios, Normais, de quartzodioritos que apresenta trés horizontes: horizonte Al,
horizonte B e o horizonte C. E 0 solo Pmh, é um Solo Mediterraneo, Pardo, de Minerais
N&do Calcarios, Para-Solos Hidromorficos, de quartzodioritos que apresenta quatro
horizontes: horizonte Al, horizonte A2, horizonte B e o horizonte C (Cardoso, 1965;

DGADR, 2020).
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Para o local B o horizonte Al corresponde a uma variagao de 15 a 30 cm, pardo ou
castanho; franco-arenoso a arenoso; estrutura granulosa fina fraca ou sem agregados;
consisténcia ndo aderente, ndo plastico, muito fridvel ou solto, fofo ou solto; pH 5,5 a
6,5. Existe uma transicdo nitida ou abrupta para o horizonte B que apresentou uma
variacdao de 20 a 50 cm; pardo ou castanho com pontuacdes esbranquicadas de
feldspatos; franco-argilo-arenoso, franco-argiloso, argilo-arenoso ou argiloso;
estrutura prismatica média ou grosseira moderada; ha peliculas de argilo nas faces
dos agregados; consisténcia aderente, plastico, muito firme ou firme, muito rijo ou
rijo; pH 6,5 a 7,0. Verificou-se uma transicdo nitida ou gradual para o horizonte C que
é descrito como material proveniente da desagregacdo de quartzodioritos. Apresenta
solos argiluviados pouco insaturados, solos mediterraneos, pardos, de minerais ndao
calcarios, para solos hidromérficos de quartzodioritos (Pmh). O horizonte Al
apresentou umavariacao de 20 a 30 cm; pardo ou pardo-acinzentado; franco-arenoso,
com bastante saibro sub-anguloso de quartzo (por vezes rolado) e/ou de porfiro e
algum cascalho anguloso de porfiro; estrutura granulosa muito fina a média, fraca ou
sem agregados; consisténcia muito fridvel; pH 5,0 a 6,0. Verificou-se uma transicao
nitida para o horizonte A2 que mostrou uma variagdo entre 0 a 30 cm; mais claro que
o anterior: pardo-palido, por vezes pardo-amarelado-claro, especialmente em
profundidade; franco-arenoso a arenoso, com bastante saibro sub-anguloso de
quartzo (por vezes rolado) e/ou de porfiro e algum cascalho anguloso de pérfiro; sem
agregados; consisténcia muito fridvel; com concrecdes ferruginosas; abrupta, muitas
vezes através de uma linha de pedras; pH 5,5 a 6,5. Verificou-se uma transicdo abrupta
para o horizonte B que variou entre 15 a 50 cm; pardo-acinzentado com manchas de
tonalidade varidvel, em geral pardo-avermelhadas escuras, tornando-se com a
profundidade menos distintas até se confundirem com uma nova cor de fundo entre
parda e castanha; argiloso; estrutura macica ou prismatica média ou grosseira fraca
ou moderada; nota-se algumas peliculas de argila fraca ou moderada; consisténcia
muito aderente, muito plastico, extremamente firme, extremamente rijo; pH 5,5 a 6,5.
Com uma transig¢do nitida para o horizonte C onde o material proveniente é descrito

como proveniente de meteorizacao de quartzodioritos. Com solos argiluviados pouco
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insaturados, solos mediterraneos, pardos, de minerais ndo calcarios, normais de

gnaisses ou rochas afins (Pgn). O horizonte Al apresentou um variagao entre 20 a 30

cm; pardo ou castanho; arenoso-franco ou franco-arenosa; estrutura granulosa fina

fraca; consisténcia friavel ou muito friavel; pH 5,0 a 6,0. Com uma transi¢ao gradual

para o horizonte B que apresentou uma variagdo entre 15 a 40 cm; pardo-forte ou

castanho; franco a franco-arenoso; estrutura anisoforme angulosa grosseira

moderada a fraca; consisténcia friavel; pH 5,5 a 6,5. Com uma transicdo gradual para

o horizonte C, onde o material é proveniente da desagregacao de gneisses ou rochas

afins (Cardoso, 1965; DGADR, 2020).

N

A

Carta de Solos - Local B

Pmg+Pmh

Legenda

[ | pan+Pmg
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L | |

Figura 15 - Carta de solos do
local B
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5.2. lIsolamento e Identificacao de Fungos

Em todas as 60 amostras recolhidas nos locais A e B foram obtidos isolados de fungos.
Foram identificados um total de 183 isolados de fungos, todos os isolados
encontrados foram identificados molecularmente com sucesso, ao nivel da espécie e
em alguns casos somente ao nivel do género. Estes resultados foram obtidos com
base na analise das sequéncias da regido ITS, por meio de uma pesquisa de
sequéncias homologas pelo programa BLAST N no NCBI (National Center for
Biotechnology Information). O tamanho dos produtos de amplificagdao por PCR variou

de 500 a 700 pb (Figura 16).

.

Figura 16 - Analise electroforética em gel de agarose 1% do produto de amplificagdo obtido apds
PCR com os ‘primers’ ITS1 e ITS4, usando DNA extraido das culturas puras dos fungos isolados de
material vegetal, amostras 1 a 10. M - Marcador 100 pb ‘DNA Ladder’. As setas indicam a bandas
do marcador com tamanho de 500 pb e de 700 pb.
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5.3. Isolamento e Identificacdo de Fungos Endofiticos

Como se pode verificar da analise da Tabela 1, a maioria dos isolados de fungos
analisados nos dois locais (A e B) (Figura 17), pertencem a Divisdo Ascomycota
(80,95%), seguido da Divisao Basidiomycota (14,29%) e da Divisdao Zygomycota
(4,76%). Dentro da Divisao Ascomycota, os isolados de fungos identificados
pertencem a quatro classes: Dothideomycetes (33,33%), Sordariomycetes (23,81%),
Eurotiomycetes (19,05%) e Leotiomycetes (4,76%). Dentro da Divisao Basidiomycota
todos os isolados de fungos identificados pertencem somente a classe
Agaricomycetes (14,29%) e dentro do Divisao Zygomycota somente um isolado foi

identificado e pertence a classe Zygomycetes (4,76%).

Para ambos os locais, 183 isolados de fungos foram identificados como pertencentes
a 21 géneros, destes, 14 isolados (66,67%) foram identificados ao nivel da espécie,
Aureobasidium pullulans, Diplodia seriata, Epicoccum nigrum, Botryosphaeria
dothidea, Purpureocillium lilacinum, Diplodia sapinea, Sordaria fimicola, Fusarium
solani, Talaromyces purpureogenus, Aspergillus ustus, Sistotrema brinkmannii,
Stereum hirsutum, Trametes versicolor, Botrytis cinerea, e 7 isolados (33.33%) foram
identificados somente até ao nivel do género; Alternaria spp., Cladosporium spp.,

Cytosporaspp., Trichodermaspp., Penicillium spp., Paecilomycesspp., Rhizopus spp.

O Local A apresentou 6 géneros exclusivos em comparagdo com o Local B
Botryosphaeria, Diplodia sapinea, Purpureocillium, Cytospora, Fusarium e
Peacilomyces. Por outro lado, o local B apresentou 7 géneros exclusivos em
comparacao ao local A Cladosporium, Trichoderma, Talaromyces, Aspergillus,

Sistotrema, Stereum e Botrytis.

No local A, dentro da Divisao Ascomicota foram identificadas 3 classes, a classe
Dothideomycetes com 58,90%, seguida da classe Sordariomycetes (26,03%) e da
classe Eurotiomycetes (5,48%). Dentro da Divisao Basidiomycota foi identificada 1

classe, Agaricomycetes com 1,37%. Por fim na Divisdo Zygomycota somente uma
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classe foi identificada, Zygomycetes (8,22%). Os 73 isolados de fungos identificados
no local A foram identificados como pertencentes a 14 géneros, sendo que deste, 5
géneros e uma espécie apresentaram cerca de 91% do total dos fungos identificados.
O género Alternaria foi o que apresentou maior percentagem com 38,36%, seguido
dos géneros Sordaria (21,92%), Rhizopus (8,22%), Penicillium (4,11%) e
Aureobasidium (2,74%). A espécie Djplodia seriata apresentou uma percentagem
10,96% de isolados. Dos 73 isolados de fungos do local A, 36 foram encontrados na
cultivar Trincadeira e identificados em 10 géneros, sendo o género Alternaria com a
maior percentagem 38,89% seguido dos géneros Sordaria (19,44%), Rhizopus
(16,67%), Epicoccum (2,78%), Botryosphaeria (2,78%), Purpureocillium (2,78%),
Fusarium (2,78%), Penicillium (2,78%), Paecilomyces (2,78%) e a espécie Diplodia
seriata com 8,33%. Destes 10 géneros, 4 foram exclusivos da cultivar Trincadeira em
compara¢do com a cultivar Aragonez, sendo eles os géneros Purpureocillium,
Fusarium, Paecilomyces e Rhizopus. Os restantes 37 isolados de fungos do local A
foram encontrados na cultivar Aragonez e identificados em 6 géneros e duas espécies
predominantes, sendo o género Alternariacom a maior percentagem 37,84% seguido
dos géneros Sordaria (24,32%), Aureobasidium (5,41%), Penicillium (5,41%),
Cytospora (2,70%) e Trametes (2,70%) e as espécies Diplodia seriata e Diplodia
sapineacom uma percentagem de (13,51%) e (8,11%) respetivamente. Destes géneros
identificados, 4 foram exclusivos da cultivar Aragonez em comparagao com a cultivar
Trincadeira, sendo eles os géneros Aureobasidium, Diplodia sapinea, Cytospora e

Trametes.

No local B, dentro da Divisao Ascomycota foram identificadas 3 classes; a classe
Dothideomycetes com 63,64%, seguida da classe Sordariomycetes (16,36%) e da
classe Eurotiomycetes (3,64%). Dentro da Divisdo Basidiomycota foi identificada 1
classe, Agaricomycetes com 3,64%. Por fim na Divisdo Zygomycota também somente
a classe Zygomycetes foi identificada com 6,36%. Os 110 isolados de fungos
identificados no local B foram identificados como pertencentes a 15 géneros, sendo
que destes, 6 géneros e uma espécie apresentaram cerca de 90% do total dos fungos

identificados. O género Alternaria foi o que apresentou maior percentagem com
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41,82%, seguido dos géneros Sordaria (14,55%), Epicoccum (11,82%), Botrytis
(6,36%), Rhizopus (6,36%), Aureobasidium (2,73%), a espécie Diplodia seriata
encontra-se com uma percentagem de 5,45%. Dos 110 isolados de fungos do local B,
39 foram encontrados na cultivar Tricadeira e identificados em 12 géneros e uma
espécie predominante, sendo o género Alternariacom a maior percentagem (38,46%)
seguido dos géneros Rhizopus (7,69%), Sordaria (7,69%), Aureobasidium (5,13%),
Trichoderma (5,13%), Penicillium (5,13%), Cladosporium (2,56%), Talaromyces
(2,56%), Aspergillus (2,56%), Sistotrema (2,56%), Stereum (2,56%) e Trametes(2,56%)
e a espécie Diplodia seriata com 15,38%. Destes 12 géneros, 6 foram Trichoderma,
Talaromyces, Penicillium, Aspergillus, Sistotrema e Stereum e também a espécie
Diplodia seriata como sendo exclusivos da cultivar Trincadeira em comparacao com
a cultivar Aragonez. Os restantes 71 isolados de fungos do local B foram encontrados
na cultivar Aragonez e identificados em 8 géneros, sendo o género Alternaria com a
maior percentagem (43,66%) seguido dos géneros Sordaria (18,31%), Epicoccum
(18,31%), Botrytis (9,86%), Rhizopus (5,63%), Aureobasidium (1,41%), Cladosporium
(1,41%) e Trametes(1,41%). Destes 8 géneros, 2 foram exclusivos da cultivar Aragonez
em comparagdo com a cultivar Trincadeira, sendo eles os géneros Epicoccum e

Botrytis.
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Tabela 1: Contribuicao dos isolados de fungos (%) por Local (A e B) e com as respetivas

classificacdes taxonomicas.

Divisao
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota
Ascomycota

Ascomycota

Basidiomycota
Basidiomycota

Basidiomycota

Zygomycota

Classe
Dothideomycetes
Dothideomycetes
Dothideomycetes
Dothideomycetes
Dothidiomycetes
Dothideomycetes
Dothideomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes
Sordariomycetes

Eurotiomycetes
Eurotiomycetes
Eurotiomycetes
Eurotiomycetes
Leotiomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes
Agaricomycetes

Zygomycetes

Género/Espécie
Aureobasidium pullulans
Alternaria spp.
Cladosporium spp.
Diplodia seriata
Epicoccum nigrum
Botryosphaeria dothidea
Diplodia sapinea
Purpureocillium lilacinum
Sordaria fimicola
Cytosporaspp.
Trichoderma spp.
Fusarium solani
Talaromyces purpureogenus
Penicillium spp.
Aspergillus ustus
Paecilomyces spp.
Botrytis cinerea
Sistotrema brinkmannii
Stereum hirsutum
Trametes versicolor

Rhizopus spp.

Local A (%)
2.74
38.36
0.00
10.96
1.37
1.37
411
1.37
21.92
1.37
0.00
1.37
0.00
411
0.00
1.37
0.00
0.00
0.00
1.37
8.22

Local B (%)
2.73
41.82
1.82
5.45
11.82
0.00
0.00
0.00
14.55
0.00
1.82
0.00
0.91
1.82
0.91
0.00
6.36
0.91
0.91
1.82
6.36
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Figura 17 - Alguns exemplos dos isolados de fungos nas placas de Petri; 1 - Sordaria fimicola; 2 -

Alternaria spp.; 3 - Aureobasidium pullulans, 4 - Epicoccum nigrum,
5 - Cladosporium spp.; 6 - Botryosphaeria dothidea; 7 - Diplodia seriata, 8 - Botrytis cinerea,;

9 - Cytosporaspp.; 10 - Purpureocillium lilacinum; 11 - Aspergillus ustus, 12 - Stereum
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A média * (SE) do nimero total de fungos no local A foi de 12,17 + 1,35 valor este
ligeiramente menor em comparagao ao local B 18,33 + 2,68, no entanto para a analise
das variancias (ANOVA) estes valores ndo apresentaram diferencas significativas (p

>0,05).

Para o local A, a média + (SE) do nimero de fungos encontrados para a cultivar
Trincadeira é de 11,67 + 0,67 e para a cultivar Aragonez é de 12,33 + 2,85, valores que
ndo apresentaram diferencas significativas (p> 0,05). Para o local B, a média + (SE) do
nimero de fungos encontrados para a cultivar Trincadeira é de 13,00 + 2,00 foi
significativamente menor (p< 0,05) em comparacgao a cultivar Aragonez é de 23,67 +

1,86 (Figura 18).

3000
25.00

20.00

15.00

: I I
5.
0.00

Trincadeira Aragonez Trincadeira Aragonez

Numero total de Fungos

8

Local A Local B
Figura 18 - Grafico da média de fungos endofiticos + erro padréo (SE) em cada

local (A e B) e cultivar (Trincadeira e Aragonez).
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5.4. lIdentificacdo de Fungos Fitopatogénicos

Dos 21 géneros de fungos identificados neste trabalho, apenas 5 destes incluem
fungos fitopatogénicos (Figura 19); Cladosporium, Diplodia, Botrytis, Botryosphaeria
e Rhizopus. Destes 5 fungos fitopatogénicos, dois deles sdo causadores das doencas

do lenho, sdo os fungos da espécie Dijplodia seriatae Botryosphaeria dothidea.

Destes possiveis fungos patogénicos, 3 géneros/espécies foram encontrados no local
A, as espécies Diplodia seriata (10,96%) e Botryosphaeria dothidea(1,37%) e o género
Rhizopus (8,22%). Para a ocorréncia destes fungos patogénicos em cada cultivar no
Local A, verificou-se que para a cultivar Trincadeira estavam presentes as espécies
Diplodia seriata (4,11%) e Botryosphaeria dothidea (1,37%) e o género Rhizopus
(8,22%), embora na cultivar Aragonez apenas foi encontrada a espécie Diplodia

seriata (6,85%).

No local B foram encontrados 4 géneros/espécies com possivel atividade patogénica,
as espécies Botrytis cinerea (6,36%) e Diplodia seriara (5,45%) e os géneros Rhizopus
(6,36%) e Cladosporium (1,82%). Para a ocorréncia dos fungos com possivel atividade
patogénica em cada cultivar no Local B, verificou-se que para a cultivar Trincadeira
foram identificados. A espécie Diplodia seriata (5,45%) e os géneros Rhizopus (2,73%)
e Cladosporium (0,91%) e para a cultivar Aragonez, foram identificados a espécie

Botrytis cinerea (6,36%) e os géneros Rhizopus (3,64%) e Cladospurium (0,91%).

Figura 19 - Alguns exemplos dos fungos patogénicos na placa de Petri.
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6. Discussao

Estudos recentes mostram que alguns fungos endéfitos podem apresentar efeitos
benéficos nos seus hospedeiros, podendo estes atuar como promotores de
crescimento da planta, conferindo tolerancia a stresses ambientais e ataques de
patogéneos e herbivoros, neste Ultimo, por exemplo, diminuindo a palatabilidade do
tecido do hospedeiro aos herbivoros por meio da producdo de compostos toxicos
(Arnold et al,, 2003; Bea et al., 2009; Miller et al., 2008; Oono et al,, 2015). Por este
motivo, torna-se necessario conhecer as comunidades de fungos endofiticos em
diferentes modos de producdo e cultivares, uma vez que a variabilidade destas
comunidades pode interferir na producdo e na qualidade da uva (Dissanayake et al,
2018). Existem varios fatores que podem alterar a densidade e diversidade das
comunidades endofiticas nas plantas, como por exemplo, o local de amostragem
(tipos de solos e condi¢Bes climaticas), a idade do tecido vegetal, a vegetacdo
associada e o tipo cultivar, que tem sido descrito como um dos fatores mais
importantes para a variabilidade das comunidades (Casieri et al., 2009; Gonzalez &
Tello, 2011). Outros fatores como a temperatura, a precipitagdo e o estado
fitossanitario da planta hospedeira exercem algum efeito sobre essa composicao das

comunidades endofiticas (Gonzalez & Tello, 2011).

Na identificagdo e na caracterizagdo dos solos foi possivel perceber que os dois locais
(A e B) em estudo apresentam diversos solos e, apesar de todos os solos encontrados
pertencerem a mesma familia dos Solos Argiluviados Pouco Insaturados, havia
diferencas entre eles. O local A, apenas apresenta um solo (Pmn), enquanto o local B
apresenta trés solos diferentes, em que dois deles sdo considerados misturas de solos,

Pgn+Pmg; Pmg+Pmh e o solo Pmg (p), numa fase pedregosa.

Segundo Rana et al. (2019), os microrganismos endofiticos aumentam a resisténcia
das plantas aos fatores de stress abiotico e bidtico, como o aumento da tolerancia a
seca, diferencas de temperaturas, nivel de pH, diferencas de salinidade, dos

nutrientes disponiveis em cada local e da presenca de metais pesados, entre outros
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parametros. Por outro lado, as plantas fornecem um ambiente protetor para o
crescimento e multiplicacdo de fungos endofiticos. Para este estudo, as diferencas
existentes ao nivel da constituicdo dos solos dos locais A e B podem também estar
envolvidas na variabilidade de fungos presentes nos dois locais em estudo para

ambas as cultivares.

Os resultados das analises das sequéncias da regido ITS dos 183 isolados de fungos
permitiu agrupa-los em 21 géneros diferentes, 17 dos quais pertenciam a Divisdo
Ascomycota (80,95%), trés a Divisdo Basidiomycota (14,29%) e uma a Divisdo
Zygomycota (4,76%). De facto, a regido ITS tém demonstrado bons resultados na
identificacdo de géneros de fungos endofiticos em diversas culturas e em especial na
videira (Varanda et al., 2016). No entanto, para estudos onde ha identificacdo das
espécies dentro de cada género torna-se crucial, recorrer a amplificacdo de outros

genes com B-tubulina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), Actina (ATC),
Quintina (CHS-1) e Histona 3 (HIS-3) (Materatski et a/., 2019).

A Divisdo Ascomycota representa a maioria dos taxons endofiticos identificados neste
estudo, sendo a Divisao dominante encontrada em todas as cultivares e modos de
producdo. Esta parece ser uma caracteristica geral das comunidades endofiticas na
videira encontradas neste estudo e é consistente com outros estudos endofiticos
relativos a videira, onde estes trés taxons sdo identificados (Bruez et al, 2016;
Gonzalez & Tello, 2011; Mostert et al,, 2000; Pancher et al., 2012;) e também em outras

plantas lenhosas (Arnold, 2007; Materatski et al., 2019).

Dentro dos Ascomycota, encontram-se 17 géneros, sendo estes géneros
representados por quatro classes (Dothideomycetes, Eurotiomycetes,
Sordariomycetes e Leotiomycetes). A classe Dothideomycetes é a mais representativa
em ambos os locais (A e B), seguindo-se a classe Sordariomycetes com mais isolados
de fungos em ambos os locais, embora no local A (26,03%) esta classe seja mais
representativa em comparacgao ao local B (16,36%). Segundo Martinez-Diz (2020) a
classe mais dominante na comunidade endofitica em videira é a Dothideomycetes,

corroborando os resultados obtidos neste estudo.
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Ao comparar videiras sob os diferentes modos de produgao, observou-se que o
numero total de fungos detetados ndo apresentou diferencas significativas (p >0,05)
entre o modo de producdo biolégico (Local A) e o modo convencional (Local B).
Resultados diferentes foram encontrados por Varanda et al. (2016), onde o modo
convencional apresentou valores significativos maiores no nimero total de fungos em
comparacdo ao modo bioldgico, embora neste estudo, tenham sido comparadas
diferentes castas (Syrah e Aragonez) do que no presente estudo (Trincadeira e
Aragonez). De facto, os resultados obtidos nesta disserta¢do e o estudo de Varanda et
al. (2016) sdo ambos surpreendentes, ja que os tratamentos convencionais sdo
descritos como tendo impacto sobre as comunidades de fungos endofiticos,
diminuindo a densidade e diversidade. As praticas bioldgicas geralmente estdo

associadas a diversidades mais elevadas (Araujo et al., 2009).

Ainda segundo Varanda et al. (2016), as folhas apresentam maior frequéncia e
diversidade de fungos endofiticos em relacdo a outras partes vegetativas da planta,
como o lenho por exemplo, possivelmente devido as barreiras que os fungos
enfrentam para a infecao ser menos eficaz em relagdo aos outros drgaos vegetativos

das plantas.

Almeida et al. (2020), identificou em ramos de videiras um nimero maior de isolados
de fungos (1082) do que os encontrados no presente trabalho (183). Embora o
material seja proveniente dos mesmos 6rgaos vegetativos das plantas, o facto das
amostras terem sido recolhidas em diferentes estacoes do ano, logo diferentes etapas
do ciclo vegetativo da videira, pode ter influéncia no desenvolvimento e na
diversidade dos fungos endofiticos. E interessante ressaltar que apesar destas
diferencas nas densidades dos isolados de fungos, estes estudos permitiram
identificar que nos diferentes materiais vegetais (ramos e/ou folhas), a diversidade
das comunidades de fungos endofiticos encontrados apresenta muitas semelhangas.
Reforcando a ideia de que diferentes fatores que podem moldar o microbioma da
videira, como a sazonalidade, genétipo da planta, idade, carateristicas edafo-

climaticas, as presencas de um patogéneo, o tipo de planta hospedeira, entre outros
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(Almeida et al., 2020).

No presente estudo foi possivel identificar os fungos endofiticos e possiveis fungos
presentes nos ramos de videiras das cultivares Trincadeira e Aragonez e dentro destas
comunidades de fungos endofiticos também foi possivel verificar a presenca de
alguns fungos descritos como patogénicos para a videira. Segundo Arnold (2007), os
fungos endofiticos tem um estilo de vida incompreensivel e omnipresente. Alguns
endofiticos sdo utilizados como agentes de biocontrolo contra os patogéneos que

possam existir na videira (Dissanayake et al., 2018).

Considerou-se como fungos endofiticos espécies pertencentes aos géneros Alternaria
spp. e Penicillium spp., e as espécies Epicoccum nigrum, Fusarium solani, Aspergillus
ustus e Aureobasidium pullulans, que nao sao descritos como apresentando
nenhuma patogenicidade em plantas de videira. De facto, alguns fungos endofiticos
da videira, tém sido referidos com tendo efeitos benéficos, como propriedades
antagonistas contra alguns fungos patogénicos importantes, como é o caso dos
fungos pertencentes ao género Alternariae Epicoccum que apresentam antagonismo

contra a Plasmopara viticolae Botrytis cinerea (Varanda et al., 2016).

Neste trabalho o género predominante nos dois locais foi o género Alternaria, com
38,36% no local A e com 41,82% no local B, apesar de nao ter sido possivel identificar
as espécies de Alternaria presentes, este estudo corrobora o estudo realizado por
Pancher et al. (2012), onde o género Alternariafoi considerado o fungo endofitico mais
abundante em videiras. Para além disso, foi também verificado que o género
Alternaria predomina entre os fungos endofiticos isolados em folhas e em outros
tecidos vegetativos de varios grupos de plantas (Polizzoto et al,, 2012). Este trabalho
também demonstrou que o género Alternaria apresentou maior frequéncia nas duas
cultivares para o mesmo local (A), na cultivar Trincadeira com 14 isolados de fungos
(38,89%) e na cultivar Aragonez com 15 isolados de fungos (38,46%). No local B, a
cultivar Trincadeira com 15 isolados de fungos (38,46%) e na cultivar Aragonez com 31
isolados de fungos (43,66%), sendo esta cultivar no local B com mais isolados deste

fungo.
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Pela consulta da tabela 1 das contribuicGes dos isolados de fungos é possivel
perceber, que existe uma grande quantidade de isolados de Alternariaem ambos os
locais (A e B) e os fungos patogénicos que possam existir nesses locais de estudo ndo
se manifestam tao facilmente, ou em alguns casos que haja fungos patogénicos que
se comportem como fungos endofiticos e apenas se manifestam quando tem as

condi¢gdes ambientais necessarias para tal.

As espécies de Alternaria sao geralmente a fonte principal da componente de
comunidades endofiticas em filosferas, devido principalmente ao seu estilo de vida
particular, que produz hifas capazes de resistir e crescer sob condi¢des intensas de

radiacdes UV (Varanda et al., 2016).

O fungo Epicoccum nigrum foi identificado com maior frequéncia no local B (11,82%),
no modo de producao convencional, em comparacao ao local A (1,37%), no modo de
producdo bioldgico. De facto, € comum encontrar este género em abundancia em
modo de produgdo convencional, ja que os tratamentos quimicos tendem a
selecionar os fungos com resisténcia aos tratamentos. E interessante citar que este
género possui propriedades antifingicas devido aos metabolitos secundarios

produzidos durante o seu crescimento e ciclo de vida (Martini et al., 2009).

Outro fungo endofitico que é descrito como antagonista de fungos patogénicos é o
Aureobasidium pullulans (Wang et al., 2013). Este fungo é conhecido por possuir
atividade contra uma ampla gama de patogénicos da videira, incluindo em fungos de
caracteristicos de pds-colheita (Gonzalez & Tello, 2011), embora a sua abundancia nos

dois locais seja semelhante e pouco frequente.

O género Sordaria fimicola é considerado um potente inibidor de crescimento de
fungos patogénicos (Santra & Banerjee, 2020). Uma vez que este género é considerado
um inibidor de crescimento de patogéneos. Neste estudo o género Sordaria fimicola
manifesta-se com alguma frequéncia nos dois locais e nos dois modos de producao
para ambas as cultivares. Sendo mais frequente no local A (21,92%) do que no local B

(14,55%) e para ambos os locais € mais dominante na cultivar Aragonez.
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Uma vez que os fungos endofiticos podem influenciar a comunidade microbiana
existente dentro das videiras, estes podem retardar o estabelecimento de agentes
patogéneos nas feridas, como a Diplodia seriata, Botrytis cinerea e algumas espécies
de Aureobasidium pullulans sdo capazes de reduzir a acumulacao de ocratoxina que

possam existir nas uvas (Martini et al., 2009).

Segundo Almeida et al. (2020), existem muitos microrganismos antagonistas ativos /n
vivo, como por exemplo os fungos do género Trichoderma, Aspergillus e Penicillium.
Neste estudo, dois dos trés fungos acima mencionados, apenas se manifestaram no
local B, com pouca frequéncia, como é o caso do género Trichoderma (1,82%) e
Aspergillus (0,91%), ao contrario do género Penicillium que apesar de ser pouco

frequente, se manifestou nos dois locais.

Penicillium spp. é um dos fungos endofiticos que pode apresentar atividade
patogénica quando as condicdes ambientais se tornam favoraveis (Almeida et al.,
2020) e é também considerado como um antagonista. Este é um fungo pouco
frequente neste estudo em ambos os modos de producdo, tendo trés isolados de
fungos no local A (4,11%), manifestando-se nas duas cultivares e com apenas dois

isolados de fungos no local B (1,82%), apenas na cultivar Trincadeira.

Apesar de se ter considerado as espécies Fusarium solani e Aspergillus ustus como
fungos endofiticos, neste trabalho estes dois fungos ndo se manifestaram com grande
frequéncia. O fungo Fusarium solani, sendo considerado um fungo do solo, apenas foi
identificado no local A (1,37%), no modo de producdo biolégico na cultivar
Trincadeira, considerou-se assim, um fungo exclusivo deste local. E para o fungo
Aspergillus ustus apenas se verificou a presenga no local B (0,91%), no modo de
producdo convencional, também na cultivar Trincadeira, sendo um fungo exclusivo

deste local.

Neste estudo encontraram-se 3 espécies, Diplodia seriata, Botryosphaeria dothidea e
Botrytis cinerea e dois géneros Cladosporium e Rhizopus de fungos que foram

identificados também em outros estudos como sendo patogénicos. Dos fungos
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identificados como possiveis fungos patogénicos e, apesar de a sua ocorréncia neste
estudo ser uma quantidade muito pequena, os fungos que mais se manifestaram em

ambos os locais (A e B) foram a espécie Diplodia seriatae o género Rhizopus.

A Escoriose Europeia é provocada por varias espécies pertencentes a familia
Botryosphaeriaceae é uma das principais doencas do lenho da videira, sendo
considerada uma das mais mortais para a videira. Assim, o fungo Diplodia seriata, é
considerado um dos fungos mais frequente nas videiras doentes (Reveglia et al.,
2018). Neste estudo, este fungo manifestou-se nos locais (A e B), tendo maior
frequéncia no local A (10,96%) para as duas cultivares e no local B (5,45%),
manifestando-se apenas na cultivar Trincadeira. Este resultado mostra-se
contraditdrio se se tiver em conta que a cultivar Trincadeira é considerada uma casta
pouco suscetivel a doenca do lenho, no entanto, estudos recentes mostram que a
expressao dos sintomas perante a presenca dos agentes patogénicos causadores de
doenca do lenho esta relacionada com a ativagdo de genes de resposta ao stress que
variam entre cultivares e condi¢des culturais como é o caso dos dois modos de

producao em estudo neste trabalho (resultados ndao publicados).

A Botryosphaeria dothidea é um dos fungos que pode estar presente no lenho da
videira, mas sem causar qualquer tipo de sintomas (Bruez et al., 2016), embora, tal
como referido os fungos Botryosphaeriaspp. possam causar cancros e até a morte das
videiras. E um fungo que apenas mostrou incidéncia no local em modo de producéo
bioldgica (local A) com 1,37%, na cultivar Trincadeira. Neste local e para a cultivar
Trincadeira ha alguma incidéncia de fungos antagonistas, mesmo que em pouca

quantidade, acabam por fazer com que a Botryosphaeria dothidea se manifeste.

Os fungos do género Rhizopus manifestou-se nos dois locais, tendo também maior
frequéncia no local A (8,22%), mas apenas se manifestou na cultivar Trincadeira e no
local B (6,36%) manifestando-se nas duas cultivares (Aragonez e Trincadeira).O fungo
Botrytis cinerea, ¢ um fungo que apenas se manifesta no local B, no modo de
producado convencional (6,36%), € um fungo exclusivo deste local, mais propriamente

da cultivar Aragonez. Apesar de neste mesmo local e na mesma casta existirem uma
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grande quantidade de antagonistas, este fungo consegue de alguma maneira
manifestar-se. A espécie Botrytis cinereaé considerado um patogéneo importante da
videira, que se pode encontrar oculto, isto é, comportando-se como um endofitico, a
planta apresenta um comportamento assintomatico e pode torna-se num agente
patogénico quando existem condi¢des ambientais propicias ao seu desenvolvimento

ou fisiologicamente a planta esta mais suscetivel (Pancher et al., 2012).

O género Cladosporium spp. também foi outro patogéneo que mostrou pouca
incidéncia, com apenas 1,82%, e s6 se manifestou no local B em ambas as cultivares.
Uma vez que no local B existe muita dominancia de fungos antagonistas, como a
Alternariapara ambas as cultivares e, 0 Epicoccum nigrumna cultivar Aragonez. Estes
podem ter levado a uma inibicdo dos efeitos patogénicos do género Cladosporium e

este se acabe por apresentar pouca relevancia na videira.

As videiras podem ser infetadas por diferentes agentes patogénicos ao longo do
tempo, devido a multiplas oportunidades de infecdo e cada planta pode ser afetada
por uma ou mais doencas do complexo de doencas lenho simultaneamente. Apesar
de alguns fungos poderem viver como endofiticos, assintomaticos durante uma parte
do seu ciclo de vida, em algum momento, podem alterar o seu comportamento e
tornar-se num fungo patogénico, levando a expressdo de sintomas da doenca
(Almeida et al., 2020). No entanto, os fungos endofiticos também podem ter efeitos
benéficos nas plantas hospedeiras, uma vez que ajudam essas plantas a resistir aos
stresses que possam ser causados por fungos patogénicos e ajudam a ativar o
mecanismo de defesa das plantas, tornando-as mais resistentes e ao ataque de

agentes patogénicos e a expressao de sintomas.

Se as condi¢cGes ambientais ndo forem favoraveis e a patogenicidade do fungo ndo for
ativada, o fungo pode entrar num estado latente e acaba por permanecer dentro do
hospedeiro sem causar qualquer tipo de sintoma. Pois, a presenca de microrganismos
antagonistas pode dificultar o desenvolvimento da doenca, impedindo a colonizagdo
do patogéneo pela competicdo dos nutrientes, espaco ou pela produgdo de

metabdlitos secundarios que inibem o crescimento de fungos (Almeida et al., 2020).
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Assim, apesar de o nimero de fungos endofiticos antagonistas ser sempre superior ao
nimero de fungos tipicamente patogénicos, estes conseguem sempre manifestar-se,
possivelmente por existirem condicGes favoraveis para que se desenvolvam. Ou
porque os patogénicos adotam o comportamento de fungos endofiticos e apenas se
desenvolvem quando as condi¢les assim o permitem, ou o contrario, quando os
fungos endofiticos que acabam por se manifestar como patogénicos, quando as
condigdes sdo favoraveis. Com isto, observou-se que existem fungos exclusivos de
ambos os locais nas duas cultivares, sejam eles patogénicos, endofiticos ou fungos

que ndo tém caracteristicas de nenhum dos dois.

Neste trabalho todos os fungos identificados sdo fungos endofiticos, sendo que foram
identificados fungos que nao estao agrupados em nenhum grupo, visto que nao se
sabe quanto a sua patogenicidade, uma vez que as condi¢ées podem ndo ser as ideias
para estes se manifestarem, e as suas quantidades por local e por cultivar sao de
muito pouca frequéncia, existindo ainda assim evidéncias destes fungos nas amostras
de videira. Os fungos identificados foram as espécies Diplodia sapinea,
Purpureocillium lilacinum, Talaromyces purpureogenus, Sistotrema brinkmannii,
Stereum hirsutum, Trametes versicolor e Sordaria fimicola, e os géneros Cytospora
spp. e Paecilomyces spp.. Tendo em conta que, o fungo Sordaria fimicola apresenta

alguma incidéncia nos dois locais para ambas as cultivares.

O fungo Diplodia sapinea (4,11%) e Citospora spp. (1,37%), apenas foram detetados
no local A e na cultivar Aragonez. Para o mesmo local, foram detetados os fungo
Paecilomyces spp. e Purpureocillium lilacinum ambos com a mesma percentagem
(1,37%), mas foram detetados apenas na cultivar Trincadeira. O fungo T7rametes
versicolorque foi encontrado no local Acom 1,37% na cultivar Aragonez e encontrou-
se ainda no local B com percentagem semelhante para as duas cultivares. Por fim, os
fungos Talaromyces purpureogenus, Sistotrema brinkmannii e Stereum hirsutum
detetados apenas no local B e com percentagem muito semelhante. Sendo, o fungo
Stereum hirsutum considerado um dos fungos responsaveis pela Esca e também um

fungo com caracteristicas saprofiticas, ndo causando apenas necroses descoloridas,

58



mas também fazendo com que haja a degradacdo da madeira e estd também

associado a outro microrganismo como P. chamydosporum (Larignon & Dubos, 1997).

Foi possivel perceber ao longo deste trabalho que para ambos os locais existem
fungos que apenas se manifestaram num dos locais. Assim, no local A, o modo de
producdo é o bioldgico, e os fungos encontrados apenas nas plantas dessa vinha
foram: Botryosphaeria dothidea, Diplodia sapinea, Purpureocillium lilacinum,

Cytospora sp., Fusarium solanie Paecolimyces spp.

No local B, o modo de producdo é o convencional, e os fungos encontrados
exclusivamente nesse local foram: Cladosporium spp., Trichoderma spp.,
Talaromyces purpureogenus, Aspergillus ustus, Sistotrema brinkmannii, Stereum

hirsutum e Botrytis cinerea.

A comunidade endofitica pode construir uma fonte de novos agentes fungicos de bio-
controlo que sejam Uteis para controlar as doencas da videira, especialmente as
doencas que estdo associadas ao declinio das videiras jovens produzidas em viveiros

(Gonzalez & Tello, 2011).

A cultura estudada nos dois modos de producao revelou algumas diferencas no
numero de fungos totais de endofiticos, a diversidade de fungos e a comunidade de
fungos existentes. Por vezes, 0 modo de gestao da cultura pode ser a explicagao para
os diferentes tipos de fungos que possam existir na cultura em questao, pode estar
relacionado com o uso de substancias ativas autorizadas para cada modo de gestao
da cultura, as alteragdes da fisiologia vegetal e os microrganismos presentes na

planta.

Alguns estudos tém demonstrado que os modos de produgao das culturas também
podem interferir no papel dos fungos endofiticos, para além de que a capacidade
antagdnica da mesma espécie de fungo endofitico pode variar entre cultivar, idade do

hospedeiro ou no tecido de planta amostrado (Varanda et al,, 2016).
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7. Conclusao

Desde ha muito tempo que as doencas do lenho da videira, sdo um problema a nivel
mundial, sendo uma ameaca para as culturas, causando grandes prejuizos a nivel
econdmico, tanto pela perda que possam causar como pelos gastos utilizados em
produtos quimicos, que nem sempre produzem o efeito desejado. Desde entdo, tem
sido recorrente a pesquisa por meios alternativos e eficazes para o controle destas
doencas, e nos dias de hoje ja comecam a existir alternativas a utilizacdo de produtos
quimicos, visto que estes, podem ser prejudicais a saide humana e causam

problemas no meio ambiente.

O controlo biolégico é uma possivel alternativa aos produtos de sintese quimica, uma
vez que sdo menos dispendiosos e ndo sdo tdxicos, nem para a satde humana nem
para o meio ambiente e acabam por nado causar inibicdo dos fungos endofiticos, de
modo a que estes sejam mais eficazes no controlo de fungos patogénicos. Os fungos
endofiticos colonizam os tecidos internos das plantas durante uma parte do seu ciclo,
sem que estes causem qualquer tipo de sintoma aparente de doenca no hospedeiro,
o que tem suscitado interesse por parte dos cientistas, umavez que tém uma presenca
benéfica para o seu hospedeiro, tanto a nivel do seu desenvolvimento e defesa pois,
apresentam um amplo grupo de microrganismos capazes de controlar os fungos
patogénicos, como pelo seu carater antagonico e pela produgdo de compostos

bioativos e de endofiticos como agentes de biocontrolo.

Este trabalho permitiu avaliar a diversidade de fungos endofiticos na videira e verificar
as diferencas e/ou semelhancas da comunidade endofitica e patogénica, entre as
diferentes cultivares de videira (Aragonez e Trincadeira), em diferentes modos de
producdo (bioldgico e convencional) para os dois locais (A e B), de modo a verificar

também a suscetibilidade das cultivares em estudo.

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a videira apresenta uma

grande diversidade de fungos endofiticos e que nas plantas em modo de producdo
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bioldgico (Local A) esta diversidade é menor do que nas plantas em modo de
producdo convencional (Local B). Foi ainda possivel concluir resultados para cada
cultivar em cada local. Assim, para os mesmos fungos do local A e B para a cultivar
Trincadeira, esta apresentou sempre menos incidéncia (23,29% - A/ 18,18% - B) de
fungos endofiticos em relacdo a cultivar Aragonez (24,66% - A/ 40,91% - B), sendo o
fungo endofitico com propriedades antagonistas do género Alternaria sempre mais
incidente para os dois locais e para as duas cultivares. Para além deste, verificou-se
também a presenca de mais dois fungos endofiticos com propriedades antagonistas,

como é o caso das espécies Epicoccum nigrum e Aureobasidium pullulans.

Os fungos patogénicos sdo considerados um grupo de ameagas ecoldgicas e
economicamente relevantes, que muitas vezes infetam o hospedeiro através de
feridas que existem nos tecidos da planta. Por vezes, estes fungos podem nao se
manifestar logo, e apenas se manifestam quando existem condicGes favoraveis para

que se desenvolvam.

Foi possivel concluir que os fungos patogénicos apresentam uma diversidade muito
idéntica para ambos os locais (A e B). A cultivar Trincadeira (13,70%) apresenta mais
incidéncia de fungos em relagdo a cultivar Aragonez (6,85%) para o local A (modo de
producdo bioldgico), o mesmo ndo acontece para o local B (modo de producao
convencional), pois, estes apresentam mais incidéncia para a cultivar Aragonez

(10,91%) em relagao a cultivar Trincadeira (9,09%).

Um dos objetivos deste trabalho foi perceber a suscetibilidade das cultivares as
doencas do lenho, e foi possivel verificar que a cultivar Aragonez apresentou menos
suscetibilidade em relagdo a cultivar Trincadeira. Principalmente para o local A, em
modo de producdo bioldgico, a cultivar Aragonez apenas apresentou incidéncia de
um fungo patogénico (Diplodia seriata),uma vez que neste local e nesta cultivar existe
grande diversidade de fungos endofiticos (24,66%) e alguns deles com propriedades
antagonistas. Na cultivar Trincadeira para o mesmo local, esta apresentou incidéncia
de trés fungos patogénicos (Diplodia seriata, Botryosphaeria dothidea e Rhizopus),

estes acabaram por se manifestar, talvez por existirem condi¢des favoraveis ao seu
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desenvolvimento, apesar de existir uma incidéncia de 23,29% de fungos endofiticos.

Para o local B, a cultivar Aragonez (10,91%) mostrou-se mais suscetivel a estas
doencas em relacdo a cultivar Trincadeira (9,09%), apesar da cultivar Aragonez
apresentar uma maior diversidade de fungos endofiticos (40,91%), esta desenvolveu
mais fungos patogénicos em relagdo a cultivar Trincadeira que apresenta menos

diversidade de fungos endofiticos (18,18%).

Neste trabalho foi possivel verificar que dos fungos fitopatogénicos identificados, dois
deles sao causadores das doencas do lenho, mais propriamente da doenca Escoriose

Europeia, sdo os fungos Botryosphaerie dothidea e Diplodia seriata.

Estas diferencas podem existir devido ao modo de gestdo da cultura e de cada local,
podendo interferir nas diversidades de fungos endofiticos, variando de cultivar para

cultivar.
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8. Perspetivas Futuras

Este trabalho abriu novas perspetivas e decerto um caminho para mais estudos a
realizar do que aquilo que se explorou nesta dissertacao. Seria interessante repetir
este mesmo estudo, e perceber se existem diferencas nas comunidades de fungos
endofiticos e patogénicos para os diferentes modos de producao. Perceber se o fungo
do género Alternaria continuaria a ser o mais incidente nestas duas cultivares, nos

dois modos de producao.

Seria interessante realizar testes de antagonismo com fungos endofiticos, como a
Alternaria spp., o Epicoccum nigrum, que para este estudo foram os que mais

incidéncia apresentaram.

E ainda desenvolver mais estudos sobre os fungos endofiticos como meio de controlo
bioldgico, de modo a que se percebam novas interagdes numa perspetiva de controlo

de fungos patogénicos.
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