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Infecdo da videira por flavescéncia dourada - Estudos bioquimicos e moleculares em
folhas da variedade Loureiro

Resumo

A flavescéncia dourada é uma doenca da videira, causada pelo fitoplasma Candlidatus phytoplasma vitis,
propagado pelo vetor Scaphoideus titanus. Atualmente encontra-se disseminada pela maioria das regides
vitivinicolas da Europa. Em Portugal foi detetada pela primeira vez em 2007 na Regido Demarcada dos “Vinhos
Verdes” (DOC WV). Os sintomas mais visiveis da infecdo consistem no atraso ou auséncia do abrolhamento,
crescimento reduzido e reducdo da quantidade dos gomos florais e consequente elevada perda de produtividade.
Diferentes estudos apontam para alteracdes substanciais no metabolismo primario e secundario em videiras
infetadas, incluindo a reducéo das clorofilas e a consequente diminuicdo da taxa fotossintética, acumulacdo nas
folhas de acucares e de compostos fenolicos, no entanto, os mecanismos moleculares envolvidos nestas alteracdes
metabdlicas ainda sdo pouco conhecidos. Este estudo teve como principal objectivo a avaliacdo dos efeitos da
flavescéncia dourada em folhas de videira ao nivel molecular e bioquimico, nomeadamente i) no metabolismo dos
principais acgucares e expressao de genes transportadores envolvidos no seu efluxo, ii) na sintese de pigmentos
fotossintéticos como as clorofilas a, & e carotenoides totais e expressdo de genes envolvidos na sua sintese e iii)
em compostos-chave do metabolismo secundario e expressao de genes envolvidos nas principais vias da sua
biossintese. Para o efeito, foi selecionada a variedade Loureiro de uma vinha comercial localizada na regido dos
Vinhos Verdes, com plantas previamente diagnosticadas com infecao por FD. Foram colhidas folhas com sintomas
aparentes de infecdo e folhas saudaveis (controlo) em dois periodos do desenvolvimento vegetativo (E-L 33 e E-L
38). Testes de deteccao da doenca por PCR em tempo real permitiram confirmar a infecdo por FD apenas nas
folhas de videiras sintomaticas. Nestas folhas, verificou-se um forte decréscimo do contetido em clorofilas a e 6
bem como do numero de transcritos dos genes WGGPPS11, WGGRe WCHLSYN envolvidos na sua biossintese.
Em sentido oposto, folhas infetadas acumularam maior quantidade de aclcares redutores e sacarose, e foi
observada uma reducao da expressao de genes da membrana plastidial envolvidos na importacao/exportacdo de
acucares incluindo o WSWEET1, WwpGT1e VipGT2, WGPT, WMEX e gene WNTTI que codifica o antiportador de
ATP com ADP da membrana plastidial. Por outro lado, em resposta a infecdo, ocorreu um aumento da
concentracdo de fendlicos totais, acidos hidroxicinamicos flavonois e flavan-3-ols, particularmente em folhas de
plantas na fase madura. No entanto, a expressdo de alguns genes chave envolvidos na sintese destes metabolitos,
como o WPAL e WSTS, ndo sofreu alteracdes significativas. Foi ainda observado que a reducéo das clorofilas
podera ser controlada a nivel transcricional. O estudo bioquimico e molecular das alteracdes induzidas pelo
fitoplasma da flavescéncia dourada permitiu compreender mais detalhadamente a reducdo do contetdo em
clorofilas e consequente o amarelecimento das folhas de videiras da variedade Loureiro, bem como alguns dos

mecanismos moleculares de resposta a infecao.

Palavras-chave: clorofilas, flavescéncia dourada, Vitis vinifera, WCHLSYN, WGGPPS11



Grapevine infection by flavescence dorée — Molecular and biochemical studies in cv.
Loureiro leaves

Abstract

Flavescence dorée is a vine disease, caused by the phytoplasma Candidatus phytoplasma vitis,
propagated by the vector Scaphoideus titanus. It's now widespread in most wine regions in Europe. In Portugal, it
was detected in 2007 in the Demarcated Region of “Vinhos Verdes” (DOC VV). The most visible symptoms of the
infection consist of delayed or absent budbreak, reduced growth and reduced quantity of floral buds and consequent
high loss of production. Different studies point to substantial changes in primary and secondary metabolism in
infected vines, including the reduction of chlorophylls and the consequent decrease in photosynthetic rate,
accumulation of sugars and phenolic compounds in the leaves, however, the molecular mechanisms involved in
these metabolic changes are still poorly studied. The main objective of this study was the evaluation of the effects
of FD on vine leaves at the molecular and biochemical level, namely i) on the metabolism of the main sugars and
expression of transporter genes involved in their efflux, ii) on the synthesis of photosynthetic pigments such as
chlorophylls a, band total carotenoids and expression of genes involved in their synthesis, and iii) in key compounds
of secondary metabolism and expression of genes involved in the main pathways of their biosynthesis. For this
purpose, the Loureiro variety from a commercial vineyard located in the DOC region “Vinhos Verdes” was selected,
with plants previously diagnosed with FD infection. Leaves with apparent symptoms of infection and healthy leaves
(control) were collected in two periods of vegetative development (E-L 33 and E-L 38). Tests for detection of the
disease by realtime PCR confirmed the FD infection only in symptomatic grape leaves. In these leaves, there was
a strong decrease in the content of chlorophylls @ and 6 as well as in the number of transcripts of the WGGPPS1 1,
WGGR and WCHLSYN genes involved in their biosynthesis. Conversely, infected leaves accumulated a greater
amount of reducing sugars and sucrose, and a reduction in the expression of plastidial membrane genes involved
in the import / export of sugars was observed, including WSWEETI, VipGT1 and VipGT2, WGPT, WMEX and
WNTTI gene that encodes the antiporter ADP/ATP of the plastidial membrane. On the other hand, in response to
the infection, there was an increase in the concentration of total phenolics, hydroxycinnamic acids, flavonols and
flavan-3-ols, particularly in leaves of plants in the mature phase (E-L 38). However, the expression of some key
genes involved in the synthesis of these metabolites, such as WPAL and WSTS, did not change significantly. It was
also observed that the reduction of chlorophylls can be controlled at the transcriptional level. The biochemical and
molecular study of the changes induced by the phytoplasma of FD allowed to understand in more detail the
reduction in the content of chlorophylls and the consequent leaf yellowing of the cv. Loureiro, as well as some of

the molecular mechanisms in response to infection.

Palavras-chave: chlorophylls, favescence dorée, Vitis vinifera, WCHLSYN, WGGPPS1 1
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1. Introdugéao

1.1.  Avideira e a sua importancia socioecondmica

Diferentes estudos sugerem que a domesticacao da videira ( Vitis vinifera) tenha ocorrido ha
cerca de 6000 anos na regidao do mar negro a partir do seu ancestral selvagem Vitis vinifera ssp.
sylvestris (Terral et al., 2009; Ramos et al., 2014). Na Peninsula Ibérica tera sido introduzida pelos
romanos ha cerca de 2800 anos, o que conduziu a expansao da vitivinicultura para a europa
ocidental (Arroyo-Garcia et al., 2006; Castro et al., 2013). Paralelamente ocorreu um segundo evento
de domesticacéo, originando-se diferentes variedades (Terral et al., 2009). Em Portugal esta descrita
uma enorme diversidade de castas autdctones, contemplando cerca 240 variedades (Mamaot.,
2012; Cunha et al., 2016).

A cultura da vinha comporta uma elevada importancia socioeconémica ao nivel mundial,
ocupando cerca de 7,4 milhdes de hectares em todo o mundo, produzindo 77,8 milhdes de
toneladas de uvas, 57% das quais usadas para vinificacdo, 36% para consumo fresco (uvas de mesa)
e 7% para a producao de uvas passas (dados de 2018 - OIV., 2019). A producédo mundial de vinho
em 2018 foi de 292 milhdes de hectolitros, verificando-se um aumento de 17% em relacdo a 2017
(OIV., 2018; OIV., 2019). A Italia, a Franca e a Espanha foram os trés maiores produtores de vinho
ao nivel mundial (OIV., 2019).

Em 2018, a area de vinha em Portugal ocupava 190 332 hectares que produziram 6 061
243 de hectolitros de vinho, dos quais 3 milhdes foram exportados e cujo valor ascendeu aos 800
milhdes de euros (OIV., 2019).

Neste sentido, Portugal é o quinto maior produtor de vinho da Unido Europeia (OIV., 2019).
No entanto, contrariamente ao crescimento da producédo de vinho ao nivel mundial, em Portugal
verificou-se uma diminuicdo de 10 % em 2018 face ao ano anterior, atribuido as condicdes

climatéricas desfavoraveis (OIV., 2018; OIV., 2019).
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1.2.  Principais doencas da vinha

As doencas nas plantas conduzem a perda de produtividade e, consequentemente, a perdas
economicas avultadas (Zini et al., 2019). As diferentes variedades de videira usadas na producao de
vinho possuem diferentes susceptibilidades a diversas doencas, sendo as mais comuns causadas
por fungos como o mildio (Plasmopara viticola), o oidio (Erysiphe necator) e a podridao cinzenta
(Botrytis cinerea) (Sannakki et al., 2013; Boubakri et al., 2015; Pap et al., 2016).

O mildio afeta sobretudo a producéo e qualidade das uvas, causando infecdes nas folhas e
no cacho, reducao da fotossintese e vigor da planta (Boubakri et al., 2015). O oidio afeta todas as
partes verdes da planta, causando diminuicdo da capacidade fotossintética e, consequentemente, a
perda de producao que podera ser total caso nao seja controlada (Pap et al., 2016). A podridao
cinzenta também se pode desenvolver rapidamente na vinha causando uma grande perda de
produtividade (Boubakri et al., 2015).

O controlo destas doencas na viticultura convencional assenta na aplicacdo de fungicidas
sistémicos e de contacto (Boubakri et al., 2015).

Além destas doencas, a videira é ainda susceptivel ao ataque por pragas (traca da uva,
aranhico, etc) e infecdes por virus (ex. virus do enrolamento, ESCA etc.) e fitoplasmas (ex. Bois Noir

ou Flasvescence dorée).

1.3. O fitoplasma da flavescéncia dourada e a sua dete¢ao em videira

Os fitoplasmas Candidatus FPhytoplasma sao parasitas obrigatérios responsaveis por
doencas em mais de 700 plantas economicamente importantes. Candidatus Phytoplasma é
transmitida por insetos da ordem Hemiptera quando estes se alimentam do floema das plantas (Bai
et al., 2006; Bertaccini et al., 2014) e tem a particularidade de ser capaz de invadir células de

insetos e de plantas, organismos pertencentes a dois reinos distintos (Bai et al., 2006).
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Técnicas de identificacao por RFLP (polimorfismo dos fragmentos de restricao) revelaram a
existéncia de 24 fitoplasmas diferentes pertencentes ao grupo ribossomal 16Sr que afetam as vinhas
da maior parte das regides vinicolas (Dermastia et al., 2017). As doencas de maior importancia
provocadas por fitoplasmas sao a Bois Noir (BN) e flavescéncia dourada (FD) (Bertaccini et al.,
2014).

A flavescéncia dourada é causada pelo fitoplasma Candidatus Phytoplasma vitis, sendo as
estirpes 16SrV-C e 16SrV-D transmitidas pelo inseto vetor Scaphoideus titanus. A estirpe 16SrV-D
foi detetada no norte de Italia, Franca e Espanha onde a prevaléncia é elevada. A estirpe 16SrV-C
pode ser encontrada no norte e centro de Italia e também na Europa de Leste, em paises como a
Sérvia (Angelini et al., 2001; Mori et al., 2002; Bertaccini et al., 2014). Outros fitoplasmas que
infetam a videira foram identificados em outras regides, como por exemplo a estirpe 16Srl-B na ltalia
e Africa do Sul, a estirpe 16SrVII-A no Chile e a estirpe 16SrXII-B na Australia (Gajardo et al., 2009;

Bertaccini et al., 2014) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Distribuicdo do vetor do fitoplasma da flavescéncia dourada (Candidatus
Phytoplasma vitis) na Europa (Chuche e Thiéry., 2014).

Os primeiros sintomas de infecdo por FD ocorrem no inicio da primavera, quando se observa

0 atraso ou auséncia do abrolhamento, crescimento reduzido da planta e reducao da quantidade de
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gomos florais (Chuche e Thiéry., 2014) (Tabela 1.1). Estima-se que a expansao do fitoplasma ocorra
a um fator de 40 vezes num ano, o que rapidamente podera levar a infecao total de uma vinha

(Bressan et al., 2006; Prezelj et al., 2013).

Tabela 1.1. Sintomas de infecdes causadas por fitoplasmas em diferentes érgdos de videira
(adaptado de Ermacora e Osler., 2018; Bertamini e Nedunchezhian., 2001; Bertaccini e Duduk.,
2009; Bertaccini et al., 2014, Oliveira et al., 2019). Estes inseticidas sao mais eficazes se forem
aplicados no primeiro estagio de ninfa do inseto vetor (Bressan et al., 2006; Riolo et al., 2014

Chuche e Thiéry., 2014).

Orgios Sintomas
Folhas pequenas ¢ retorcidas
Foliares Folhas amarelas ou vermelhas que podem apresentar necrose

Enrolamento da folha
Alteracdo da cor das pétalas
Alteracfo da morfologia de pétalas para folhas (filoidia)
Esterilidade das flores
Necrose
Perdas de quantidade e qualidade
Frutos pequenos
Malformacao e necrose
Amadurecimento precoce ou tardio
Nanismo
Comportamento arbustivo
Crescimento tipico “Vassoura de bruxa” (Witch's broom)
Crescimento irregular dos entrenos
Lenhificacfio incompleta dos ramos

Florais

Frutos

Crescimento
vegetativo

Propagacdo basal da raiz
Necrose do floema
Desenvolvimento precoce da parte reprodutiva antes do
desenvolvimento vegetativo normal da planta (bolting)

Outros

Em Portugal, a FD é uma doenca relativamente recente: foram identificados insetos vetores
em 1998, embora a doenca sé tenha sido detetada nos vetores em 2002 (Quartau et al., 2001;

Sousa et al., 2011; Torres et al., 2014). As primeiras infecdes em videira causadas por fitoplasmas
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foram detetadas em 2007 na Regiao Demarcada dos Vinhos Verdes, (DOC V). Estudos de PCR e
RFLP confirmaram a presenca de uma estirpe do grupo 16SrV em videiras das castas Loureiro e
Vinhdo sintomaticas. Posteriormente, foram identificadas outras castas infetadas, como o Arinto,

Trajadura, Padeiro e Tinta Barroca (Sousa et al., 2007; Sousa et al., 2011) (Figura 1.2).

Figura 1.2. Situacdo da distribuicdo do vetor do fitoplasma da flavescéncia dourada

(Candidatus Phytoplasma vitis ) em Portugal, 2019 (DRAPN., 2019).

1.4. O inseto vetor da flavescéncia dourada

0 insecto vetor da flavescéncia dourada, Scaphoideus titanus, foi inicialmente identificado
em Franca, em 1958, em material vegetal infetado proveniente dos Estados Unidos. No entanto, as
diferentes localizacdes dos insetos (uma no Sudoeste de Franca e outra no Sudeste de Franca e
Noroeste de Italia) sugeriram dois episédios de introducdo independentes (Arnaud et al., 2007;
Chuche e Thiéry., 2014). Atualmente, o insecto vetor encontra-se em grande parte das zonas
vitivinicolas da Europa e a sua distribuicdo geografica ocorre de Portugal a Roménia, delimitando-se
a norte pela regido francesa de Champagne e a sul de ltalia (Chuche e Thiéry., 2014; Téthova et al.,

2015).
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0O ciclo de vida do inseto S. fifanus (Figura 1.3) inicia-se entre Agosto e Setembro com a
deposicao de cerca de 15 ovos em videiras com varas com mais de um ano, onde incubam durante
0 inverno (cerca de 6 a 8 meses) em diapausa (Bagnoli e Gargani., 2011; Eriksson et al., 2012;

Chuche e Thiéry., 2014).

Figura 1.3. Ciclo de vida do inseto do fitoplasma da flavescéncida dourada Scaphoideus

titanus (Chuche e Thiéry., 2014).

As temperaturas a que 0s ovos sao expostos durante este periodo vao influenciar o inicio e
a duracao da incubacao. As fémeas sao mais sensiveis as variacoes de temperatura, pelo que em
anos mais frios ocorre maior protandria, ou seja, 0os machos eclodam antes das fémeas. As
diferentes respostas de machos e fémeas a temperatura afetam a proporcéo local de fémeas férteis
para machos sexualmente ativos (“operational sex ratio”) (Chuche e Thiéry., 2012).

Em regides com invernos suaves, 0s periodos de eclosao sao extensos possibilitando a
ocorréncia de todos os estagios de desenvolvimento em simultdneo. Depois de 6 a 8 meses de

incubacao, por volta de Abril eclodem ninfas que passam por 5 estagios larvares durante 5 a 8
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semanas (Chuche e Thiéry., 2014). Durante a fase adulta, de Julho a Setembro, o inseto apresenta
maior capacidade de proliferacao da doenca, apesar de ser portador do fitoplasma nos outros 5
estagios de ninfa (Bressan et al., 2006; Riolo et al., 2014; Chuche e Thiéry., 2014). A menor
eficiéncia das ninfas em transmitir a doenca pode estar relacionada com a distancia menor que o
inseto consegue percorrer. Uma grande densidade de plantas na vinha resulta também numa maior
densidade de insetos, 0 que levara a um aumento da prevaléncia da doenca e, por sua vez, a uma
maior dispersao para outras vinhas (Bressan et al., 2006; Riolo et al., 2014; Chuche e Thiéry, 2014).

A transmissao do fitoplasma Candidatus Fhytoplasma vitis através do inseto vetor
Scaphoideus titanus divide-se em 3 etapas, a saber: i) aquisicao, ii) periodo de laténcia e iii)
inoculacao. A aquisicao do fitoplasma ocorre quando o inseto se alimenta do floema de uma planta
(videira) infetada, segue-se um periodo de laténcia que pode durar de 1 a 11 semanas onde o
fitoplasma se multiplica nos orgdos e hemolinfa do inseto e, por ultimo, a inoculacdo quando o
fitoplasma atinge as glandulas salivares (Lefol et al., 1994; Boudon-Padieu., 2000; Christensen et

al., 2005; Chuche e Thiéry.,2014; Aima et al., 2019).

1.5.  Controlo do fitoplasma da flavescéncia dourada

A flavescéncia dourada ¢ uma doenca de quarentena e o controlo do fitoplasma é feito por
métodos diretos e métodos indiretos. Os métodos diretos baseiam-se sobretudo no tratamento das
plantas por termoterapia em que o material de propagacao vegetativa é colocado em agua quente,
a 50°C, durante 45 minutos (EPPO., 2012; DGAV., 2013; Sousa et al., 2014; DRAPN., 2019).
Recorre-se também a inseticidas de modo a controlar o vetor, no entanto a sua utilizacdo massiva
elimina os insetos auxiliares predadores de praga bem como os polinizadores (DGAV., 2013; Sousa

etal., 2014; DRAPN., 2019).
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Os métodos indiretos incluem: 1) a queima de lenha de poda para se diminuir o numero de

ovos, 2) a utilizacdo de material certificado, nao infetado, 3) a implementacéo de praticas para

aumentar as populacdes naturais de insetos auxiliares e para evitar o vigor excessivo das plantas,

4) a eliminacao de videiras que evidenciem sintomas de FD, o abate de vinhas abandonadas e de

vinhas com mais de 20% de videiras infetadas (DGAV., 2013; Sousa et al., 2014; DRAPN., 2019).

Mais recentemente tém sido implementadas outras estratégias que apresentam algumas vantagens

relativamente as praticas convencionais (Tabela 1.2) (Oliveira et al., 2019).

Tabela 1.2. Resumo de diferentes metodologias para o controlo da flavescéncia dourada

(FD). (Adaptado de Oliveira et al., 2019)

Meétodo

Vantagens

Desvantagens

Aplicacdo de inseticidas

Redugéo significativa da doenca

Aplicagéo limitada em vinhas de produgéo
biologica

A eficacia depende da densidade do vetor
Dispendioso

Contaminacio (aguas e solo)
Desenvolvimento de resisténcia

Efeitos na safide humana

Tratamento com agua quente

Eliminacdo de fitoplasmas e de ovos de
vetores

Possivel reducdo da viabilidade e
produtividade da planta quando o tratamento
ndo ¢ aplicado corretamente

Utilizacdo de variedades
menos suscetiveis/resistentes

Inofensivo para o meio ambiente e para a
satde humana

Poucos estudos sobre a suscetibilidades nas
diversas castas

A produgdo de vinho esta restrita a variedades
pré-estabelecidas

A suscetibilidade influenciada por condicdes
ambientais

Endofitismo (bactérias ¢
fungos)

Inofensivo para o meio ambiente e satude
humana

Eficiente em pequenas quantidades

Taxa de degradagao lenta

Menos suscetivel a induzir resisténcias

Auto multiplicagéo

Podem ser aplicados em sistemas de producéo
integrados

Necessaria pesquisa para compreender a
interagdo endéfito-hospedeiro e o
desenvolvimento de formulagdes quimicas
Obstaculos legislativos

Aplicacdo de elicitadores
(Hormonas e efetores)

Inofensivo
Indugdo eficiente de defesas naturais nas
plantas

Efeitos antagonicos entre jasmonatos, salicilato
¢ acido abscisico

Optimizacdo de frequéncia e dosagem por
aplicagdo

Modelos de previséo

Inofensivo
Maior precisdo na gestdo da FD

Néo representam um controlo direto
Desenvolvimento demorado

Sinalizagéo vibracional

Inofensivo
Redugéo significativamente do vetor
Afeta o comportamento de outras pragas

Néo elimina os vetores nem o fitoplasma
Néo impede a reproducio
Possiveis efeitos negativos na fauna benéfica
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1.6.  Efeito da flavescéncia dourada no metabolismo da videira

A resposta da videira a infecao por fitoplasmas depende da intensidade da infecao, da regiao
da planta afetada, das condicdes ambientais, bem como da suscetibilidade das diferentes castas
(Tabela 1.3) (Prezelj et al., 2013; Dermastia et al., 2017). Esta resposta traduz-se em profundas
alteracdes metabolicas em videiras infetadas por fitoplasmas (BN e FD), que afetam o metabolismo
primario e secundario da planta (Bertamini et al., 2002; Rusjan e Mikulic-Petkovsek., 2015;
Dermastia et al., 2017). Estudos em videiras infectadas por fitoplasmas indicam a diminuicao da
fotossintese, embora ainda nao seja clara a existéncia de uma relacao direta entre a diminuicao da
taxa fotossintética e a infecao (Bertamini et al., 2002; Albertazzi et al., 2009; Hren et al., 2009;

Dermastia et al., 2017).

Tabela 1.3. Caracterizacdo da suscetibilidade de variedades de videira (Vitis vinifera) a
flavescéncia dourada (FD): (+++) Muito suscetivel, (++) suscetivel, (+) pouco suscetivel. *Refere

estudos diferentes com a mesma variedade.

Variedade Susceptibilidade  Referéncias

Sauvigon Blanc* +++ Eveillard et al., 2016

Cabernet sauvignon +++ Steffek et al., 2007; Eveillard et al., 2016; Dermastia et al.. 2017
Barbera +++ Steffek et al., 2007; Dermastia et al.. 2017

Pinot noir** ++ Steffek et al., 2007; Dermastia et al., 2017

Grenache ++ Eveillard et al., 2016

Chardonnay ++ Eveillard et al., 2016: Dermastia et al., 2017; Steffek et al., 2007
Cabernet Franc ++ Eveillard et al., 2016; Dermastia et al., 2017

Pinot Noir** + Eveillard et al., 2016

Nebbiolo + Dermastia et al., 2017

Merlot + Steffek et al., 2007; Eveillard et al.. 2016; Dermastia et al., 2017
Sauvignon Blanc* + Steffek et al., 2007; Dermastia et al., 2017

Syrah + Steffek et al., 2007; Eveillard et al., 2016; Dermastia et al., 2017
Magdeleine + Eveillard et al.. 2016

Em varias variedades infetadas por FD e BN (Chardonnay, Grenache, Marselan e
Vermentino) verificou-se uma diminuicao dos pigmentos fotossintéticos das folhas, nomeadamente
clorofila g, clorofila 6 e carotendides totais (Bertamini e Nedunchezhiam., 2001; Al-Saddik et al.,

2019). Outros estudos em folhas de videira infetadas com BN (cv. Chardonnay) indicam a
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diminuicao da expressao de genes que codificam proteinas dos fotossistemas (chlorophyll binding
proteins) (Hren et al., 2009), bem como a repressao do gene ribulose-bisphosphate carboxylase
(Rbcl) responsavel pela subunidade maior da Rubisco e do gene que codifica a Rubisco activase
(RCA) (Hren et al., 2009; Dermastia et al., 2017).

Em videiras cv. Nebbiolo e Barbera infetadas com FD verificou-se a diminuicao da expressao
dos genes acima referidos (Margaria e Palmano., 2011; Margaria et al., 2013), bem como
diminuicdo da quantidade de Rubisco e Rubisco activase e de subunidades da ATP sintase
cloroplastidial (Dermastia et al., 2017). Verificou-se ainda um decréscimo gradual da taxa
fotossintética na videira menos pronunciado em anos secos (Vitali et al., 2013).

Varios estudos apontam para que fitoplasmas BN e FD consigam manipular o metabolismo
da planta de modo a aumentar a producao de acucares utilizados pelo fitoplasma como fontes de
carbono e energia (Berger et al., 2007; Hren et al., 2009; Dermastia et al., 2017). Em folhas da
variedade Chardonnay infetada por BN ocorreu um aumento de glicose, frutose e sacarose (Prezelj
et al., 2014; Dermastia et al., 2017). Contudo, em folhas infetadas de variedade Modra frankinja os
valores de glicose e frutose ndo aumentaram, ao contrario dos valores de sacarose e amido (Prezel;
et al., 2016). Nas variedades Grenache, Marselan, Vermentino e Chardonnay ocorreu um aumento
dos acucares soluveis (sacarose, glicose e frutose) e dos aclicares totais (Al-Saddik et al., 2019).
Varios estudos tém mostrado que 0 aumento de aclcares nas folhas ocorre, pelo menos em parte,
devido a obstrucdo causada pela deposicao de calose (polimero de glicose) nos tubos crivosos do
floema (Musetti et al., 2013; Hren et al., 2009; Santi et al., 2013; Dermastia et al., 2015, Oliveira
et al., 2019).

Estudos de expressao de genes que codificam transportadores de acucares em folhas de
videira da variedade Chardonnay infetadas com BN mostraram a diminuicao da expressdo do SUC27

(SUCrose transporter 27) responsavel pelo carregamento do floema (Dermastia et al., 2017). Nas
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variedades Chardonnay e Modra frankinja infetada por BN e FD verificou-se 0 aumento da expressao
de genes que codificam a sacarose sintase (WSUSY) (Santi et al., 2013a, b; Prezelj et al., 2016).

Em folhas de videira da variedade Modra frankinja infetadas com FD foram ainda descritas
alteracdes na expressao de genes da familia dos SWEETs, nomeadamente o aumento dos niveis de
transcritos do gene WSWEET17a, responsavel pelo transporte frutose através do tonoplasto (Prezelj
et al., 2016). Pelo exposto, o aumento da quantidade de acucares nas folhas de plantas infetadas
pode resultar da obstrucao do floema causada pelo fitoplasma, mas também da modificacéo da
expressao de genes chave envolvidos no metabolismo dos acgucares. Por outro lado, a acumulacao
de acucares nas folhas pode resultar na inibicao da fotossintese por um mecanismo de feedback
negativo e consequente clorose (perda de pigmentacao - clorofilas) nas folhas (Christensen et al.,
2005).

Ao longo de milhdes de anos do processo evolutivo as plantas desenvolveram uma série de
defesas contra pragas e organismos patogénicos. Com efeito, a producdo de metabolitos
secundarios, como as fitoalexinas ou flavonoides, aumentam a resisténcia das plantas ao ataque
por fungos e bactérias, devido as suas propriedades antimicrobianas (Goufo et al., 2019).

As fitoalexinas mais relevantes sdo compostos fendlicos, como os acidos fendlicos,
flavonoides, stilbenos, proantocianidinas ou antocianinas. O aumento destes compostos esta
normalmente associado a doencas na vinha, como a FD, BN ou ESCA (Margaria et al., 2014; Martin
et al., 2019; Goufo et al., 2019).

Diferentes estudos tém mostrado que a via dos fenilpropanoides e a via dos flavonoides sao
afetadas em videiras infetadas com BN, ocorrendo um aumento da expressao de genes que
codificam enzimas responsaveis pela acumulacao de varios compostos fenolicos, bem como a
atividade enzimatica destas proteinas, incluindo a fenilalanina amonia liase (PAL), a chalcona sintase

(CSH), a flavanona 3-hidroxilase (F3H) e a leucoantocianidina dioxigenase (LDOX) (Hren et al., 2009;
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Landi e Romanazzi., 2011; Rusjan et al., 2012; Dermastia et al., 2015; Dermastia et al., 2017). Na
variedade Manzoni Bianc verificou-se ainda um aumento da expressao de genes que codificam a
zeaxantina epoxidase (ZEP), envolvida na sintese de carotenoides e das enzimas PAL, cinamato-4-
hidroxilase (C4H) e 4-coumaroil-CoA ligase (4CL) pertencentes a via dos fenilpropanoides (Albertazzi
et al., 2009). Nas variedades ‘Barbera’, ‘Nebbiolo’ e ‘Modra frankinja’ infetadas com FD foi descrito
um aumento em tecidos foliares da concentracao de acidos hidroxicinamicos, flavonois e flavan-3-
ols. Resultados semelhantes foram observados nas variedades Tocai friulano e Chardonnay

(Margaria et al., 2014; Prezelj et al., 2016; Bertazzon et al., 2019).

1.7.  Objectivos

Ao longo da ultima década foram publicados diferentes estudos sobre o efeito da
flavescéncia dourada na videira. Estes estudos incidiram no metabolismo primario e secundario de
variedades francesas (Chardonnay e Cabernet sauvignon) ou italianas (Nebbiolo e Barbera), e
incluiram estudos analiticos de quantificacdo de carbohidratos e compostos fenolicos nas folhas de
videiras infetadas, bem como estudos de expressdo de genes-chave (Margaria et al., 2014; Prezelj
etal., 2016; Al-Saddik et al., 2019; Bertazzon et al., 2019). Outros estudos mostraram que a infecéo
induz a diminuicdo das clorofilas e carotenoides totais (Bertamini e Nedunchezhiam., 2001; Al-
Saddik et al., 2019), bem como alteracdes na expressdo de genes e proteinas envolvidas no
funcionamento e estabilizacdo do aparelho fotossintético (Margaria e Palmano., 2011; Margaria et
al., 2013; Dermastia et al., 2017). Estudos apontam para variacdes na suscetibilidade a FD entre
as diferentes variedades estudadas (como descrito anteriormente na tabela 1.3), no entanto pouco
se sabe acerca do efeito da infecdo no metabolismo primario e secundario de variedades

portuguesas como a variedade Loureiro. Esta casta, juntamente a Alvarinho, é uma das mais
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utilizadas na producao de vinho na Regiao Demarcada dos Vinhos Verdes (DOC VV), possuindo
grande importancia econémica.

No presente trabalho foram utilizadas videiras da variedade Loureiro de uma vinha comercial
(Quinta do Corvo, Fafe) que tinham sido diagnosticadas previamente como portadoras da doenca,
decorrente de uma colaboracdo em curso com os grupos de investigacao liderados pela Prof. Susana
Carvalho da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto e pela Prof. Marta Vasconcelos da
Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Catolica Portuguesa.

Foi colocada entao a hipétese que a diminuicdo observada no teor de clorofila em folhas
infetadas é mediada pela repressao de genes-chave envolvidos na biossintese de clorofilas. O
presente trabalho envolveu estudos analiticos, de bioquimica e de biologia molecular para se
estudarem os mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos na resposta da casta Loureiro a
FD: i) estudo do metabolismo primario em resposta a infecdao, mediante a quantificacdo dos
principais acUcares e dos niveis de transcritos de genes de proteinas transportadoras, ii)
quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos, como clorofilas e carotendides totais, e estudos de
expressdo de genes que codificam enzimas chave da via de biossintese destes metabolitos, e iii)
estudo do metabolismo secundario, mediante a quantificacdo de fenolicos totais e identificacdo de
flavonoides, potencialmente envolvidos em mecanismos de protecdo da videira contra a infec&o.

Este trabalho enquadra-se nos objetivos do projeto FCT BerryPlastid (PTDC-BIA-
FBT/28165/2017) no ambito da tarefa 5 que visa compreender as alteracdes metabdlicas que
ocorrem no plastidio de videiras infetadas com FD, pelo que outras abordagens se encontram ainda

em curso no sentido de se completar a tarefa.
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2. Material e Métodos

2.1.  Material biologico

A recolha do material biologico foi efetuada numa vinha comercial localizada no norte de
Portugal na regido dos Vinhos verdes, Fafe - Quinta do Corvo (41°31'03.5", -8°12'45.6"). Esta vinha
tem uma area de 8 hectares e a parcela de amostragem foi plantada com orientacdo nordeste-
sudoeste. Apresenta um solo granitico franco arenoso, situando-se entre os 300 m e os 400 m de
altitude. A parcela onde foi efetuada a amostragem foi plantada com uma casta branca, variedade
Loureiro, onde a FD foi previamente diagnosticada e tem sido estudada por um grupo da Escola
Superior de Biotecnologia da Universidade Catélica do Porto.

Foram realizadas amostragens em dois estados de desenvolvimento do cacho; fase verde
(abertura do cacho - E-L 33) e uma segunda na fase bago maduro (E-L 38; Coombe et al., 1995).
Foram amostradas 4 videiras previamente diagnosticadas com FD e 4 videiras controlo que nao
apresentavam sinais visiveis de infecdo. De cada videira foram colhidas 4 folhas. Assim, para cada
fase de desenvolvimento fenoldgico e condicdo foram recolhidas dezasseis folhas. Posteriormente,
as amostras foram transportadas para o laboratorio (4 °C), moidas com azoto liquido e separadas
em duas partes. Uma foi congelada a -80 °C para posterior extracdo de DNA e RNA, e outra foi

liofilizada para ensaios bioguimicos.

2.2. Extracdo de DNA

A extracao de DNA de folhas de videira foi realizada de acordo com o método descrito por
Reid et al., (2006). Sucintamente, a +300 mg de po de folha de cada amostra, previamente moidas
em azoto liquido, foi adicionado 1.8 mL de tampao CTAB (300 mM Tris-HCI pH 8.0, 25 mM EDTA,
2 M NaCl, 2% de CTAB, 2% de PVP) suplementado com 40 mM DTT e pré-aquecido a 65 °C. A

mistura foi homogeneizada, incubada a 65 °C durante 15 min e agitada a cada 2 min. Seguiu-se
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uma centrifugacao a 3500 x gdurante 15 min a 4°C. A fase aquosa foi obtida recorrendo a uma
dupla extracao do sobrenadante com 1 volume de cloroformio: alcool isoamilico (24:1(v/v)) e
novamente centrifugada nas condicdes descritas. Para a precipitacdo dos acidos nucleicos,
adicionou-se a fase aquosa 0,1 volumes de 3 M de acetato de sodio (CH:COONa), 0,3 volumes de
isopropanol e incubadas a -80 °C durante 30 min. Seguiu-se uma centrifugacdo a 18000 x gdurante
30 min a 4 °C. O pellet foi lavado com etanol a 70% (v/v) e ressuspendido em 30 uL H-O ultrapura
autoclavada. O DNA foi quantificado num Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA) e a sua
integridade foi observada por eletroforese num gel de 1% de agarose suplementado com 0,5% da

sonda SYBR- safe (Qiagen).

2.3.  Detecdo da flavescéncia dourada

A confirmacao da presenca ou auséncia de infecao por flavescéncia dourada e outros
fitoplasmas foi efetuada por PCR em tempo real, usando o DNA anteriormente extraido. Para a
deteccao de fitoplasmas na videira foram usados primers universais (UNI) bem como primers
especificos para deteccdo de BN e FD. Como controlo positivo foram usados primers para o gene
WGPTZ (Tabela 2.1).

A reacao de PCR em tempo real foi realizada numa placa de 96 pocos, usando um kit
comercial (Grisp Xpert Fast SYBR-Blue). Sucintamente, as reacées de qPCR foram efetuadas em
triplicado (réplicas técnicas) usando, 10 uL de MasterMix, 300 uM de cada primer, 1 uL de DNA e
H:0 livre de nucleases perfazendo um volume final de 20 pL. As condi¢des no termociclador (CFX96-
Real-Time System da BIORAD) foram as seguintes: 2 min a 95 °C, 45 ciclos de desnaturacao a 95
°C durante 5 s, hibridacdo a 55 °C durante 20 s e extensao a 72 °C durante 20 s. A especificidade
de cada reacdo foi visualizada com uma curva de melfing com inicio nos 65 °C e incrementos

sucessivos de 0,5 °C até aos 95 °C.
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Tabela 2.1. Sequéncias dos primers forward e reverse dos genes utilizados na detecéo de

fitoplasmas.
Cédigo do
Gene Genbank/NCBI/ Primers Referéncia
Genoscope
Forward 5° AAG CAG GTT TAG CGA TGG TTG 3°
BN AF447504 Hren et al., 2007
Reverse 5" TGG TAC CGT TGC TTC ATC ATT T 3*
Forward 5" TTATGC CTTATGTTACTG CITCTATIGTTA 3"
FD AY197685 Hren et al., 2007
Reverse 5" TCT CCT TGT TCT TGC CAT TCT TT 3*
Forward 5" AAA TAT AGT GGA GGT TAT CAG GGA TAC AG 3°
UNI - Hren et al., 2007
Reverse 5 AAC CTA ACATCT CAC GACACG AACT 3’
Forward 5 TCAATG CTCTTG GAGCTGCCATC 3’
WGPT? GSVIVT00006900001 Noronha et al.. 2015
Reverse 5" CTT CCT CACTGC TTT GCC TGA G 3°

2.4. Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila &, clorofila b e carotendides), foi feita
de acordo com um dos métodos apresentados em Lichtenthaler e Wellburn., (1983). Para extracao
dos pigmentos fotossintéticos foram utilizados 50 mg de po liofilizado e 1,5 mL de metanol. A
mistura foi homogeneizada e incubada durante 24 h a 4 °C no escuro. No final deste periodo as
amostras foram centrifugadas a 11000 x g e recuperado o sobrenadante. A leitura das absorvancias
dos pigmentos fotossintéticos foi feita a 666, 653 e 470 nm em sobrenadantes diluidos 10x, num
espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu Pharmaspec UV-1700). A quantificacdo dos diferentes
pigmentos foi feita de acordo com as equacdes apresentadas por Lichtenthaler e Wellburn., (1983)
com os coeficientes de extingdo molar para extracdo com metanol: Chla=15,65 Ass -7,34 Asss; Chlo=

27,05 As2-11,21 Ases; Cx+c= (1000 Awe-2,86 Ca -129,2 Cb) /245.
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2.5.  Quantificacdo de acucares redutores

Para quantificacao dos acucares redutores foram utilizados 50 mg de po liofilizado e 1 mL
de H:0 ultrapura previamente aquecida. Cada amostra foi vigorosamente agitada num vortex e o
homogeneizado foi centrifugado a 11000 x g durante 10 min. O sobrenadante foi recuperado e o
pellet novamente ressuspendido para uma segunda extracdo. A quantificacdo dos acucares
redutores foi feita pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS). Apds conjugacao dos dois
sobrenadantes, 250 uL de amostra foram colocados num tudo de reacdo com 250 uL de DNS, e a
mistura foi incubada num banho a 100 °C durante 3 min. A reacao foi interrompida retirando as
amostras do banho e adicionando 2,5 mL de H:0 ultrapura fria. A absorvancia de cada amostra foi
lida num espectrofotometro (Thermo Spectronic Genesys 20) a 540 nm. A concentracao dos
acucares redutores foi determinada usando uma curva de calibracao de glicose com a equacao (Abs

=0,0005[glicose]-0,0048).

2.6. Quantificacdo e identifica¢do de agticares por HPLC-RI

A identificacdo de acucares por HPLC foi feita de acordo com o método descrito por Conde
et al., (2015). Sucintamente, para cada estadio de desenvolvimento e condicéo, os acticares de 50
mg de pd de folha liofilizado foram extraidos em 1 mL H.O ultrapura e o extrato foi vigorosamente
agitado num vortex. Posteriormente foi adicionado 1 volume de cloroférmio a cada amostra, e a
mistura foi vigorosamente agitada durante 5 min e colocada numa incubadora a 50 °C durante 30
min com agitacdo continua (1400 r.p.m.). As amostras foram centrifugadas a 11000 x gdurante 20
min e o sobrenadante foi filtrado recorrendo a uma membrana de nitrocelulose com um poro de 0.2
um. A concentracdo de acucares presente em cada amostra foi quantificada por HPLC-RI usando
uma coluna Rezex RCM-Monosaccharide Caz (8%) (Phenomenex). O fluxo usado foi de 0.2 mL min:

1, a 40 °C, usando H:0 como fase mdvel. A identificacdo e concentracdo de acucares de cada
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amostra foi determinada comparando a area e o tempo de retencao dos picos com a area e o tempo

de retencao de curvas padrao.

2.7.  Quantificacdo de compostos fendlicos totais

Para quantificacao dos fendlicos totais foram utilizados 50 mg de pd de folha liofilizado e
1,5 mL de metanol 100%. As amostras foram vortexadas e colocadas num agitador rotativo a 100
r.p.m durante 15 min. Seguiu-se uma centrifugacdo a 13400 x g durante 20 min. A 20 uL de
sobrenadante foram adicionados 1,58 mL de H.0 e 100 uL de reagente de Folin. A mistura foi
incubada 5 min no escuro, a temperatura ambiente, e foram depois adicionados 300 uL de
carbonato de soédio a 2 M. Apds incubacédo no escuro durante 1 h, a mistura foi diluida 10 x e
determinada a sua absorvancia a 750 nm no espectrofotometro Thermo Spectronic Genesys 20.

A concentracdo dos fenolicos totais foi determinada usando uma curva de calibracao do

acido galico com a equacao (Abs =0,0385[acido galico]+0,0128).

2.8. Quantificacdo e identificacdo de compostos fendlicos totais por HPLC-DAD

A identificacdo de compostos do metabolismo secundario por HPLC-DAD foi feita a partir
extratos de folhas de videiras infetadas e respetivas folhas controlo. A extracdo foi feita usando 50
mg de pé de folha liofilizado, aos quais foi adicionado 1 mL de etanol:H.0 a 80% (v/v). As amostras
foram homogeneizadas num agitador rotativo a 100 r.p.m. durante 15 min e centrifugadas a 13400
x gdurante 20 min. O sobrenadante foi filtrado com uma membrana de nitrocelulose com um poro
de 0.2 um. As amostras foram corridas num HPLC-DAD (HITACHI, LabChrom Elite, Japdo) com o
sofware EZChorme elite. Foi utilizada uma coluna de fase reversa (LiChrospher 100 RP-18e, 5um,
Merk, Germany). A corrida foi realizada a temperatura ambiente utilizando dois solventes na fase

movel, solvente A, metanol e o solvente B agua ultrapura com 0,1% de acido formico, seguindo um
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gradiente de eluicao (tabela 2.2) durante 60 min cada, com um fluxo de 0.8 mL min. A detecao foi
realizada entre os 250-600 nm e os cromatogramas registados a 260, 280 e 350 nm. Os picos dos
cromatogramas foram analisados manualmente tendo em conta o espectro de absorcao e tempo
de retencao.

Tabela 2.2. Gradiente de eluicao utilizado no HPLC-DAD.

Tempo (min) Solvente A%  Solvente B %

0 5 95

5 5 95
30 50 50
40 90 10
45 90 10
50 5 95
60 5 95

2.9. Estudos da expressao de genes por PCR em tempo real
2.9.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA de cada condicéao foi realizada de acordo com o método descrito por Reid
et al. (2006), usando 50 mg de po de folha de videira. Os acidos nucleicos obtidos no final da
extracao foram purificados com um kit comercial (Grisp GRS Total RNA Kit — Plant). Sucintamente,
0 pellet obtido foi ressuspendido em 500 uL tampado R1 do kit seguindo-se posteriormente as
instrucdes do fabricante. O RNA foi quantificado num Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA)
e a sua integridade foi observada por eletroforese num gel de 1% de agarose suplementado com
0,5% da sonda SYBR- safe (Qiagen). Para a conversao de RNA em cDNA foi utilizado um kit comercial
(Grisp Xpert cDNA Synthesis Mastermix) seguindo as instrucdes do fabricante. O cDNA foi diluido
10x e a sua eficiéncia foi testada com uma reacéo de PCR em tempo real, usando primers do gene
constitutivo  Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase  (WGAPDH) (NCBI/Genbank:

XM_002263109: Gainza-Cortes et al., 2012).
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2.9.2. PCR em tempo real

O efeito da FD foi avaliado ao nivel da expressao de genes-chave envolvidos em diversas
vias metabolicas, nomeadamente, a via da biossintese das clorofilas, na via non-mevalonate (MEP),
0 transporte de acucares e a biossintese de compostos fenolicos. Para o efeito, foram desenhados
primers especificos para cada um dos genes selecionados (Tabela 2.3). A expressao dos genes foi
normalizada com a do gene de referéncia WGAPDH cofidicante da enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (NCBI/Genbank: XM_002263109; Gainza-Cortes et al. 2012). A especificidade de
cada reacdo foi visualizada através de uma curva de mefting, com inicio nos 65 °C e incrementos
sucessivos de 0,5°C até aos 95 °C. Os dados foram analisados com o software CFX Manager

Software (Bio-Rad laboratories, Inc.).
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Tabela 2.3. Sequéncias dos primers forward e reverse dos genes-chave selecionados para

estudos de PCR em tempo real.

Codigo do
Gene Genbank/NCBI/ Primers Referéncia
Genoscope
Forward
5° GCGTACGGTGGCAGA CTGAATATC 3°
WCHLSTN XM_0022632353  —— Este estudo
everse 5° AGC AGA GGC CAT GAT ACG TTG C 3
Forward
5° AGT TCG TGC AGT CGG CGA ATT G 3’
WGGPPS1I XM_002273753.4 o Este estudo
everse 5" TGC CCT GCA ACA AGT CCT TCT G 3’
WGGR Forward 5 AAA CGA CGT GTC GCC GGA TTT C 3
v XM_002273097.4 o Este estudo
everse 5" ACT GCC ACA TGG TCG CAT TTC G 3°
PoCAT] Foward 5 CCG TCT TCT GCT ACA CTG AGT TCG 3
v GSVIVT01021609001 —— Este estudo
everse 5° AAG TAG GCA AAC GAC CCACCAG 3
Forward 5" ATT GGG AGT TAC CTG GGA ATG GC 3
TApGTI GSVIVT01030495001 Este estudo
Reverse 5" AGT TGT TCA TCC ACT GGC GAA ATG3’
Forward 5" TCA ATG CTC TTG GAG CTG CCA TC 3’
PpGT2 GSVIVT01015361001 Este estudo
Reverse 5" CTT CCT CAC TGC TTT GCC TGA 3°
Forward 5" TAA CAA GCT TTG CTG GGA TGG C 3
VapGT4 GSVIVT01031006001 Este estudo
Reverse 5° GGG CAC TCC AAG TGA AAG AGA AGG ¥
Forward 5' TCA ATG CTC TTG GAG CTG CCA TC 3’
VWGPT2? GSVIVT00006900001 Noronha et al., 2015
Reverse 5 CTT CCT CAC TGC TTT GCC TGA G 3°
Forward 5° GGG AAC TTG GTT CAGACG TT 3’
VoPPT GSVIVT01007730001 Este estudo
Reverse 5° CCT TCA GAA CCT GCT TGT TG 3°
Forward 5° GTC TTG TGG CCG TTG TTA TGG C 3°
Vo MEX] GSVIVT01024263001 Este estudo
Reverse 5" TGG CAT CCA CAT GAA GAG AAG TG 3’
Forward 5" TTT CAG CAA GAG TGC CAA GT 3’
VoNTT} GSVIVT01017211001 Este estudo
Reverse 5° TCC CTT TAA CCT TGG TGT CC 3°
Forward 5" GGA TGC TCATCATGC TCT TCA 37
SIVEET] GSVIVT01010015001 Chong et al., 2014
Reverse 5 AAG CAG AGA GAA GGC AGT TGA G 3°
Forward 5* GGT TTT GGT GTG GTT GTT GAA 3°
PoSVEETI 7a GSVIVT01035138001 Chong et al., 2014
Reverse 5" AGC TAG AAA CCC CAC ATC CAA 3°
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(continuacao)
Cédigo do
Gene Genbank/NCBI/ Primers Referéncia
Genoscope
Forward 5’ CGA AGC AACTAG GCATGT GT 3’
Boubakri et al.,
JASTS NM_001281117.1 2013
Reverse 5" CTC CCC AAT CCAATCCTITCA 3
Forward 5" CCG AAC CGA ATC AAGGACTG ¥’
Boubakri et al.,
VAPAL XM _002281763.4 2013
Reverse 5° GTT CCA GCC ACT GAG ACA AT 37
Forward 5" TTCCGT GTT CCT ACT GTT G 37
VvGAPDH XM_002263109 Gainza-Conss
Reverse 5"CCTCTGACTCCTCCTTGAT3° ‘

2.10. Analise estatistica

Os resultados foram obtidos a partir de amostras em triplicado e apresentados com a média
+ desvio padrdo (SD). Estes foram analisados utilizando o teste de £Student e one-way ANOVA no
programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc, USA). As diferencas significativas nos testes
one-way ANOVA e £Student sao identificadas por letras, ou asteriscos onde: **** p < 0,0001; *** p

<0,001; ** p<0,01; *p<0,5; ns p=0,05.
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3.1 Detecao da flavescéncia dourada em videiras da variedade Loureiro por PCR em tempo real

Como referido nos Materiais e Métodos, para este estudo foram amostradas folhas de
plantas com sintomas visiveis de FD (infetadas) e de plantas assintomaticas (controlo) em dois
estados de desenvolvimento do cacho: fase verde (abertura do cacho, E-L 33) e fase de bago maduro
(E-L 38; Coombe et al. 1995).

Os ensaios de detecdao da FD por PCR em tempo real, usando primers especificos,
confirmaram a presenca do fitoplasma em folhas de plantas sintomaticas no estado de
desenvolvimento E-L38 (fase madura) (Figura 3.1). Em contraste, no estado E-L 33 (abertura do
cacho) o fitoplasma nao foi encontrado, tanto em folhas de plantas sintomaticas como
assintomaticas.

Foram ainda usados primers para a detecao do fitoplasma responsavel pela doenca Bois
Noir (BN) e primers universais (UNI) para a detecéo de outros fitoplasmas. Os resultados sugeriram
gue as videiras nao estdo infetadas por estes fitoplasmas. Como controlo positivo foi amplificado o
gene codificante de um translocador de glicose-6-fosfato (WGPT2A que revelou estar expresso em
todos os estagios de desenvolvimento e condicdes fitossanitarias (Figura 3.1), o que nos permitiu

validar o protocolo de rastreio da doenca.
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Figura 3.1. Detecdo do fitoplasma da flavescéncia dourada em folhas de videira
assintomaticas (-FD) e sintomaticas (+FD) nas fases de desenvolvimento vegetativo verde (E-L 33) e
maduro (E-L 38). Nos graficos estd indicada a expressdo do gene codificante para a proteina
transportadora de glicose-6-fosfato (WGPT72 utilizado como controlo positivo, do transcrito
identificativo da infecdo por Bois Noir (B, do transcrito identificativo da infecdo por flavescéncia

dourada (£0) e de um gene universal de detecao fitoplasmas (Un)).

3.2 Concentracéo dos pigmentos fotossintéticos em plantas infetadas e assintomaticas

Como se pode observar na figura 3.2, os resultados mostraram que as folhas das plantas
infetadas (+FD) possuem menos pigmentos fotossintéticos que as folhas das plantas assintomaticas
(-FD). Com efeito, em folhas de plantas infetadas a concentracao de clorofila afoi 18% e 55% inferior,

nas fases E-L 33 e E-L 38, respetivamente, relativamente aos controlos.
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Figura 3.2. Concentracao de clorofilas e carotenoides em folhas de videira assintomaticas (-
FD) e sintomaticas (+FD) nas fases de desenvolvimento vegetativo verde (E-L 33) e maduro (E-L 38).

(a) Concentracao de clorofila g, (b) Concentracao de clorofila b, (c) Concentracao de clorofilas a+6,
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(d) Concentracao de clorofilas a/ b, (e) concentracao de carotendides.

Contrariamente aos resultados obtidos em folhas de plantas assintomaticas, onde néo se

verificaram diferencas significativas nos niveis de clorofila entre os estados de desenvolvimento, nas
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folhas de plantas infetadas ocorreu uma reducao de 50% da clorofila a da fase E-L 33 para a fase E-
L 38 (Figura 3.2a).

A quantificacédo de clorofila 6 revelou um padrao semelhante ao observado para a clorofila
a (Figura 3.2b). Com efeito, foi observado que na fase E-L 33 ocorreu uma reducao de 17% dos
niveis de clorofila 6 em folhas de plantas infetadas relativamente aos controlos, enquanto que na
fase E-L 38 a reducao foi de 55%. Por outro lado, em folhas de plantas sintomaticas observou-se
uma reducao de 51% dos teores de clorofila 6 da fase E-L 33 para a fase E-L 38.

O somatorio da clorofila @ e da clorofila b (a+5) revelou uma acentuada diminuicao dos
pigmentos fotossintéticos em folhas infetadas com flavescéncia dourada (Figura 3.2c). Verificou-se
ainda que a flavescéncia dourada teve um impacto negativo equivalente em ambos os pigmentos
fotossintéticos, uma vez que as razdes clorofilas a/ b nao sofreram variacao (Figura 3.2d).

Ao contrario dos resultados obtidos relativamente ao teor de clorofilas, outros pigmentos da
folha como os carotenoides totais nao foram significativamente afetados pela flavescéncia dourada

(Figura 3.2e).

3.3 Expressdao de genes das vias de biossintese das clorofilas em plantas infetadas e
assintomaticas

Com o objetivo de compreender os resultados anteriores que mostraram uma reducéo
significativa dos pigmentos fotossintéticos em plantas sintomaticas, os estudos prosseguiram com
0 estudo da expressao relativa de genes-chave codificantes de proteinas envolvidas nas vias de
biossintese dos pigmentos fotossintéticos.

Os resultados da Figura 3.3a mostram que em folhas de plantas assintomaticas os niveis
de transcritos do gene WCHLSYN, que codifica a clorofila sintase, aumentaram significativamente

(ca. 60%) do estado E-L 33 para o estado E-L 38, no entanto, a infecdo pela flavescéncia dourada
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impediu este aumento dos niveis de transcritos. Com efeito, na fase E-L 38 os niveis de transcritos
do gene WCHLSYNem folhas de plantas sintomaticas foram 63% inferiores aos niveis de transcritos

quantificados em folhas de plantas assintomaticas.
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Figura 3.3. Expressao relativa de genes responsaveis pela sintese de clorofilas em em folhas
de videira assintomaticas (-FD) e sintomaticas (+FD) nas fases de desenvolvimento vegetativo verde
(E-L 33) e maduro (E-L 38). Expressao relativa do gene codificante de (a) clorofila sintase
(WCHLSYN, (b) geranilgeranil difosfato sintase (WGGPPS11), (c) geranilgeranil redutase (WGGH),
(d) transportador de aminoacidos CAT1 (WCATI).

A expressao do gene WGGPPS11 que codifica a enzima geranilgeranil difosfato sintase
apresentou um padrao de expressao semelhante a do gene WCHLSYNem resposta a infecao (Figura

3.3b).
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A expressao do gene WGGK, que codifica a proteina geranilgeranil reductase, diminuiu
apenas em folhas infetadas na fase E-L 33 (Figura 3.3c), em comparacdo com o controlo. A
expressao do gene codificante do transportador de aminoacidos VWCAT1 revelou um padrao
semelhante aos genes anteriores, tendo sido medido um decréscimo dos niveis de transcritos em

folhas de plantas infetadas de 47% na fase E-L 33 e 54% na fase E-L 38 (Figura 3.3d).

3.4 Concentracdo de fotoassimilados em folhas de plantas infetadas e assintomaticas e
expressao de genes chave do metabolismo dos acticares

Os resultados mostraram que em folhas de videiras infetadas com FD os niveis de acucares
redutores aumentaram 11% (na fase E-L 33) e 34% (na fase E-L 38) (Figura 3.4a), em comparacao
com os controlos. Ao contrario do observado em folhas de plantas assintomaticas, em folhas de
videiras infetadas a concentracao de acucares redutores aumentou 13% da fase E-L 33 para a fase
E-L 38 (Figura 3.4a). Para avaliar com maior precisao o impacto da FD no metabolismo dos
fotoassimilados na folha, os principais aclcares foram quantificados por cromatografia liquida
(HPLC-RI). Na fase E-L 38, observou-se um aumento significativo de 18% nos niveis de sacarose em

folhas infetadas em relacéo ao controlo (Figura 3.4b).
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Figura 3.4. Concentracdo de aclcares e expressao relativa de genes responsaveis pelo
transporte plastidial de acticares em folhas de videira assintomaticas (-FD) e sintomaticas (+FD) nas
fases de desenvolvimento vegetativo verde (E-L 33) e maduro (E-L 38). (a) Concentracdo de acticares
redutores, (b) concentracdo de sacarose, (c) concentracao de frutose, (d) concentracédo de glicose.

Expressao relativa dos genes transportadores de acucar (e) SWEET1 e (f) SWEET17a.
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Relativamente aos acucares redutores, na fase E-L 38 verificou-se que a concentracao de
frutose foi ligeiramente superior (7%) em folhas de videiras infetadas do que em folhas de videiras
assintomaticas (Figura 3.4c). Na fase E-L 38, a concentracdo de glicose aumentou também
ligeiramente (5%) em folhas infetadas relativamente ao controlo (Figura 3.4d). Estes resultados
sugerem que outros aclcares redutores, para além da frutose e da glicose, devem ter contribuido
para 0 aumento de 34% observada em folhas de videiras infetadas na fase E-L 38.

Os resultados apresentados na figura 3.4e mostram que em folhas de plantas
assintomaticas os niveis de transcritos do gene WSWEETI, que codifica um transportador
bidirecional de acucares de baixa afinidade membranar, aumentaram significativamente (200%) do
estado fenoldgico E-L 33 para a fase E-L 38, no entanto, este aumento foi impedido pela infecao.
Com efeito, na fase madura os niveis de transcritos do WSWEETI em folhas de plantas infetadas
foram 44% menores que em folhas de plantas assintomaticas.

Em folhas de plantas assintomaticas os niveis de transcritos do gene WSWEET1/a sofreram
uma reducao da fase E-L 33 para a fase E-L 38, tendo sido obtido um padrdo semelhante em folhas
de plantas infetadas (Figura 3.4f). Ao contrario do WSWEET 1, a expressdo do WSWEET17a nao foi

significativamente afetada pela infecéo.
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3.5 Expressao de genes do plastideo em folhas de plantas infetadas e assintomaticas

A expressao relativa de alguns genes que codificam proteinas plastidiais foi estudada para
se tentar compreender o efeito da flavescéncia dourada no efluxo dos acucares produzidos no
plastidio. Em folhas de plantas assintomaticas, a expressdo do gene WpGT71 que codifica uma
proteina exportadora de glicose sofreu uma reducéo substancial da fase E-L 33 para a fase E-L 38,
tendo-se observado um padrao semelhante em folhas de plantas infetadas (Figura 3.5a). Os niveis
de transcritos do gene sofreram uma reducao significativa de 47% em folhas de plantas infetadas
apenas na fase E-L 33 (Figura 3.5a).

A expressao do gene VG722 revelou um padrao de expressao semelhante ao gene WpGT1
(Figura 3.5b).

Os niveis de transcritos do gene WpGT74 também sofreram uma reducdo em folhas
assintomaticas da fase E-L 33 para a fase E-L 38, tendo-se observado um padrdo semelhante em
folhas de plantas infetadas, sendo que em ambas as fases nao se observou qualquer efeito da
infecdo na expressdo do gene (Figura 3.5¢).

A expressdo do gene WGPTZ que codifica uma proteina importadora de glicose-6-fosfato da
membrana plastidial sofreu uma reducdo acentuada em folhas de plantas assintomaticas da fase E-
L 33 para a fase E-L 38, no entanto, esta reducédo nao foi medida em folhas de plantas infetadas
(Figura 3.5d). Com efeito, em folhas de plantas infetados na fase E-L 38 os niveis de transcritos do

gene foram 333% superiores aos medidos em folhas controlo de plantas assintomaticas.
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Figura 3.5. Expressao relativa de genes do plastidio em folhas de videira assintomaticas (-

FD) e sintomaticas (+FD) nas fases de desenvolvimento vegetativo verde (E-L 33) e maduro (E-L 38).

Expressao relativa dos genes responsaveis pelo transporte plastidial de actcares (a) WpGT71, (b)

WpGT2, (c) WpGT4, (d) WGPTZ, de fosfoenolpiruvato (e) WPPT, de maltose (f) WMEXI, e de ATP

(g) WNTTI.
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A expressao do gene WPPT que codifica a proteina importadora de fosfoenolpiruvato da
membrana plastidial foi menor em folhas de videira na fase E-L 38 do que na fase E-L 33 e este
padrao foi semelhante em folhas de plantas infetadas, ndo se tendo verificado qualquer efeito da
infecao na expressao do gene em ambas as fases (Figura 8e). Ao contrario, o efeito da infecao pela
FD foi bem evidente na expressao do gene WMEX que codifica uma proteina exportadora de maltose
da membrana plastidial. Com efeito, na fase E-L 38 os niveis de transcritos do gene foram 64% em
inferiores em folhas infetadas do que em folhas de plantas assintomaticas (Figura 3.5f).

A expressao do gene WNTT1 que codifica uma proteina antiportadora de ATP com ADP da
membrana plastidial também diminuiu ao longo do desenvolvimento em folhas de plantas
assintomaticas, da fase E-L 33 para a fase E-L 38. A infecao pela FD teve um impacto negativo na
expressao do WWNTT1 apenas na fase E-L 33 onde se observou uma diminuicao de 33% do numero

de transcritos (Figura 3.4g).

3.6 Metabolismo secundario em folhas de plantas infetadas e assintomaticas

Em folhas de plantas infetadas na fase E-L 38 o teor de compostos fenolicos totais foi 30%
superior ao medido em folhas controlo (Figura 3.6a). No entanto, quando se mediu a expressao de
dois genes chave que codificam enzimas do metabolismo secundario, a fenilalanina aménia liase
(VWPAL) e a stilbeno sintase (VWWSTS), observou-se que o aumento do contetudo em fenolicos totais
nao deve resultar do aumento da sua sintese, uma vez que a expressao destes genes foi

substancialmente reprimida na fase E-L 33 (Figura 3.6b,c).

36



Resultados

a 15 b_25
o VvPAL
— O a =
o 8 ab ab b - =2.01 T
© ©
5 210 I, L 2
e ®154| 2
§ Q o
Iy t0:::0 1.04
S 205- & 2
S 5 i b b
| 5 0.51 . T
]
00 1 T L 00 1 T 1
FD +FD -FD +FD -FD +FD -FD +FD
E-L 33 E-L 38 E-L 33 E-L 38
C 25
x WSTS
= a
=204
g | L
© 1.54
L
:8 1.01 -l?-
[7)]
o
15_0_5-
] C
00 T T L 1
FD +FD -FD +FD
E-L 33 E-L 38

Figura 3.6. Concentracdo de fendlicos totais e expressao relativa de genes de metabolismo
secundario em folhas de videira assintomaticas (-FD) e sintomaticas (+FD) nas fases de
desenvolvimento vegetativo verde (E-L 33) e maduro (E-L 38). (a) Concentracdo de compostos
fendlicos totais. Expressdo relativa dos genes codificantes das enzimas (b) stilbeno sintase (W/S79)

e (c) fenilalanina amonia liase (W/PAL).

De modo a caracterizar o perfil de compostos secundarios que se acumulam nas folhas em
resposta a infecao, procedeu-se a analise dos extratos etandlicos por HPLC-DAD (Figura 3.7). Foram
identificados 3 grupos de compostos: os acidos hidroxicinamicos, os flavonois e os flavan-3-ols.
Quando se quantificaram os acidos hidroxicinamicos identificaram-se duas isoformas de acido
cafeoiltartarico, sendo que apenas uma delas apresentou uma diminuicdo significativa de 10% em

folhas infetadas na fase E-L 33 em comparacdo com o controlo. Por outro lado, na fase E-L 38
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ambas as isoformas sofreram um aumento significativo. Foram também identificadas duas
isoformas de acido cumaroiltartarico. Na fase E-L 33, apenas uma delas sofreu um aumento em
folhas infetadas (32%), enquanto que na fase E-L 38 ambas as isoformas apresentam diferencas
significativas. Os acidos hidroxicinamicos totais diminuiram 5% em folhas de videiras infetadas na
fase E-L 33, contrariamente ao medido na fase E-L 38, onde se verificou um aumento em

comparacao com os respetivos controlos (Figura 3.8a).
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Figura 3.7. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD (280 nm) referentes a analise de extratos
etandlicos de folhas de videira da variedade Loureiro controlo e infetadas com flavescéncia dourada
na fase maduro (E-L 38). (a) Cromatograma dos compostos de folhas de videiras controlo, e (b)

infetadas com flavescéncia dourada.

Relativamente aos flavondis, em plantas na fase E-L 38 observou-se um aumento de 10%
dos niveis de quercetina-3-O-glicdsido em folhas de plantas infetadas em comparacdo com o

controlo. De forma similar, a quercetina-3-O-galactésido sofreu um aumento em ambas as fases de
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desenvolvimento em resposta a infecdo. Foram ainda detetados outros derivados de quercetina, nao
identificados, para os quais se verificou um aumento significativo nas fases E-L 33 e E-L 38. Os
niveis de campferol-3-glicosido e de um seu derivado aumentaram em resposta a doenca em ambas
as fases (Figura 3.8b).

Relativamente aos flavan-3-ols, foram identificados dois derivados de catequinas que
apresentaram um aumento significativo em folhas de plantas infetadas na fase E-L 33 em
comparacao com o controlo. Na fase E-L 38 observou-se um aumento nos niveis de quatro derivados
(ndo identificados) das catequinas e a diminuicao de um quinto metabolito pertencente a esta familia

(Figura 3.8c).
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Figura 3.8. Racio entre os niveis de compostos fendlicos analisados por HPLC-DAD em
folhas infetadas versus controlo, em dois estados fenologicos E-L 33 (verde) e E-L 38 (maduro). (a)

Acidos hidroxicinamicos, (b) flavonais, (c) flavan-3-ols.
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4, Discussao

4.1. Atécnica de PCR em tempo real pode ser ineficaz para diagnosticar a flavescéncia dourada
em fases mais precoces do desenvolvimento vegetativo

Em folhas de videira da variedade Loureiro na fase de desenvolvimento E-L 38 (fase
madura), com claros sintomas de infecao por flavescéncia dourada (FD), foi detetada a presenca do
fitoplasma por PCR em tempo real, recorrendo a primers especificos. Este trabalho beneficiou da
otimizacao da técnica que foi conseguida anteriormente no ambito da tese de mestrado de Biologia
Molecular, Biotecnologia e Bioempreendedorismo em Plantas (Departamento de Biologia,
Universidade do Minho, 2016) onde a doenca foi diagnosticada em videiras da mesma variedade na
Estacdo Vitivinicola Amandio Galhano. A experiéncia tem mostrado que em algumas plantas
sintomaticas nao é possivel detetar a presenca do fitoplasma. Com efeito, estudos realizados por
Botti e Bertaccini (2007) em 1424 amostras de videiras sintomaticas mostraram que 37% das
plantas ndo evidenciaram a presenca dos fitoplasmas responsaveis pela flavescéncia dourada (FD)
e pelo Bois Noir (BN). A ocorréncia de falsos negativos pode estar relacionada com a fase de
desenvolvimento da planta, uma vez que fases mais precoces de desenvolvimento vegetativo, como
a fase E-L 33, estdo normalmente associadas com uma menor proliferacao dos fitoplasmas nos
tecidos da planta. No presente estudo, a FD também néo foi detetada em folhas de plantas na fase
E-L 33, ao contrario de estudos anteriores realizados na mesma vinha (julho de 2015), que
identificaram a estirpe 16SrV-D do fitoplasma em nervuras de folhas de todas as 16 videiras
sintomaticas amostradas (Oliveira et al., 2020). Portanto, um método tao preciso como o PCR em
tempo real, pode ser incapaz de diagnosticar eficazmente a doenca. No presente estudo foi usado
DNA de toda a folha o0 que pode explicar a auséncia de detecao em fases mais precoces. Estudos

anteriores mostraram que nas variedades Modra frankinja e Refosk o fitoplasma é detetado em fases
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mais tardias do desenvolvimento vegetativo em tecidos como veias foliares, peciolos, pelicula, polpa

e peciolo pedicelo ou pedunculo (Prezelj et al., 2013).

4.2. As vias de biossintese da clorofila sdo inibidas em folhas de plantas infetadas com
flavescéncia dourada

O decréscimo dos niveis de clorofilas conduz ao amarelecimento das folhas (Leon et al.,
1996; Vitali et al., 2013). No presente trabalho foi observado que em folhas de videira infetadas
ocorreu uma grande diminuicdo do teor em clorofilas a e clorofilas b, mais pronunciada na fase
madura (E-L 38) (Figura 4.1). Nas variedades Chardonnay, Grenache, Marselan e Vermentino
infetadas com BN e FD também foram descritos valores inferiores de clorofilas a e 6 (Bertamini e
Nedunchezhian., 2001; Al-Saddik et al.,2019). Como esperado, a reducao do teor em clorofilas
traduz-se numa menor taxa fotossintética (Bertamini e Nedunchezhian., 2001; Vitali et al., 2013;

Oliveira et al., 2020).
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Figura 4.1. Folhas e cachos de videiras da variedade Loureiro controlo (-FD) e infetadas

(+FD) em dois estados de desenvolvimento (verde E-L 33 e maduro E-L 38).

Ao contrario das clorofilas, no presente estudo nao se observaram alteracdes no conteudo
em carotenoides totais. Contudo, na variedade Chardonnay infetada por BN, ocorreu um decréscimo

de 52% no conteudo em carotendides totais (Bertamini e Nedunchezhian 2001). Neste contexto, no

44



Discussdo

nosso laboratorio encontram-se em curso estudos mais detalhados de determinacao dos
carotendides por técnicas de HPLC-MS.

A observacao da diminuicao do teor em clorofilas levantou a possibilidade da infecao
produzir modificacdes do metabolismo dos isoprenodides pela modificacdo ao nivel transcricional de
alguns genes que codificam enzimas chave desta via. A clorofila @ é sintetizada a partir das
moléculas precursoras geranilgeranil difosfato e fitil-difosfato pela acao das proteinas GGPPS e GGR
(Ruiz-Sola., 2016). O geranilgeranil-difosfato (GGPP) e o fitil-difosfato sédo importantes pontos de
ramificacao para varias vias de terpenoides a jusante responsaveis pela biossintese de compostos
como: clorofilas, tocoferois, giberelinas, plastoquinonas, diterpenoides, carotenoides e seus
produtos de decomposicdo (acido abscisico, estrigolactonas), todos sintetizados em plastideos
(Tholl., 2015). Com efeito, os resultados confirmaram que, em resposta a infecdo, ocorreu uma
repressao acentuada da expressao de genes que codificam as enzimas geranilgeranil difosfato
sintase (WGGPPS11), geranilgeranil reductase (WGGR e clorofila sintase (WCHLSYM
principalmente em folhas de plantas na fase E-L 38.

Alguns estudos tém mostrado que 0 aumento nos niveis de hexoses livres nos tecidos pode
inibir a fotossintese por um mecanismo de feedback negativo, pela repressdo de genes chave
envolvidos no processo fotossintético (Sheen, 1990; 1994). Desta forma, nao é possivel excluir a
hipotese que a inibicdo observada da expressao de genes que codificam proteinas chave para a
sintese de clorofila pode ser causada pelo aumento dos niveis de acucares que foram medidos em
folhas de videiras infetadas.

O precursor mais a montante da clorofila € o aminoacido L-acido glutamico, proveniente da
via de sintese da alanina, aspartato e glutamato (Kim et al., 2013; Novak Vanclova et al., 2019),
pelo que no presente trabalho foi estudada a expressdao do transportador membranar de

aminoacidos WCATI em resposta a infecdo. Com efeito, os resultados mostraram que a expressdo
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relativa deste gene baixou significativamente em folhas de videiras infetadas, o que podera ter
contribuido para a reducéo dos niveis de acido glutamico.

Para além do efeito observado da FD na biossintese das clorofilas, outros estudos tém
mostrado que enzimas chave da fotofosforilacao, como a ATPsintase, e do Ciclo de Calvin, como
Rubisco e Rubisco activase, podem ser inibidas (Margaria e Palmano., 2011; Margaria et al., 2013;

Dermastia et al., 2017).

4.3. Metabolismo dos acticares € modificado em folhas de plantas infetadas com flavescéncia
dourada

Contrariamente ao efeito observado da infecdo sobre os pigmentos fotossintéticos, os
resultados mostraram uma acumulacao de acucares redutores em folhas de videira infetadas por
FD, principalmente na fase E-L 38. Para além dos acucares redutores (glicose e frutose) verificou-se
uma grande acumulacao de sacarose em folhas de videiras infetadas, igualmente mais acentuada
na fase E-L 38. Como referido acima, o nivel aumentado destes acuicares podera estar implicado,
pelo menos em parte, na repressao de genes chave envolvidos na biossintese das clorofilas.

Diferentes estudos tém mostrado que a acumulacédo de acucares e de outros metabolitos,
como proteinas, em videiras infectadas com BN, virus Pinot gris ou mildio é causada pelo blogueio
dos vasos floémicos devido a deposicao de calose nas placas crivosas dos elementos floémicos
(Knoblauch et al., 2001; Christensen et al., 2004; Tarquini et al., 2018; Farouk et al., 2017). Este
bloqueio foi comprovado recentemente por microscopia electronica de transmissao nas videiras
infetadas com FD usadas no presente estudo (Oliveira et al., 2020), pelo que o aumento dos niveis
de acucares em folhas infetadas pode dever-se, pelo menos em parte, ao blogueio do movimento
dos aclicares das folhas para os 6rgdos de armazenamento. Contudo, no presente trabalho
pretendeu-se ainda testar a hipotese que o aumento dos niveis dos acucares nas folhas pode ser
causado por alteracoes nos mecanismos de transporte transmembranar e acucares. Para o efeito,
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foi estudada a expressao de genes chave que codificam transportadores membranares em resposta
a infecao.

Os resultados mostraram que a expressao de genes que codificam transportadores da
membrana plastidial envolvidos no efluxo de acucares, como o WSWEET 1, foi reprimida em resposta
a infecao. Ao contrario, estudos anteriores na variedade Modra frankinja mostraram que a
flavescéncia dourada nao afetou a expressao do WSWEETI, bem como dos genes WSWEET1/a e
WSWEETI10 (Prezelj et al., 2016). Em concordancia com estes resultados, no presente estudo os
niveis de transcritos do gene WSWEET17a nao sofreram alteracdes em resposta a infecao.

No estudo referido acima (Prezelj et al., 2016) foi reportado o aumento da expressao do
gene WSUSY4 que codifica a enzima sacarose sintase em resposta a infecao, o que pode explicar
0 aumento de sacarose observado no presente estudo na variedade Loureiro. No entanto, para se
validar esta hipétese pretendeu-se medir a expressao deste gene no material biolégico utilizado, bem
como estudar a atividade da enzima em extratos proteicos.

No presente trabalho, para além do WSWEET1 , foi também estuda a expressao de outros
genes que codificam proteinas exportadores de aclicares da membrana plastidial como o WpGT1,
0 WpGT2 e o WpGT4 (Zeng et al., 2014; Noronha et al., 2018), mas os resultados mostraram que
0s niveis de transcritos ndo foram substancialmente diferentes entre folhas de plantas infetadas e
assintomaticas, exceptuando o VipG71e WpGT2na fase E-L 33.

0 gene WGPTZ codifica uma proteina da membrana plastidial que importa glicose-6-fosfato
posteriormente usado como precursor da sintese de amido (Noronha et al., 2015). No presente
trabalho foi observado que a expressao deste gene em folhas de videiras infetadas diminuiu na fase
verde e aumentou na fase E-L 38.

Estudos recentes mostraram que na presenca de niveis de CO. elevado, ou quando o

metabolismo do amido é interrompido, é induzida a expressdo do gene GP7Z2 que codifica um
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antiportador de G6P com Pi da membrana plastidial (Weise et al., 2019). Em Arabidopsis thaliana
apds exposicao a luz, a transcricao do GP72 aumenta transitoriamente 100 vezes em 2 h (Weise et
al., 2019). Em videira foram identificados trés variantes de splicing para o gene WGPT2 (WGFPTZa,
WGPTZB e WGPTZ() mais expressas nas folhas do que em outros ¢rgaos, sugerindo que os
transportadores VWGPT1 e WGPT2() medeiam sugerindo o transporte de glicose-6-Pi através da
membrana plastidial (Noronha et al., 2015). Os resultados do presente estudo sugerem que a
diminuicdo dos teores de clorofila em folhas de videiras infetadas com FD, e a consequente clorose,
podera explicar o aumento da expressao do gene GPT2, por via do aumento da intensidade de luz
gue atinge o mesdfilo foliar, como observado em Arabidopsis (Weise et al., 2019).

O gene WPPT codifica uma proteina transportadora da membrana plastidial que importa
fosfoenolpiruvato (PEP), posteriormente utilizado na sintese de acidos gordos e na via do chiquimato
(Bockwoldt., 2019). O transporte deste metabolito para os cloroplastos reveste-se de elevada
importancia uma vez que a sua sintese ocorre apenas no citosol, resultante da glicélise (Prabhakar
et al., 2009). Mutantes de Arabidopsisincapazes de expressar o gene PPT1 evidenciam um fendtipo
caracteristico com folhas reticuladas incapazes de produzir antocianinas por nao ser possivel
produzir a fenilalanina, precursor da via dos fenilpropanoides. No presente trabalho observou-se que
a expressdo do gene WPPT foi consistentemente mais baixa em folhas de plantas infetadas, pelo
gue a via do chiquimato pode ser comprometida, nomeadamente a sintese da fenilalanina e, mais
ajusante, a sintese de compostos secundarios, bem como a sintese proteica (Streatfield et al., 1999;
Voll et al., 2003; Staehr et al., 2014; Pinard e Mizrachi., 2018).

O gene WMEX codifica um transportador da membrana plastidial que exporta maltose
(Niittyla et al., 2004). Durante a noite, na auséncia de luz, o amido acumulado nos cloroplastos é
desdobrado em glicose e maltose que séo transportados para o citosol e posteriormente usados no

fabrico da sacarose que é transportada para os tecidos heterotroficos (Noronha et al., 2018).
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Mutantes mexl de Arabidopsis acumulam amido e maltose, resultando num crescimento
gravemente retardado (Niittyla et al., 2004; Cho et al., 2010). Mutantes duplos pgte mex produzem
menos clorofilas. Os autores sugerem que alteracoes no efluxo dos fotoassimilados do cloroplasto
limitam a atividade fotossintética e estao associados com degradacéo dos cloroplastos (Cho et al.,
2010). No presente estudo a expressao do gene diminuiu consistentemente em folhas de videira na
fase E-L 38 infetadas com FD, o que, de acordo com estudos acima referidos, pode explicar, pelo
menos em parte, as modificacdes observadas no teor de clorofilas. O padrao de expressao
observado dos genes que codificam transportadores membranares de aclcares e de precursores
de vias metabdlicas como a do chiquimato podem contribuir, pelo menos em parte, para as
alteracdes observadas no padrao de acumulacdo de acucares bem como para a forte reducao de
clorofilas observada em folhas de videira em resposta a infecao.

No presente estudo, foi observado que os niveis de transcritos do gene W71 apenas se
alteram em folhas de videira infetadas na fase mais precoce do desenvolvimento vegetativo estudada
(E-L 33). Este gene codifica um antiportador de ATP com ADP da membrana plastidial (Reiser et al.,
2004). Mutantes nftl e nitt? /de Arabidopsis expostos a ciclos de dia curtos e luminosidade reduzida
exibiram uma capacidade de defesa aumentada contra stress biotico, formacao de zonas necréticas,
e aumento dos niveis de H.O..Ao contrario, em mutantes nftl e ntt? / expostos a dias longos este
fendtipo ndo se observa uma vez que a producao de ATP é suficiente no interior do cloroplasto
devido a maior taxa fotossintética, pelo que nao € necessario o envolvimento do NTT para importar
ATP (Schmitz et al., 2010). Outros estudos mostraram que a importacao de ATP para o cloroplasto
durante a noite é necessaria para o controlo da biossintese de clorofilas, bem como para evitar a
formacdo de lesdes e prevenir danos foto-oxidativos (Reinhold et al., 2007). Neste estudo foi ainda
observado que mutantes para este gene exibiam maior capacidade de degradacdo do amido. Com

base nestes estudos, o deficiente atempamento das varas de videiras infetadas (sintoma
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caracteristico da doenca) pode estar relacionado com a reducao da sintese de amido provocada pela
repressao gene WANTT1 em resposta a infecdo, mas sao necessarios mais ensaios para confirmar

esta hipotese.

4.4, Metabolismo secundario é modificado em videiras infetadas com a flavescéncia dourada

Os resultados do presente estudo mostraram que folhas de videira da variedade Loureiro
infetadas com FD revelaram um aumento de fendlicos totais na fase mais adiantada do
desenvolvimento (E-L 38). No entanto, contrariamente ao esperado, ndo foi observado o aumento
da expressao de genes chave do metabolismo secundario como WPAL e WSTS que codificam,
respetivamente, a fenilalanina amonia liase e a stilbeno sintase, sugerindo que o aumento dos
fendlicos totais pode estar relacionado com a obstrucao dos vasos floémicos, como ja foi discutido.
No entanto, sao necessarios estudos mais completos, incluindo estudos de expressao de outros
genes e isoformas do metabolismo secundario, bem como estudos de atividade enzimatica, para
descartar completamente a hipétese que o metabolismo secundario nao é estimulado na casta
Loureiro em resposta a infecdo. Com efeito, em estudos anteriores, foi observado que as infecdes
por fitoplasmas produzem modificacdes nas vias do metabolismo secundario de varias espécies
vegetais, incluindo a videira, nomeadamente pela estimulacdo da via de sintese dos fenilpropandides
(Mardi et al., 2015; Ye at al., 2017; Dermastia et al., 2019). Por exemplo, em videiras da variedade
Chardonnay infetadas por Bois Noir (BN), observou-se um aumento da expressdo da PAL (Hren et
al., 2009).

Independentemente dos mecanismos envolvidos no aumento observado nos niveis de
fendlicos totais em folhas da variedade Loureiro, este resultado vai de encontro ao descrito na
literatura (Margaria et al., 2014; Prezelj et al., 2016; Dermastia et al., 2019; Bertazzon et al., 2019),

pelo que o presente estudo contemplou ainda uma andlise mais detalhada dos diferentes
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compostos, por métodos analiticos mais precisos, como HPLC-DAD, tendo sido identificados trés
familias de compostos, os acidos hidroxicinamicos, os flavonois e flavan-3-ols. De modo geral
verificou-se um decréscimo do acido cafeoiltartarico e do acido cumaroiltartarico na fase E-L 33 e
um aumento na fase E-L 38. Verificou-se ainda um aumento generalizado dos flavonois (quercetinas)
e flavan-3-ols (catequinas) identificados nas duas fases de desenvolvimento.

Estes resultados vao de encontro ao descrito na literatura onde se observou que a infecao
por BN e FD esta associada com um aumento dos acidos hidroxicinamicos, flavonois e flavan-3-ols
em folhas de videira, embora este aumento varie de acordo com o estado de desenvolvimento
(Dermastia et al., 2017). Em folhas da variedade Chardonnay, ocorreu um aumento nos niveis de
campeferol-3-O-glicosido e de quercetinas na fase E-L 38 (Dermastia et al., 2017).

A sintese de compostos secundarios esta relacionada com a resposta a agressoes
ambientais, como herbivoria, stresse abioético e biotico (Teixeira et al., 2013; 2014; Goufo et al.,
2019). Por exemplo, em videiras infetadas por ESCA os niveis de acidos hidroxicinamicos e flavonois
aumentam substancialmente (Lima et al., 2017). Igualmente em videira tem sido amplamente
reportado que o aumento da sintese de metabolitos secundarios em plantas infetadas com
fitoplasmas representa um mecanismo de resposta da planta a infecdo de modo a minimizar os
seus efeitos (Margaria et al.,2014; Prezelj et al.,2016; Bertazzon et al.,2019). Tratando-se de um
tema tdo relevante do ponto de vista cientifico e agronodmico, este trabalho merece estudos mais

aprofundados, como referido acima, que se encontram em curso no laboratorio de Biologia Vegetal.
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A flavescéncia dourada (FD) é uma doenca da videira causada pelo fitoplasma Candidatus
Phytoplasma vitis e propagada pelo vetor cicadelideo Sacaphoideus titanus. Como referido na
Introducao, a doenca foi identificada em diversas areas vitivinicolas da Europa, incluindo em Portugal
onde se encontra largamente disseminada nas vinhas da regido norte do pais, nomeadamente na
vinha que foi alvo de estudo do presente trabalho. Uma vez que tratamentos curativos ainda nao se
encontram a disposicdo dos produtores, a utilizacao de testes de diagnostico sensiveis, como o
utilizado no presente estudo, baseado na técnica de PCR em tempo real, torna-se fundamental para
0 seu controlo. Contudo, ainda que este método se afigure como altamente sensivel e reprodutivel
pode também gerar falsos negativos, como observado no presente trabalho, dependendo do estado
de desenvolvimento da planta e do grau de proliferacdo da infecao nos diferentes tecidos. Neste
sentido, o presente trabalho beneficiou de estudos anteriores desenvolvidos no ambito da tese de
mestrado de Aurea Gomes intitulada “Estudos bioquimicos e moleculares sobre a flavescéncia
dourada com vista a sua detecdo precoce em videira”, concluida em 2016 no Departamento de
Biologia da Universidade do Minho (Gomes, 2016), em colaboracdo com a Estacdo Vitivinicola
Amandio Galhano (EVAG). Na EVAG foi possivel identificar algumas plantas sintomaticas da
variedade Loureiro e otimizar o protocolo de diagnostico por PCR em tempo real, contudo, o trabalho
foi muito dificultado em termos de aplicacdo de abordagens bioquimicas e moleculares, pela
necessidade de se eliminarem, de imediato, as plantas sintomaticas, de acordo com o estipulado
pela DGAV. Ainda assim, foi possivel observar uma reducdo do contetido em clorofilas das folhas e
um aumento dos niveis de acucar, incluindo de frutose e de sacarose, tal como observado no
presente trabalho. Os compostos fenolicos também aumentaram significativamente em folhas de
plantas sintomaticas, eventualmente como mecanismo de resposta do hospedeiro a infecao ou

devido ao aumento observado do contelido em acucares que estimula o metabolismo secundario.
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Uma conclusado semelhante foi obtida no presente trabalho de tese em videiras da variedade Loureiro
da Quinta do Corvo (Fafe). Como referido anteriormente, estas respostas fisiologicas das folhas
encontram-se bem documentadas na literatura, pelo que, nesta dimenséao, o resultados do presente
trabalho nao sdo completamente inovadores.

O trabalho da presente tese de mestrado beneficiou também da colaboracdo em curso com
0s grupos de investigacao liderados pela Prof. Susana Carvalho da Faculdade de Ciéncias da
Universidade do Porto, e pela Prof. Marta Vasconcelos da Escola Superior de Biotecnologia da
Universidade Catodlica Portuguesa. Em particular, porque foi possivel estudar plantas de uma vinha
comercial que ja tinham sido diagnosticadas previamente como portadoras da doenca. Importa
salientar que o cicadelideo Sacaphoideus titanus, vetor da doenca, tem sido eficazmente controlado
nesta vinha, pelo que nao foi necessario proceder ao abate da mesma, uma vez que nao ha qualquer
risco de propagacao da doenca.

Encontram-se bem identificados os sintomas de videiras infetadas pela FD, nomeadamente
ao nivel do desenvolvimento vegetativo reduzido, traduzido no atraso ou auséncia do abrolhamento,
crescimento reduzido, reducdo da quantidade dos gomos florais, atraso ou auséncia de
atempamento das varas, ou 0 amarelecimento (variedades brancas) e avermelhamento (variedades
tintas) das folhas, entre outros, como apresentado na Introducdo. As modificacdes bioguimicas que
ocorrem nas folhas relativamente ao aumento dos niveis de aclcares e de compostos fendlicos, que
podem decorrer do bloqueio dos vasos floémicos ou de alteracdes ao nivel da expressao de
genes/atividades enzimaticas, também se encontram razoavelmente caracterizadas, como descrito
acima. Contudo, no presente trabalho foi estudada a expressdo de outros genes envolvidos, por
exemplo, no transporte de aclcares ao nivel da membrana do plastideo (WpG7), ou do gene WPPT
gue codifica o transportador plastidial de fosfoenolpiruvato que & um precursor muito importante da

via do chiquimato, que, por sua vez, alimenta a via dos fenilpropanoides. Este trabalho enquadra-se
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nos objetivos do projeto FCT BerryPlastid (PTDC-BIA-FBT/28165/2017) no ambito da tarefa 5 que
visa em compreender as alteracdes metabolicas que ocorrem no plastidio das folhas de videira
infetadas com FD onde esta descrita uma sobre-acumulacao de fenolicos, como observado no
presente estudo, no entanto a tarefa ainda nao esta concluida.

Um dos aspetos mais inovadores do presente estudo consistiu na formulacdo da hipdtese
gue a diminuicao observada no teor de clorofila em folhas infetadas ¢ mediada pela repressao de
genes-chave envolvidos na biossintese de clorofilas. Com efeito, os resultados mostraram que a
reducao das clorofilas podera ser controlada ao nivel transcricional com repressao de genes como
0 WGGPPS11 e WGGR, envolvidos na sintese de precursores das clorofilas e a repressao do gene
WCHLSYN diretamente envolvido na sintese da clorofila a.

Os isoprenoides como ubiquinona (UQ) e plastoquinona (PQ) sédo transportadores de
eletrdes que atuam na fosforilacdo oxidativa e na fotossintese, respectivamente (Ducluzeau et al.,
2012). Da mesma forma, os tocoferois, em cooperacdo com o ciclo das xantofilas, protegem o PSI|
da foto-inibicdo e os lipidos da membrana da foto-oxidacado (Kanehisa et al., 2000; Havaux et al.,
2014). No ambito do projeto acima identificado estdo em curso estudos de metabolémica e
transcriptdmica dirigida incidindo nas vias de sintese das clorofilas e dos seus precursores, bem
como a avaliacdo do seu efeito nas vias de sintese de compostos incluindo carotenoides, tocoferois
e ubiguinonas que permitirao compreender o efeito da infecdo nos mecanismos de foto-inibicao e
foto-oxidacao do aparelho fotossintético. Os resultados ja obtidos abrem excelentes perspectivas se
compreender com mais detalhe as respostas dos aparelho fotossintético a infecao pelo fitoplasma

da FD.
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