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Resumo

A Regido Demarcada do Douro, a primeira regido viticola demarcada e
regulamentada no mundo, tem um potencial vitivinicola excecional com forte impacto
socioecondémico, paisagistico e cultural. A recente identificacdo em Portugal (2019) de
plantas infetadas com a bactéria gram-negativa, Xylella fastidiosa, na regido do Porto,
suscita grande preocupacdo uma vez que a bactéria pode provocar doengas graves em
diferentes espécies de interesse agricola, como a doenca de Pierce na videira. Esta bactéria
fitopatogénica é transmitida exclusivamente por insetos da subordem Auchenorrhyncha que
se alimentam de seiva xilémica. Dada a grande relevancia da Regido Demarcada do Douro
e a sua proximidade ao foco de infecdo, a avaliagdo da existéncia de potenciais vetores de
X. fastidiosa € um aspeto da maior importancia para a avaliacdo de potenciais riscos e
delineamento de estratégias de prevencdo da doenca. Assim sendo, 0 objetivo deste
trabalho foi catalogar a abundancia e diversidade de individuos da subordem
Auchenorrhyncha em vinhas da Regido Demarcada do Douro, dando especial foco aos
potenciais vetores de X. fastidiosa. Para tal, em 2019, em trés datas distintas (julho,
setembro e outubro) procedeu-se a amostragem de individuos de Auchenorrhyncha, através
da técnica de varredura, do coberto vegetal e da copa da videira em dez vinhas distribuidas
na Regido Demarcada do Douro. No total, foram capturados 3463 individuos da subordem
Auchenorrhyncha, sendo que 3072 sé&o da infraordem Cicadomorpha e 391 da infraordem
Fulgoromorpha. Foram capturadas 76 espécies diferentes. A cigarrinha verde, Empoasca
vitis (Gothe, 1875), foi a espécie mais abundante representando 31,45 % dos individuos
capturados. Foram capturadas trés espécies vetoras de X. fastidiosa, nomeadamente
(Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758), Neophilaenus campestris (Fallén, 1805) e
Cicadella viridis (Linnaeus, 1758). N. campestris, com 38 individuos, foi o vetor mais
abundante nas vinhas amostradas, representando 61% do total de individuos considerados
vetores. A abundancia de vetores encontra-se positivamente correlacionada com o coberto
vegetal. Adicionalmente foram também capturados vetores ou potenciais vetores de
fitoplasmas responsaveis por doencas prejudiciais a videira, como é o caso de Scaphoideus

titanus Ball, 1932 considerado o principal vetor do fitoplasma da flavescéncia dourada.

Palavras-chave: Regido Demarcada do Douro; doencas emergentes; doenca de Pierce;
vinha; Auchenorrhyncha; hospedeiro; vetor; Philaenus spumarius; Neophilaenus
campestris.






Abstract

The Douro Demarcated Region, the first demarcated and regulated wine region in
the world, has an exceptional wine-growing potential with a strong socio-economic,
landscape, and cultural impact. The recent identification in Portugal (2019) of plants
infected with the gram-negative bacterium, Xylella fastidiosa, in the Porto region, raises
great concern since the bacterium can cause serious diseases in different species of
agricultural interest, such as Pierce's disease on the vine. This phytopathogenic bacterium is
transmitted exclusively by insects of the suborder Auchenorrhyncha that feed on xylem sap.
Given the great importance of the Douro Wine Region and its proximity to the focus of
infection, the assessment of the existence of potential vectors of X. fastidiosa is an aspect of
the greatest importance for the assessment of potential risks and the design of disease
prevention strategies. Therefore, the objective of this work was to catalog the abundance
and diversity of individuals of the suborder Auchenorrhyncha in the regions of the
Demarcated Region of Douro, giving special focus to the potential vectors of X. fastidiosa.
To this end, in 2019, on three different dates (July, September, and October) individuals of
Auchenorrhyncha were sampled, using the sweeping technique, the ground vegetation
cover and the vine canopy in ten vineyards distributed in the Douro Demarcated Region. In
total, 3463 individuals of the suborder Auchenorrhyncha were captured. 529 are from the
Cicadomorpha infraorder and 13 from the Fulgoromorpha infraorder. 76 different species
were captured. The leafhopper, Empoasca vitis (Gothe, 1875), was the most abundant
species, representing 31.45% of the individuals captured. Only three vectors of X. fastidiosa
were captured, namely Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758), Neophilaenus campestris
(Fallén, 1805) and, Cicadella viridis (Linnaeus, 1758). N. campestris, with 38 individuals,
was the most abundant vector in the sampled vineyards, representing 61% of the total
number of vectors. All captured vectors showed a positive correlation with vegetation
cover. Additionally, vectors or potential vectors of phytoplasmas responsible for other
diseases in the vines were also captured, like Scaphoideus titanus Ball, 1932 the main

vector of the phytoplasma of the Flavescence dorée.

Keywords: Douro Demarcated Region; emerging diseases; Pierce's disease; vine,
Auchenorrhyncha; host; vectors; Philaenus spumarius; Neophilaenus campestris.
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Capitulo

Introducéo geral e objetivos




1. Introducéo geral e objetivos

Desde h& milhares de anos que a vinha e o vinho ocupam um lugar muito especial na
histéria da humanidade, influenciando a vida dos povos, em todo o mundo (Prance &
Nesbitt, 2005; Jacobson, 2006). O consumo do vinho afirmou-se como elemento de
sociabilizacdo/convivio e de comunicacdo entre os homens e o cultivo de vinhas expandiu-
se para as mais variadas zonas do mundo (Charters, 2006). Em Portugal, a vitivinicultura é
uma atividade de grande importancia socioeconémica e cultural, com uma vasta tradi¢éo,
destacando-se como uma das principais alavancas de desenvolvimento e estabilidade
econdémica em muitas regides do pais (Agro.Ges, 2012). Portugal, em 2019, era 0 11° maior
produtor mundial de vinho, com uma producdo média anual de 6,5 milhdes hL, e com uma
area cultivada de 192 mil ha (IVV, IP, 2021b). Na Regido Demarcada do Douro, a mais
importante a nivel nacional, sdo produzidos 26 % dos vinhos nacionais e 46 % dos vinhos
com denominacéo de origem (IVV, IP, 2021b).

A vinha, assim como outras culturas, esta sujeita a pragas e doengas que ameagam a
producdo, a qualidade e a tipicidade dos vinhos, tém-se destacado pragas como a filoxera,
que atingiu proporcdes catastroficas no século XIX, dizimando as vinhas da Regido
Demarcada do Douro, ou as doencas como o mildio e oidio, que também resultaram em
prejuizos avultados para o pais (Magalhdes, 2015). Na atualidade, a vinha sofre uma nova
ameaca com a bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa, fazendo recordar o passado
ensombrado da cultura em Portugal.

Na Europa, X. fastidiosa foi registada pela primeira vez em 2013 na regido italiana da
Apulia (Saponari et al., 2013), onde é atualmente responsavel pela morte de milhdes de
oliveiras (Saponari et al., 2019). Desde a primeira detecdo, a bactéria foi posteriormente
registada em outros paises europeus, como a Franca, ou a Espanha e detetada em diferentes
hospedeiros. Em Portugal, o primeiro caso oficialmente confirmado ocorreu em janeiro de
2019, em Vila Nova de Gaia, em plantas de alfazema (Lavandula dentata Linnaeus)
(DGAYV, 2021). A rapida disseminagdo desta bactéria para outros paises é essencialmente
devido ao transporte de material vegetal contaminado. Quando a bactéria é introduzida
numa nova localizacdo € disseminada rapidamente por insetos vetores nativos (Redak et al.,
2004). Sao considerados potenciais vetores todos os insetos que se alimentam de seiva
xilémica (Almeida et al., 2005). Estes insetos pertencem a subordem Auchenorrhyncha,

sendo que a familia Cicadellidae (subfamilia Cicadellinae) e a superfamilia Cercopoidea



(familias Aphrophoridae, Cercopidae e Clastropteridae) representam os principais grupos
de vetores (Novotny & Wilson, 1997; Almeida et al., 2005; Sicard, et al., 2018; Krugner et
al., 2019). Na Europa, trés espécies da familia Aphrophoridae foram confirmadas como
vetores eficientes desta bactéria, Philaenus spumarius (L., 1758), Philaenus italosignus
Drosopoulos & Remane (2000) e Neophilaenus camprestris (Fallén, 1805) (Cavalieri et al.,
2019). Philaenus spumarius € a espécie especialista em xilema mais abundante e dispersa
na Europa (Rodrigues et al., 2014) e foi identificado como o principal vetor de X. fastidiosa
nos olivais do sul da Italia (Saponari, et al., 2014).

Os vetores de X. fastidiosa passam grande parte de seu ciclo de vida no coberto
vegetal (Mazzoni, 2005; Dongiovanni et al., 2018; Morente et al., 2018). Porem com a
morte do coberto vegetal no inicio do verdo deslocam-se para hospedeiros lenhosos e
espécies de plantas perenes ou de folha caduca (Lopes et al., 2014; Morente et al., 2018;
Antonatos et al., 2020). No outono, apds as primeiras chuvas, 0s potenciais vetores
retornam para o coberto vegetal onde efetuam as posturas que dara origem a uma nova
geracdo (Cruaud et al., 2018; Morente et al., 2018). Apesar dos vetores passarem grande
parte do tempo no coberto vegetal do solo, foi proposto que eles podem desempenhar um
papel importante na transmissdo de X. fastidiosa quando se deslocam das gramineas no
final da primavera para se alimentar dos hospedeiros lenhosos (Almeida, 2016; Morente et
al., 2018). No processo de selecdo do hospedeiro durante o verdo, eles podem transmitir a
bactéria as plantacdes lenhosas como a videira, amendoeira e oliveira (Purcell, 1980). O
processo de transmiss@o de X. fastidiosa pode ocorrer em poucos minutos (Almeida et al.,
2005). A bactéria ndo necessita de um periodo de laténcia e uma vez adquirida pelos
vetores em fase adulta, esta permanece no aparelho bucal até ao final do ciclo de vida
(Janse & Obradovic, 2010).

Xylella fastidiosa, é responsavel por varias doencas em culturas de importancia
econdémica, na vinha esta bactéria é o agente causal da doenca de Pierce (Janse &
Obradovic, 2010). As videiras afetadas pela doenca tornam-se improdutivas, apresentam
uma diminuigéo gradual do vigor, levando a posterior morte da planta (Thorne et al., 2006).
A doenca de Pierce surgiu como um problema sério na Califérnia no inicio dos anos 1990,
atualmente, nesta regido, € responsavel por perdas econdmicas no setor vitivinicola que
rondam os 92 milhGes de Euros (Tumber et al., 2014). A doenca de Pierce representa uma
grande ameaca para o setor vitivinicola, uma vez que ndo se conhece um método eficiente
de cura para a doenga. Acredita-se que o controlo dos vetores seja a principal acdo de

protecdo capaz de limitar a propagacdo de X. fastidiosa (Schneider et al., 2020). Para



estabelecer medidas de protecdo € necessdrio obter conhecimento da diversidade e
abundancia dos potenciais vetores desta bactéria nos agrossistemas. Em Portugal, o
conhecimento sobre a biodiversidade da subordem Auchenorrhyncha assim como o seu
ciclo de vida é ainda incipiente. Grande parte dos estudos em progresso sao apenas focados
em olival (Antonatos et al., 2020; Panzavolta et al., 2019; Elbeaino et al., 2014; Morente et
al., 2018; Tsagkarakis et al., 2018). Por tal, o presente trabalho teve como objetivo geral,
catalogar a abundancia e diversidade de individuos da subordem Auchenorrhyncha em
vinhas da Regido Demarcada do Douro, dando especial foco aos potenciais vetores de X.
fastidiosa. O objetivo geral sera alcancado atraves do cumprimento dos seguintes objetivos
especificos:

i. Descrever a comunidade de espécies presentes nas vinhas da Regido
Demarcada do Douro, em diferentes estratos, na copa da videira e no coberto
vegetal das entrelinhas em diferentes datas de amostragem (julho, setembro
e outubro);

ii.  Analisar a diversidade e abundancia de potenciais vetores X. fastidiosa;

iii.  Analisar as diferencas entre as comunidades de Auchenorrhyncha nos
diferentes estratos e datas;
iv.  Analisar a correlagdo das espécies de Auchenorrhyncha com o estrato que

ocupam.
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2.Revisao bibliografica

2.1. Enquadramento historico da vinha em Portugal

A cultura da videira e a producéo do vinho foram introduzidas em Portugal, ha cerca
de 2000 anos a.C. pelos Tartéssios e manteve-se durante as sucessivas ocupacdes dos
diferentes povos na Peninsula Ibérica, incluindo o territorio portugués, nomeadamente com
os Fenicios, os Cartagineses, os Iberos e os Celtas (Magalhdes, 2015). Contudo, foi com a
ocupacdo dos Romanos, em 15 a.C., que o cultivo da vinha teve um desenvolvimento
consideravel. A introducdo de novas variedades e o aperfeicoamento de técnicas de poda
(IVV, IP, 2021a), a forma de plantar e 0 armazenamento, contribuiram para a modernizacao
da cultura (Leitdo, 2015). Por volta do ano de 585 d.C. seguiram-se as invasfes barbaras
(Suevos e Visigodos) e apesar destes adotarem o consumo de vinho, considerando-o ate,
como a bebida digna dos povos “civilizados”, ndo introduziram inovag¢des no cultivo da
videira (IVV, IP, 2021a).

No século VII, com a invasdo dos Arabes, foi possivel continuar a consumir vinho e
manter a cultura da vinha, apesar das proibi¢des da religido islamica, mantendo apenas,
entraves a comercializacdo externa de vinho (Magalhdes, 2015). Ja no século XII, com
dominio cristdo e impulsionada pelas Ordens religiosas, a cultura do vinho assumiu um
papel fundamental na sociedade, nos costumes, nas festas, nos oficios religiosos e na
economia do pais (Leitdo, 2015).

A partir do século X1V iniciou-se o comércio externo de vinhos e com o contributo
das Descobertas Portuguesas foi possivel uma maior disseminacdo do mesmo e da
viticultura. Quando em 1703 é celebrado o Tratado de Methuen entre Portugal e Inglaterra,
regulamentando o comércio dos téxteis em troca de vinho, entre 0s dois paises, este tem um
aumento exponencial, principalmente na exportacdo de Vinho do Porto (Silva, 1996). As
grandes trocas comerciais, levam também & chegada de agentes de doencas e pragas a
Portugal, marcando desta forma o século XIX, pelos problemas fitossanitarios causados na
vinha. Doencas como o oidio, o mildio, o black rot ou a filoxera, causaram prejuizos
catastroficos no pais, mas também proporcionaram a adaptacao da viticultura e a adogéo de
novas técnicas de plantacdo, conducdo e sistematizacdo da vinha, refletindo-se na
produtividade e qualidade dos vinhos produzidos (Magalh&es, 2015).

A partir dos meados do século XX e com a entrada de Portugal para a Unido

Europeia, em 1986, os varios apoios da Politica Agricola Comum (PAC), contribuiram para



a modernizagdo e expansdo da viticultura nacional. Os efeitos positivos foram notorios,
porém a intensificacdo do uso de produtos fitofarmacéuticos, fertilizantes de sintese,
juntamente com as alteracdes provocadas na paisagem agricola, causaram um desequilibrio

no meio ambiente e na biodiversidade (Magalhdes, 2015).

2.2. Regiao Demarcada do Douro

2.2.1 Localizacéo

A Regido Demarcada do Douro (RDD) foi a primeira regido viticola demarcada e
regulamentada no mundo (Pereira, 1996). Esta dispde de uma superficie territorial de 250
000 hectares, que se localiza numa posicdo geoestratégica e privilegiada no nordeste de
Portugal (IVDP, 2021d). Situada na bacia hidrografica do Douro, mais especificamente
entre a povoacdo de Barqueiros (Mesdo Frio) e Barca de Alva (Figueira de Castelo
Rodrigo), abrange diversas freguesias, que pertencem a 21 concelhos dos distritos de
Braganca, Guarda, Vila Real e Viseu (Decreto-lei n.° 7934/1921 de 10 de dezembro).

REGIAO DEMARCADA DO DOURO

BAIXO CORGO CIMA CORGO DOURO SUPERIOR

Figura 1. Regido Demarcada do Douro e sub-regides; Fonte: IVDP 2021c - adaptado.



A RDD encontra-se delimitada e dividida em trés sub-regides (Figura 1), conforme
0 Decreto n.° 7934, de 10 de dezembro de 1921. O Baixo Corgo, que se localiza na parte
mais ocidental da RDD, de Barqueiros (Mesdo Frio) até ao rio Corgo (Peso da Régua);
seguindo-se 0 Cima Corgo até ao Cachdo da Valeira, onde ocupa a zona central e por
ultimo, na zona mais oriental, 0 Douro Superior que vai até Barca d’Alva, fazendo fronteira
com Espanha (Frutuoso, 2018). As sub-regifes tém caracteristicas distintas, condicionadas
ndo sé por fatores fisicos e naturais como também socio-econdmicos (Leitdo, 2015). Da
area da RDD, 43 708 ha estdo dedicados a cultura de vinha, correspondendo a 17% da area
total, (IVDP, 2021d), estando também presentes outras culturas como oliveira, amendoeira
e citrinos, mas com menor expressdo. A sub-regido do Baixo Corgo é a que tem maior
percentagem de area ocupada com vinha (32,2%) sendo também, a que assumiu maior
importancia na delimitacdo da regido (Pereira, 1996); segue-se o Cima Corgo com 22% e
por fim o Douro Superior com 9,3%. A sub-regido do Douro Superior é a que tem maior
area territorial, com 110.000 ha, sendo, no entanto, a que apresenta menor area viticola (10
197 ha). Por ser a regido mais afastada dos grandes centros de negdcio, no litoral e apesar
do relevo ser menos acidentado, o que facilita as operac6es culturais, foi a ultima area para

onde se expandiu a plantacéo de vinha (Leitdo, 2015; Magalh&es, 2015).

2.2.2 Caracterizacao

A paisagem da RDD é caracterizada por encostas de declive moderado a escarpado
e exposigdes variadas ao longo do rio Douro e seus afluentes, a altitude, varia entre ~40 m ¢
o0s 1400 m, sendo a altitude média de ~443 m (Jones, 2013).

O solo na regido duriense é essencialmente composto por Xxisto com algumas
inclusdes de natureza granitica (Frutuoso, 2018) e distribui-se por dois grupos
fundamentais: os solos que se formaram pela marcada agdo do ‘Homem’, designados de
antrossolos (=30% da area), e solos menos intervencionados, presentes na regido, como 0s
leptossolos, cambissolos, fluvissolos e regossolos (Figueiredo, 2015; IVDP, 2021d).

A RDD possui caracteristicas climaticas muito proprias que se devem a sua
localizacdo, sendo grande a influéncia que as serras do Mardo e Montemuro exercem,
funcionando como uma barreira natural aos ventos atlanticos (Leitdo, 2015). Assim a regido
mantém um clima tipicamente mediterranico, temperado e chuvoso no Inverno, mas quente
e seco no verdo (IVDP, 2021d). As temperaturas médias anuais mais elevadas ocorrem nos

meses de junho a setembro e as temperaturas mais baixas ocorrem nos meses de dezembro



a fevereiro. Relativamente a precipitagdo média anual, verifica-se maior ocorréncia nos
meses de novembro, dezembro e janeiro e muito escassa para 0s meses de junho, a

setembro (Figura 2).
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Figura 2. Valores médios anuais, simulados para o periodo 1971-2000, Douro; Fonte:
Portal do clima, 2021

A Regido Demarcada do Douro assume uma grande importancia agricola e
econdmica para o pais, destacando-se na balanca comercial. Segundo os dados disponiveis
da Regido Duriense, para 2019, a producdo total de vinho, ultrapassou os 169 milhdes de
litros, representando 26% da producgéo nacional (IVV, IP, 2021b). Com exportacdes para
mais de 125 paises, representou um volume de vinho exportado de 74,3 milhGes de litros e
um valor de vendas superior a 367,5 milhdes de euros. A Franc¢a liderou o destino de
exportacao representando 25,3% do total, seguindo-se a Holanda com 12,8% e o Reino
Unido com 12,4%, s6 os trés paises representam metade das exportacdes, 0s restantes
paises de destino apresentam 49,6% das exportagdes (IVDP, 2021a). A importancia da
regido, ndo é sO a nivel econdmico, mas também a nivel social e humano. A cultura da
vinha, no Douro, é muito exigente em mao de obra, associada as caracteristicas do terreno,
e a pequena dimensdo da maioria das exploracGes, normalmente com pouca mecanizacao,
tem um forte contributo tanto na incluséo social e geragdo de emprego através dos diversos
agentes econémicos, como na ocupac¢ao e manutencdo do meio rural, por isso também, de
elevada importancia estratégica para o pais (Pereira, 1996; Simdes, 2003; Agro.Ges, 2012).

A regido duriense caracteriza-se por uma paisagem rural, onde existem cerca de

20000 exploragdes, das quais, 61% ndo ultrapassam 1 ha. Sdo propriedades de pequena



dimensdo (minifandio), com elevado numero de parcelas de vinha cadastradas (39365), em
que os trabalhos agricolas sdo realizados, maioritariamente, pelo agregado familiar. Com
35% situam-se as exploracGes com area entre 1 e 10 ha, e com 4% as que tém mais de 10
ha, e por sua vez as que tem menor numero de parcelas de vinha cadastradas (12748). Estas
sdo pertencentes a particulares, por vezes produtores-engarrafadores, ou a empresas de
Vinho do Porto, e cujo numero ndo ultrapassa as 740 exploracbes (Varela, 2008;
Magalhées, 2015; IVDP, 2021a). Relativamente ao numero de agentes econdmicos com
inscri¢cbes ativas, em marco de 2019, ascendia a 3600 (IVV, IP, 2021c). A Regiao
Demarcada do Douro além de ter um vinho distinto e mundialmente reconhecido, o Vinho
do Porto, com uma producdo de cerca de 45%, também produz, os vinhos com
denominacdo Douro (48%), e os vinhos com IG Duriense, Moscatel e Vinho, mas em
menor quantidade (7%) (IVDP, 2021a).

A riqueza da Regido Demarcada do Douro, ndo se esgota nos importantes fatores
socioeconémicos. Para além das sub-regibes, inclui o Alto Douro Vinhateiro que
compreende cerca de 10% da area e foi classificado em 2001, pela UNESCO, como
Patriménio Mundial da Humanidade, na categoria de “paisagem cultural evolutiva e viva”

(Figueiredo, 2015; Frutuoso, 2018).

2.3. Auchenorrhyncha: Papel desempenhado como pragas e como vetores de

doencgas na vinha

A videira, como qualquer outra planta, é suscetivel a pragas e doencas que podem
provocar perdas significativas na producao e na qualidade e em casos mais severos podem
levar a morte da planta (Amaro, 2004). Os inimigos da videira sdo representados por uma
ampla gama de organismos, incluindo insetos, fungos, bactérias e virus (Creasy & Creasy,
2009). Dentro desta vasta gama de organismos, na ultima década, a subordem
Auchenorrhyncha (Hemiptera), tem despertado a atencdo da comunidade cientifica, uma
vez que os individuos desta subordem séo responsaveis por um crescente impacto negativo
na economia agricola. Estes podem causar diversos danos nas videiras, sendo eles diretos
(pela destruicdo dos tecidos vegetais através da alimentacdo ou oviposi¢do) (Heinrichs &
Barrion, 2004; Backus, 2005; Atakan, 2009; Cryan & Svenson, 2010) ou indiretos (pela
transmisséo de fitopatdgenos) (Nielson, 1968; Redak et al., 2004).

Todos os individuos da subordem Auchenorrhyncha séo fitofagos e quando atingem

densidades populacionais elevadas, adquirem a designacdo de pragas (Biedermann &
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Niedringhaus 2009). Ao alimentarem-se quer do floema, xilema ou mesofilo, este vasto
grupo de insetos causam distlrbios severos as plantas (Biedermann & Niedringhaus, 2009).
Em Portugal, as cigarrinhas verdes (Figura 3A) Jacobiasca lybica (Bergevim & Zanon,
1922) e Empoasca vitis (Goeth, 1875) constituem uma das principais pragas na vinha, cuja
expansdo se vem registando nos Gltimos vinte anos (Félix & Cavaco, 2009; Magalh&es,
2015). Quando o ataque destas cigarrinhas € intenso, numa fase inicial, as videiras
apresentam folhas com margens avermelhadas ou amareladas, evoluindo posteriormente
para desfoliacBes precoces das cepas (Figura 3B). Esta reducdo da area foliar leva a uma
consequente reducdo da atividade fotossintética, afetando assim de uma forma significativa
a maturacdo das uvas o que leva por sua vez a diminuicdo do grau alcodlico provavel e
alteracdes na cor dos mostos. Em situacbes de ataques graves podera conduzir a
dificuldades no abrolhamento das videiras e ao seu progressivo enfraquecimento (Mosna,
2005).

Figura 3. (A) Cigarrinha verde; (B) sintoma tipico do ataque de cigarrinha verde, numa
casta tinta. Fonte: DGAV.

Na vinha, os principais fitopatogénicos transmitidos exclusivamente por individuos
da subordem Auchenorrhyncha séo: os fitoplasmas Candidatus phytoplasma vitis (Chuche
& Thiéry, 2014) e Candidatus phytoplasma solani (Quaglino et al., 2016) e a bactéria X.
fastidiosa (Almeida et al., 2005).

O fitoplasma Candidatus phytoplasma vitis é o agente casual da flavescéncia
dourada da videira e é transmitido exclusivamente de forma epidémica na vinha pelo
cicadelideo Scaphoideus titanus Ball, 1932 (Figura 4A) (Chuche & Thiéry, 2014). A
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flavescéncia dourada foi identificada pela primeira vez no sul de Franga nos anos 50
(Caudwell, 1981) e é atualmente considerada uma das doencas mais devastadora na
viticultura europeia (Dermastia et al., 2017; Oliveira et al., 2020). Em Portugal a doenca foi
detetada pela primeira vez em 2006 na regido vinicola dos vinhos verdes (De Sousa et al.,
2010). As plantas infetadas com o fitoplasma da flavescéncia dourada apresentam folhas
enrugadas com manchas amarelas ou vermelhas (sintoma dependente da variedade da
videira) (Figura 4B), crescimento atrofiado e cachos murchos (De Sousa et al., 2003). Em
Portugal, um dos primeiros sintomas de infecdo de flavescéncia dourada é um atraso ou
inexisténcia de abertura apical e lateral dos botdes que normalmente ocorre no inicio do
verdo (De Sousa et al., 2010).

v

Figura 4. (A) Vetor da flavescéncia dourada Scaphoideus titanus Ball, 1932; (B) sintoma
tipico da flavescéncia dourada. Fonte: DGAV.

O fitoplasma Candidatus phytoplasma solani, ¢ responsavel pela doenca “Bois
Noir” ou madeira negra na videira. Este fitoplasma é transmitido a videira por individuos
da familia Cixiidae (Hemiptera: Auchenorrhyncha), que se alimentam ocasionalmente da
videira, sendo que Hyalesthes obsoletus Signoret, 1865, é considerado o principal vetor
(Figura 5A) (Maixner et al., 1995; Maixner, 2011). Bois noir, é a doenca fitoplasmatica
mais frequente na Europa, na Bacia do Mediterraneo e no Oriente Médio (Johannesen et al.,
2012; Aryan et al, 2014; Cvrkovi¢ et al, 2014). Esta doenca ¢ responsavel pelo
amarelecimento das folhas e pelo enfraquecimento das cepas quando as videiras infetadas
sd0 expostas as geadas 0s troncos e 0s ramos escurecem, sintoma que da nome a doenca
(Figura 5B) (Aryan et al., 2014).
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Figura 5. (A) Vetor da Bois Noir, Hyalesthes obsoletus Signoret, 1865; (B) sintomas tipicos
da “Bois Noir”. Fonte: plantdiseases.org.

A bactéria gram-negativa X. fastidiosa, € o agente causal da doenca de Pierce na
vinha (Janse & Obradovic, 2010). Todos os insetos que se alimentam de xilema séo
considerados potenciais vetores desta bactéria fitopatogénica (Figura 6A) (Almeida et al.,
2005). Videiras infetadas com X. fastidiosa normalmente apresentam murchiddo das folhas,
com distribuigdo irregular e dieback, “ilhas” verdes de tecido saudavel e as folhas separam-
se facilmente do peciolo (Figura 6B) (Thorne et al., 2006). Uma vez que os vetores desta
bactéria sdo o principal foco deste trabalho, esta bactéria assim como a doenca de Pierce e

0s seus Vvetores, serdo descritos com mais detalhe nas sec¢Bes seguintes.

Figura 6. (A) Vetor de Xylella fastidiosa, Philaenus. spumarius; (B) sintomas tipicos da
Doenca de Pierce. Fonte: (A) Isabel Rodrigues; (B) plantdiseases.org.
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2.4. Xylella fastidiosa

2.4.1. Taxonomia, plantas hospedeiras, transmisséo e sintomas

Xylella fastidiosa, € uma bactéria gram-negativa, limitada ao xilema, que foi
descrita pela primeira vez por Wells et al. em 1987. Atualmente, esta bactéria é um dos
mais importantes fitopatdégenos transmitidos por insetos, descritos na Europa, (Retchless et
al., 2014). Taxonomicamente X. fastidiosa pertence a classe das Gammaproteobactérias,
ordem Xanthomonadales e familia Xanthomonadaceae (EPPO, 2019) O género Xylella
contém duas espécies, a X. fastidiosa e a X. taiwanensis e estas incluem varias subespécies
(EPPO, 2019). Conforme descrito por EFSA PHL (2018), existem 6 subespécies da
bactéria X. fastidiosa: (i) subsp. fastidiosa (isolada da videira, amendoeira e alfafa, entre
outros hospedeiros), (ii) subsp. pauca (isolada do cafeeiro, laranjeira e oliveira, entre
outros), (iii) subsp. multiplex (inclui varios hospedeiros como o Prunus spp., Quercus spp.,
Ulmus spp. e Rubus spp.), (iv) subsp. sandyi (Nerium oleander), (v) subsp. tashke (Chitalpa
tashkentensis, espécie ornamental) e (vi) subsp. morus (amoreira) (Hafi et al., 2017; Landa
etal., 2017).

Xylella fastidiosa afeta varias espécies de plantas, na lista de espécies hospedeiras
da EFSA (2021), constam 276 géneros e 597 espécies, nas quais se incluem, plantas
espontaneas, de cultivo, ornamentais e florestais. As plantas hospedeiras mais
representativas pertencem as familias Fabaceae, seguindo-se a Asteraceae, Vitaceae,
Poaceae e a Rosaceae. Este patdgeno € responsavel por véarias doencas em culturas de
importancia econémica como a doenca de Pierce, clorose variegada dos citrinos, sindrome
do declinio rapido da oliveira, almond leaf scorch disease, entre outras (Hopkins & Purcell,
2002; Agrios, 2005; EPPO, 2019). Apesar da ampla gama de hospedeiros de X. fastidiosa, é
importante salientar que nem todas as espécies de plantas expressam sintomas e Sao
suscetiveis a doencas. Muitas espécies de plantas podem ser infetadas e permanecer
assintomaticas (Jackson, 2008; EFSA, 2021).

Relativamente a transmissdo da bactéria, basta existir uma planta infetada com X.
fastidiosa, para que a doenca se estabeleca e se dissemine por meio de insetos vetores entre
as plantas. A bactéria coloniza dois habitats distintos, ou seja, o xilema das plantas, e 0
intestino anterior (estomodeu) dos insetos, pertencentes a subordem Auchenorrhyncha
(Redak et al., 2004). A bactéria é adquirida pelo inseto ao alimentar-se da seiva bruta, de
uma planta infetada, e uma vez no interior do inseto, as células da bactéria ficam retidas no

aparelho bucal (Almeida et al., 2005). A bactéria pode ser adquirida e transmitida em
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menos de duas horas, ndo sendo necessario um periodo de laténcia (Agrios, 2005). Os
vetores, uma vez adultos e portadores de X. fastidiosa, podem transmitir a bactéria por toda
a sua vida, no entanto, ndo a transmitem para a descendéncia (Agrios, 2005) nem é possivel
ocorrer transmisséo entre diferentes estados de desenvolvimento, uma vez que a ninfa perde
a patogenicidade apos a ecdise (perda da cuticula, e das bactérias aderidas a ela) (Morente
& Fereres, 2017; EPPO, 2019). Depois dos insetos serem portadores da bactéria, podem
transmiti-la a uma planta saudavel, a curta distancia (Landa et al., 2017) ou podem ser
transportados pelo vento propagando a doenca por distancias mais longas (EFSA, 2015).
As bactérias inoculadas na planta, vao disseminar-se pelo xilema, unir-se as paredes dos
vasos onde se vdo multiplicar e formar colonias (Bucci, 2018). Estas produzem, um
biofilme (matriz complexa que inclui exopolissacarideo (EPS), hemaglutininas e outras
adesinas (Backus et al., 2012), que pode obstruir completamente os vasos do Xilema, a
medida que aumenta de tamanho, bloqueando o transporte de agua e sais, levando ao
aparecimento de sintomas (Bucci, 2018).

Os sintomas associados a presenca de X. fastidiosa nas plantas, sao muito variaveis
e pouco especificos 0 que dificulta a sua detecdo, pois podem confundir-se com outros
sintomas de caréncia de nutrientes, stresse hidrico ou até mesmo a queima da folha
(DGAV, 2021). As plantas que desenvolvem sintomas geralmente apresentam uma répida
secagem das margens das folhas jovens e as pontas (zona apical) das folhas comecam a
ficar secas e com cloroses (EFSA, 2015). A detecdo da bactéria ndo € facil dada a sua
distribuicdo heterogénea nas plantas e a baixa concentragdo da mesma tanto nos vetores
como nos tecidos assintomaticos de plantas (Francis et al., 2006).

2.4.2. Distribuicéo

Xylella fastidiosa é uma espécie oriunda do continente americano. Hipotetiza-se que
este patdgeno seja originario da América do Sul e Central, uma vez que nenhuma planta
nativa apresenta ser suscetivel a esta bactéria, sugerindo um longo periodo de co-evolugéo
(Janse & Obradovic, 2010; Almeida & Nunney, 2015). O mesmo ndo é verificado na
América do Norte onde varios hospedeiros nativos, como Ulmus americana L., Platanus
occidentallis L. ou Quercus spp. apresentaram ser suscetiveis (Almeida & Nunney, 2015).
A disseminacdo da bactéria por insetos vetores € relevante, porém apenas em curtas
distancias (Redak et al., 2004). Esta bactéria s6 pode invadir uma nova regido quando ha

intervencdo humana, isto &, transporte de plantas infetadas para locais com condicBes
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ambientais adequadas para a sobrevivéncia do patdgeno (Denancé et al, 2017). Quando esta
bateria é introduzida numa nova localizagdo é rapidamente disseminada por insetos vetores
nativos (Anderson et al., 2004; Fereres, 2015; Gergerich et al., 2015; Pautasso et al., 2015).
Alternativamente, vetores infetados também podem ser transportados juntamente com as
plantas e iniciar a disseminacgdo (Denancé et al, 2017).

Na Europa, até 2013, sO existiam registos esporadicos de sintomas de X. fastidiosa
que ndo foram confirmados (Sicard, et al., 2018). Assim, a primeira dete¢do confirmada de
X. fastidiosa na Europa, foi em 2013, em olivais no sul da Italia (Saponari et al., 2013).
Depois deste primeiro foco, X. fastidiosa foi registada em outros paises europeus. Entre
2015 e 2017, as subespécies multiplex e pauca foram detetadas em mais de 25 plantas
hospedeiras, no sul da Franca e na Cdrsega (EPPO, 2016). Em 2016, a subespécie
fastidiosa foi detetada em plantas de alecrim e oleandro na Alemanha (EPPO, 2016), no
entanto, este foco foi erradicado. Ainda em 2016, as subespécies multiplex, pauca e
fastidiosa foram detetadas em Espanha (llhas Baleares) em amendoeiras, videiras,
cerejeiras e ameixeiras. Um ano mais tarde as entidades espanholas notificaram a presenca
da X. fastidiosa subespécie multiplex no amendoal em Alicante e em oliveira na regido de
Madrid (Bucci, 2018).

Em Portugal, X. fastidiosa foi detetada pela primeira vez em janeiro de 2019, em
plantas de Lavandula dentata Linnaeus, em Vila Nova de Gaia (zona urbana), na sequéncia
do Programa de Prospecdo Nacional (DGAV, 2021). Apés esta primeira detecdo, foi
realizada uma prospecao intensiva onde foram identificadas mais espécies infetadas. Ap6s
cada confirmacéo de um novo foco, e de forma a evitar a disperséo, e garantir a erradicagéo
da bactéria ¢ imediatamente estabelecida uma “Zona Demarcada”, que compreende a “Zona
Infetada” que inclui todas as plantas suscetiveis num raio de 50 m e a “Zona Tampao” que
circunda o foco de infecdo, num raio de 2,5 Km (Portaria n.° 243/2020). Desde a primeira
detecdo, que as zonas demarcadas tém sido alargadas e atualmente abrange vérias
freguesias, de onze concelhos no Norte, (Despacho DGAV n.° 46/G/2021), 3 concelhos no
Centro (Despacho DGAV n.° 40/2021) e 1 concelho no Sul (Despacho DGAV n.° 39/2021),
sendo que, até agora s6 foi identificada em Portugal a X. fastidiosa subsp. multiplex ST7
(Despacho DGAV n.° 46/G/2021).
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2.4.3. Potenciais Vetores

No continente americano estéo identificados varios insetos vetores de X. fastidiosa,
destacando-se: Graphocephala atropunctata (Signoret), Draeculacephala minerva (Ball),
Xyphon fulgida (Nottingham) (Redak et al., 2004) e Homalodisca vitripennis (Germar)
(EFSA et al., 2019). Homalodisca vitripennis é o vetor mais significativo na Califérnia,
este tem uma taxa de transmissdo muito elevada, sendo capaz de transmitir X. fastidiosa as
videiras, mesmo durante o inverno, quando a planta se encontra em dorméncia vegetativa
(Morente & Fereres, 2017). Outros vetores como a Acrogonia citrina Marucci &
Cavichioli, 2002, Bucephalogonia xanthophis (Berg, 1879), Dilobopterus costalimai
Young, 1977, Macugonalia leucomelas (F. Walker, 1851), Oncometopia facialis (Signoret,
1854) e Oncometopia nigricans (F. Walker, 1851) (EFSA et al., 2019), estdo associados a
Clorose Variegada dos Citrinos, no Brasil. De acordo com a base de dados da fauna
europeia, todas as especies de vetores americanos estdo ausentes na Europa (EFSA, 2015).

Na Europa, todos o0s insetos que se alimentam de xilema sdo considerados
potenciais vetores de X. fastidiosa (EFSA et al., 2019). A lista € vasta e inclui 120 espécies
de 4 familias (Streito et al., 2019), que pertencem a ordem Hemiptera (Auchenorrhyncha),
infraordem Cicadomorpha, superfamilias Cercopoidea, Cicadoidea e familia Cicadellidae
(subfamilia: Cicadellinae) (Redak et al., 2004; Morente & Fereres, 2017; Morente et al.,
2018).

Alguns estudos verificaram que insetos que se alimentam de floema,
Fulgoromorpha, também podem adquirir a bactéria (Purcell, 1980; Elbeaino et al., 2014;
Ben Moussa, et al., 2016; Chuche et al, 2017). Estes insetos ocasionalmente alimentam-se
de xilema para repor o potencial osmético (Pompon et al., 2011), contudo, segundo
Cavalieri et al. (2019), apesar de conseguirem adquirir a bactéria ndo a conseguem

transmitir as plantas.

Superfamilia Cercopoidea

A Superfamilia Cercopoidea compreende cinco familias com aproximadamente
2600 especies e 361 generos (Dmitriev et al., 2021). Nesta superfamilia, mais
concretamente na familia Aphrophoridae, a segunda maior deste grupo, encontram-se 0s
principais vetores confirmados de X. fastidiosa, como P. spumarius, P. italosignus

(Drosopoulos & Remane, 2000) e Neophilaenus campestris (Fallén, 1805) (Cavalieri et al.,

17



2019). Os individuos da familia Cercopidae, com o maior nimero de espécies deste grupo,
também sdo considerados potenciais vetores (Creasy & Creasy, 2009).

Na superfamilia Cercopoidea, a duracéo do ciclo biolégico e o nimero de geragdes
dos insetos variam com a espécie e as condi¢des climaticas locais, no caso de P. spumarius
€ uma geracgéo por ano. Este passa o inverno como ovo (Figura 7A), embora alguns adultos
possam sobreviver quando as temperaturas sao amenas (Saponari et al., 2014). Apoés a
diapausa (=100 dias) ocorre a eclosdo dos ovos, no inicio da primavera. As ninfas passam
por cinco estdgios de desenvolvimento (5-8 semanas) e mantém-se cobertas por uma
espuma mucilaginosa (Figura 7B) que as protege (Morente & Fereres, 2017). A producédo
de espuma é uma caracteristica Unica da superfamilia Cercopoidea e presume-se que para
além de fornecer protecdo, também evita a desidratagdo das ninfas (Figura 7C) (Dietrich,
2009). Os primeiros adultos (Figura 7D) aparecem durante o més de abril ou maio e
comecam a acasalar no inicio do verdo, permanecendo na vegetacdo circundante até que
seque ou seja eliminada. Em Ohio (EUA) a primeira oviposicdo € em setembro e prolonga-
se até ao inverno, enquanto que, em Espanha comeca no inicio de novembro ou mesmo
mais tarde, dependendo do clima (Morente & Fereres, 2017).0s ovos de P. spumarius séo
depositados em grupos de diferentes tamanhos (de 1 a 30, com média de 7) unidos por uma
secrecdo, sdo ovais, de cor amarelada e possuem uma mancha laranja numa das
extremidades, para eclodir precisam de humidade superior a 80%, assim como os restantes
Cercopoidea, fator limitante para a sua dispersédo (Morente & Fereres, 2017).

Os adultos sdo polimorficos com variacéo de padrdo e cor dorsal. A ninfa e 0 adulto
de P. spumarius sdo altamente polifagos e podem ser detetados em varias plantas e em
diferentes habitats (EFSA, 2021). Os adultos tendem a deslocar-se e estabelecer-se em
novas areas, conforme as necessidades nutricionais, no caso de Italia encontra-se um grande
namero de individuos em oliveiras (Cornara et al., 2016); e pelo contrario, em Espanha, a

sua presenca em oliveiras, tem densidades muito baixas (Morente et al., 2017).
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Figura 7. Diferentes fases do ciclo de vida de Philaenus spumarius (A), (C) e (D). (A) ovos
unidos por secrecdo; (B) espuma mucilaginosa; (C) ninfa; (D) estado adulto. Fotos: Isabel
Rodrigues.

Superfamilia Cicadoidea

Os Cicadoidea, também séo considerados potenciais vetores de X. fastidiosa. S&o
insetos proeminentes na bacia do Mediterraneo, porém o conhecimento sobre o seu papel
na transmissao € ainda limitado (Cornara et al., 2020; EFSA, 2019).

As cigarras (Figura 8) inserem 0s ovos em tecidos lenhosos de arvores ou arbustos.
As ninfas que eclodem dos ovos caem no chdo e com as patas dianteiras fazem uma camara
de alimentacdo adjacente a uma raiz das arvores perenes, para se alimentar de xilema. O
desenvolvimento das ninfas na maioria das espécies requer 2 a 6 anos (13 ou 17 anos, no
caso das cigarras do América do Norte), no ultimo estagio ninfal, emergem do subsolo para
se transformar em adulto, geralmente no tronco de arvores (Van Emden, 2013).

Os machos adultos emitem sons para localizar as fémeas, estas ao contrario de
outras fémeas Auchenorrhyncha (exceto Tettigarctidae) ndo produzem sons. Tanto as
ninfas, como os adultos alimentam-se da seiva do xilema. Os adultos podem viver varios

meses, embora a maioria das espécies viva apenas algumas semanas (Dietrich, 2009).
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Figura 8. Cigarra adulta. Foto: Célia Gradissimo.

Familia Cicadellidae (subfamilia: Cicadellinae)

A subfamilia Cicadellinae inclui aproximadamente 1950 espécies descritas. Os
individuos desta subfamilia normalmente encontram-se em areas com vegetacdo abundante,
como pastagens ou campos de cereais (Redak & Blua, 2002). Grande parte da informacéo
disponivel sobre ciclo bioldgico e ecologia desta subfamilia tem como referéncia a espécie
H. vitripennis, o principal inseto vetor no continente americano. Porém este cicadelideo nao
tem express@o na Europa (Morente & Fereres, 2017).

Cicadella viridis (L.) é o principal Cicadellinae descrito na Europa, como potencial
vetor de X. fastidiosa. Num estudo realizado por Bodino et al (2019), foi verificado que se
trata de um vetor competente na aquisicdo da bactéria, mas com baixa eficiéncia na
transmissdo, no entanto, sdo necessarios mais estudos de transmissdo e com diferentes
hospedeiros. O ciclo biolégico desta espécie é caracterizado por ter trés geracGes por ano
(Chu & Teng, 1950). Entre maio e junho surge a primeira geracdo, as ninfas alimentam-se
de varios hospedeiros dando origem a novos adultos. As fémeas da primeira e segunda
geracdo depositam 0s ovos nas gramineas, enquanto, a terceira geracao surge em meados de
agosto e nesta fase do ciclo, os adultos mudam-se para arvores lenhosas com o objetivo de

ovipositar nos troncos, fechando assim o ciclo (Zhixian, 1996).
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Figura 9. Diferentes fases do ciclo de vida de Cicadella viridis (A) ovos; (B) ninfa (C)
estado adulto. Fonte: (A e B) Hasbroucq, et al.2020, (C) Isabel Rodrigues.

2.5. Doenga de Pierce

Em 1892, Newton Pierce documentou pela primeira vez uma doenga causada por X.
fastidiosa, a doenga de Pierce na videira (Sicard, et al., 2018). Inicialmente pensava-se que
a doenca fosse provocada por um virus, porém apos a década de 70 comprovou-se que se
tratava de uma bactéria (Navarro, 2016). A doenca de Pierce esta presente na Califérnia
desde 1990, onde é responsavel por perdas econdmicas no setor vitivinicola que rondam os
92 milhdes de Euros por ano. Foi com a introdugdo de um novo inseto vetor (H.
vitripennis), vindo do sudeste dos EUA, que a propagacdo da doenga aumentou
drasticamente, levando a destruicdo de varios hectares de vinha (Hopkins & Purcell, 2002;

Appel et al., s.d.)

2.5.1. Sintomatologia

As plantas com a doenca de Pierce podem apresentar varios sintomas podendo ser
confundidos com outras doencas ou stress hidrico. O desenvolvimento destes, varia de
acordo com a estacdo do ano, principalmente da primavera ao outono (National Research
Council, 2004). No final do verdo ou inicio do outono, durante o primeiro ano de infecéo,

comecam a aparecer os primeiros sintomas. As margens das folhas mais velhas, podem
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ficar ligeiramente amareladas (cloréticas) e progredir para necroses (Figura 10A) ou ficar
necréticas repentinamente, (queimadura foliar) (Figura 10B). Em ambos os casos, a parte
restante do limbo permanece verde e no caso de castas tintas, geralmente aparece uma
(des)coloracdo em tons vermelhos (Figura 10C) (Varela et al., 2001, De La Fuente, et al.,
2017) e nas castas brancas, aparece uma clorose marginal (Figura 10A, D) (Appel et al.,
s.d.; EPPO, 2019). A expressdo dos sintomas foliares pode variar e ocorrer sob a forma de
cloroses marginais progressivas em zonas concéntricas, altamente regulares, seguidas de
necrose, ou cloroses e necroses apenas em setores da folha (Varela et al., 2001). Os limbos
secos das folhas caem (desfolhamento) e os peciolos ficam presos nos ramos, como "palitos
de fosforos™ (Figura 10E), num periodo de dias ou semanas. Este sintoma é considerado
muito especifico da doenca de Pierce, assim como, a formacdo de manchas verdes rodeadas
de castanho, também designadas por “ilhas verdes”, nas varas da videira, (Figura 10F),
decorrentes da maturacdo irregular da periderme (Agrios, 2005; Jackson, 2008; EPPO,
2019). Alguns cachos ou a totalidade destes, podem secar (Figura 10F).

O aparecimento dos sintomas demora cerca de 5 meses (4 meses em areas quentes)
e normalmente apenas 1-2 varas apresentam sintomas, estes podem nao ocorrer até ao final
do verdo (Varela et al., 2001).

Na primavera do ano seguinte a infecdo, as videiras apresentam um crescimento
retardado e atrofiado, geralmente com entrends curtos, assim como, a rebentacdo de gomos
irregular em que as primeiras 4-8 folhas de um rebento podem ser pequenas, distorcidas ou
assimétricas e ter clorose internerval. As copas das videiras infetadas também vao ser
menores (Varela et al., 2001; National Research Council, 2004; Jackson, 2008; EPPO,
2019).

No meio do verdo, os sintomas de folhas secas reaparecem nas folhas basais e
progridem em direcdo as extremidades da copa. Depois de algum tempo, o topo da videira
morre e podem aparecer novos rebentos ou rebentos no porta-enxertos, mas que também se
encontram infetados (Varela et al., 2001).

Os sintomas foliares em vinhas jovens e particularmente em variedades sensiveis,
podem aparecer em toda a videira numa Unica estacdo, enquanto, em variedades menos
sensiveis s80 menos Gbvios ou ndo estdo presentes (Varela et al., 2001; National Research
Council, 2004).

As diferencas climaticas também afetam o momento e a gravidade da doenca, em

climas quentes os sintomas sdo acelerados devido ao stress hidrico, em climas frios séo
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retardados e 0s primeiros sintomas aparecem na primavera seguinte (Varela et al., 2001;
National Research Council, 2004).

Figura 10. Sintomas da doenca de Pierce (A) casta branca: margens da folha ligeiramente
amareladas; (B) a folha pode tornar-se necrotica subitamente, sem clorose significativa com
parte do limbo verde; (C) casta tinta com (des)coloracdo vermelha; (D) casta branca: a
clorose e a necrose aparece apenas numa sec¢do da folha; (E) desfolhamento da videira
com peciolos presos na vara; (F) “ilhas verdes”, nas varas da videira e cacho seco. Fonte:
Varela et al., 2001.

2.5.2. Suscetibilidade das videiras

Todas as variedades de viniferas sdo suscetiveis a doenca de Pierce, mas os niveis
de tolerancia variam acentuadamente, em videiras sensiveis, a transmissao frequentemente
resulta numa répida colonizacéo bacteriana e movimento por toda a planta (Jackson, 2008).
Outro fator determinante é a idade das plantas, as vinhas jovens sdo mais suscetiveis a
doenca, provavelmente porque sdo menos podadas e é retida mais madeira infetada (Varela
et al, 2001). Tanto a variedade como a idade influenciam o tempo de sobrevivéncia de uma
planta infetada. Algumas variedades resistentes/tolerantes podem conviver com infecdes
cronicas, por varios anos, como € o caso da Chenin Blanc, Ruby Cabernet, White Riesling
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(Varela et al, 2001), Black Spanish (Lenoir, Jacquez), Blanc du Bois, Vitoria Red (Appel et
al., s.d.) enquanto, variedades suscetiveis como Chardonnay, Pinot Noir, podem morrer

durante o primeiro ano de infecédo (Varela et al, 2001).

2.6. Medidas de controlo de X. fastidiosa e seus vetores

A historia tem mostrado que o Homem é o vetor mais eficaz quando se trata de
propagar pragas e doencas (Creasy & Creasy, 2009) e como atualmente ainda ndo existe
cura para plantas infetadas com X. fastidiosa (EFSA, 2019), a melhor forma de controlo é a
prevencdo da disseminacao da bactéria para regides onde ainda ndo esta presente.

Na Unido Europeia, encontram-se regulamentadas medidas de quarentena
(Regulamento (UE) n.° 2016/2031) e medidas fitossanitarias para evitar a introducéo e
dispersdo da bactéria, em territério Europeu (Regulamento de Execucdo (UE) n.°
2020/1201). De forma a assegurar a execu¢do e cumprimento de tais medidas, a autoridade
fitossanitaria nacional (DGAV), ao abrigo do Dec. Lei n.° 67/2020, de 15 de setembro,
estabelece a zona demarcada, as medidas para erradicacdo da bactéria e as restricdes de
movimentos de plantas destinadas a plantagdo na Zona de Infecdo e Zona Tampéo
(Despacho n.° 46/G/2021).

A quarentena e as medidas fitossanitarias sdo a primeira linha de defesa para a
erradicacdo da bactéria, mas devem ser apoiadas por outras estratégias como medidas de
controlo quimico, bioldgico ou medidas culturais.

O controlo de pragas de individuos de Auchenorrhyncha, tradicionalmente envolve
0 uso de produtos fitofarmacéuticos. Os inseticidas sistémicos piretroides, atuam ao nivel
do sistema nervoso dos insetos. Estes produtos, sdo muito utilizados nas vinhas, e teem-se
mostrado eficientes contra H. vitripennis. Os neonicotindides, atuam na relacdo entre o
vetor e a bactéria afetando a orientagdo do vetor, ou no seu comportamento alimentar
(Morente & Fereres, 2017). Embora os inseticidas sejam muito eficazes em algumas
situagdes, geralmente ndo sdo as melhores ferramentas para o controlo da maioria dos
insetos vetores (Purcell, 2009). O uso excessivo de inseticidas de contacto levou ao
desenvolvimento de resisténcia em muitas espécies de pragas e suprimiu populacfes de
inimigos naturais de Auchenorrhyncha (Dietrich, 2009). Inseticidas seletivos como a
buprofezina, um regulador de crescimento de insetos, pode ser utilizado para o controlo
eficaz de cigarrinhas e tem um impacto minimo sobre os insetos auxiliares (Mani et al.,
2014).
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Em zonas afetadas pela doenca de Pierce nos EUA, a utilizacdo de caulino como
barreira protetora contra os insetos, repelindo-os e evitando a oviposi¢do, tem sido uma
ferramenta utilizada como alternativa ao controlo convencional de vetores. Adultos e ninfas
de H. vitripennis tendem a evitar plantas com caulino, mesmo quando ndo tém outra opcéo
de alimentacéo, acabando por morrer (Morente & Fereres, 2017).

Ao nivel do controlo biologico s&o conhecidos varios inimigos naturais de
Auchenorrhyncha. Alguns predadores vertebrados como passaros e pequenos lagartos, bem
como, predadores invertebrados como a louva-a-deus, aranhas, formigas ou vespas, atacam
ninfas e adultos de Cicadellinae e outros como larvas de coccinelideos e crisopideos,
atacam posturas (Dietrich, 2009; Morente & Fereres, 2017). Algumas espécies de
parasitoides do género Gonatocerus (Hymenoptera: Mymaridae) e da familia
Trichogrammatidae, parasitam os ovos de diferentes espécies do género Homalodisca sp
(Overall & Rebeck, 2017). O diptero Verrallia aucta (Fallén) (Diptera: Pipunculidae)
apresenta um alto indice de parasitismo em adultos de P. spumarius (Morente & Fereres,
2017). Diferentes espécies de fungos entomopatogénicos do género Entomophthora sp.
(Ben Ze Ev e Kenneth, 1981) atacam adultos de P. spumarius (Morente & Fereres, 2017).

As abordagens mais eficazes de controlo de X. fastidiosa e dos seus vetores
combinam véarios métodos (Purcell, 2009). A adocdo de medidas culturais como por
exemplo, a utilizacdo de variedades de plantas mais resistentes, a remoc¢édo de infestantes e
plantas hospedeiras alternativas, assim como, de residuos vegetais dentro das vinhas e
zonas circundantes, para reduzir o numero de individuos que hibernam; ou a remocao das
folhas basais, no inicio da estacdo quando a maioria dos ovos ja foi colocada, reduz
efetivamente o nimero de individuos e é também uma boa primeira linha de defesa contra a
infestacdo de cigarrinhas (Creasy & Creasy, 2009; Mani et al., 2014).

As cigarrinhas preferem plantas muito vigorosas, pelo que, as videiras devem ser
fertilizadas de forma a manter o crescimento moderado, assim como, a irrigacdo também
deve ser controlada, os aumentos na quantidade de agua aplicada estdo correlacionados
com o0s aumentos na densidade de ninfas (Mani et al., 2014).

Para se obter um controlo mais eficiente dos insetos vetores é importante fazer a sua
monitorizacao e detecdo precoce. Alguns autores recomendam a colocagdo de armadinhas
adesivas amarelas, contudo, a sua utilizacdo para este fim tem caido em desuso uma vez
qgue ndo se tém mostrado eficazes. A rede de varredura, com contagem do numero de
individuos tem sido a metodologia mais aconselhada. A inspecdo visual das folhas pode ser

muito atil para a contagem de ninfas ou contagem de ovos (Mani et al., 2014).
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Material e métodos

3.1. Caracterizacao da &rea em estudo

O presente trabalho foi conduzido em vinhas na Regido Demarcada do Douro, no
total foram amostradas dez vinhas que se encontram distanciadas entre si, ao longo das
duas margens do rio Douro com altitudes compreendidas entre 78-291 m (Figura 11). As
areas agricolas circundantes as vinhas amostradas caracterizam-se por estarem

maioritariamente ocupadas por outras vinhas.
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Figura 11. Pontos de amostragem na Regido Demarcada do Douro. Mapa projetado em
ETRS89/PT-TMO06.

As vinhas amostradas foram caracterizadas quanto a localizacdo (latitude e
longitude), altitude, castas, sistematizacdo do terreno, compasso de plantacéo, tipo de poda,
area e modo de producdo (Quadro 1). Das castas presentes nas vinhas amostradas verifica-
se que a Touriga Franca e a Touriga Nacional séo as mais utilizadas, assim como, o sistema
de conducdo Royat unilateral. A selecdo das vinhas para amostragem, teve em conta a
aplicacdo de boas préaticas agricolas e o0 modo de producdo utilizado, descartando vinhas
muito intervencionadas com preferéncia por parcelas em modos de produgdo Bioldgico

(MPB), sem aplicacao de produtos de sintese quimica e Modo de Protecdo Integrada (MPI),
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em que a aplicagdo de produtos fitofarmacéuticos é feita de forma sustentavel e o coberto

vegetal € mantido por grande parte do ano.

Quadro 1. Caracterizacdo das vinhas amostradas quanto a localizacdo, altitude, castas,
sistematizacdo do terreno, compasso de plantacéo, tipo de poda, area e modo de producéo
(MPB-Agricultura Bioldgica, MPI- Protecéo Integrada

Nome ) ] .. Compasso . _
. . Altitude Sistematizagéo . Tipode Area Modode
da Latitude Longitude Castas plantacéo .
) (m) do terreno poda (ha) producgdo
vinha (m)
ona! " oE Q! " . . . Royat
V1 41°06'59.5"N  7°59'12.9"W 201 Viognier s/ Sist. 1,2x2,0 . 0,49 MPB
unilateral
V2 41°09'16.8"N  7°47'51.9"W 78 Téggo s/ Sist. 12x21 Guyot 1,18 MPI
V3 41°09069°N 7°41236"W 106 |ourga  Patamares 4., Royal g, \pp
Franca largos 1linha unilateral
V4 41°10'335°N  7°33035°W 139  ouriga  Patamares g 54 Royat oo\ p
Nacional estreitos 1linha unilateral
V5 41°1047.4"N 7°3209.3"w 232  Jouriga Patamares 09x25 Royal .. MPI
Nacional estreitos 1linha unilateral
V6  41°12215°N  7°29'16.2"W 280  |ouriga  Patamares ., .,  Royat =, oo MPI
Franca  estreitos 1linha unilateral
V7 41909074°N  701756.7'w 291  ouriga Patamares 10x20  Royat g, MPI
Franca largos 3linhas bilateral
V8  41°0855.1"N 7°07'36.8"W 150  Sousdo s/ Sist. 1,0x2,2 bﬁgﬁgl o8  MPI
VO 41°11'05.0"N  7°06'35.4"W 133 T \inhaaoalte 1,0x20  RO¥at 445 MPI
Cao unilateral
VIO  41°13290°N  7°0527.9'wW 125  Jouriga s/ Sist. 095x22 Royal = g9 MPI
Nacional unilateral

As operagBes culturais realizadas, com possivel impacto nas comunidades de

insetos, encontram-se descritas no Quadro 2. A mobilizagdo superficial do solo, apenas

ocorreu nas vinhas em modo de producdo bioldgico (V1 e V3) e a aplicacdo de herbicida s6

foi observado na V4. Relativamente ao corte do coberto vegetal, este foi transversal a todas

as vinhas amostradas, contudo, estas intervengfes foram realizadas em margo/abril/maio

nao tendo

interferéncia com a amostragem

realizada. A aplicacdo de produtos

fitofarmacéuticos foi a base de fungicidas para todas as vinhas, e de inseticidas na Vinha 5

e Vinha 2, no caso desta Ultima, existe a obrigatoriedade de realizagdo de um tratamento

para o vetor da flavescéncia Dourada (Circular de Avisos Agricolas N.° 08/2019 - SNAA).
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Quadro 2. OperacBes culturais e produtos fitofarmacéuticos utilizados, nas vinhas
amostradas

Corte
Nome da  Mobilizaco do Herbicidas  Inseticidas Fungicidas aplicados por
vinha coberto aplicados aplicados tratamento
""""""""" vegetal

V1 Sim Sim enxofre e cobre

1°- enxofre
2°- cobre (oxicloreto) +
mandipropamida
3°- enxofre
4°- difenoconazol; enxofre
5°- piriofenona; meptildinocape

V2 Nao Sim deltametrina

V3 Sim Sim enxofre e cobre

1°- enxofre
2°- cobre (oxicloreto) +
Né&o Sim glifosato mandipropamida
\VZ!
3°- enxofre
4°- difenoconazol; enxofre
5°- piriofenona; meptildinocape

1°- enxofre
2°- penconazol;
cimoxanil+folpete+fosetil-aluminio;
folpete+iprovalicarbe
3°- enxofre
4°- espiroxamina; meptildinocape;
penconazol;
cimoxanil+folpete+fosetil-aluminio;
folpete+iprovalicarbe
5°- meptildinocape; penconazol;
meptildinocape; cimoxanil+oxicloreto
de cobre

lambda-

V5 Nao Sim cialotrina

1°- Espiroxamina;
cimoxanil+folpete+fosetil-aluminio
2°- Espiroxamina;
cimoxanil+folpete+fosetil-aluminio
3° tebuconazol+trifloxistrobina;
folpete+fosetil-aluminio+iprovalicarbe
40°- cresoxime-metilo+penconazol,
folpete+metalaxil
5°- boscalide+cresoxime-metilo;
folpete+metalaxil-M
6°- cresoxime-metilo+penconazol;
cobre (sulfato de cobre e célcio —
mistura bordalesa)

V6 Nao Sim

1°- folpete+metalaxil; Enxofre
molhavel
N3o Sim 2°-folpete+metalaxil; penconazol
V7 o .
3°- fluopirame-+tebuconazol
4°- sulfato de cobre e célcio;
boscalide+cresoxime-metilo

1°- enxofre molhavel; fossetil
aluminio
V8 Nio Sim 2‘?- cimo>.<anil; fossetil .aluminic_);
espiroxamina 3°- cresoxime-metilo;
penconazol boscalide; cresoxime-
metilo
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1°- enxofre molhavel; fossetil
aluminio
2°- cimoxanil; fossetil aluminio;
Sim espiroxamina
3°- cresoxime-metilo; penconazol
boscalide; cresoxime-metilo

1°- enxofre molhavel; fossetil
aluminio
2°- cimoxanil; fossetil aluminio;
espiroxamina
3°- cresoxime-metilo; penconazol
boscalide; cresoxime-metilo

V10 Nao Sim

3.3. Amostragem das vinhas

A amostragem da comunidade de Auchenorrhyncha decorreu em 2019, em trés
periodos distintos: julho setembro e outubro. A escolha dos periodos teve por base
trabalhos anteriores que indicavam que julho corresponde ao final do periodo de
emergéncia dos vetores e potenciais vetores de X. fastidiosa e especula-se que iniciem,
neste periodo, o seu comportamento migratério quer da vegetacdo herbacea para a copa da
videira, ou da vinha para areas adjacentes. E, em setembro e outubro corresponde ao
periodo em que 0s insetos retornam aos ecossistemas originais para efetuarem as posturas
que dardo inicio a uma nova geracdo (Cruaud et al., 2018; Morente et al., 2018; Antonatos
et al., 2020).

Em cada vinha e em cada periodo selecionado a amostragem incidiu em dois
estratos distintos, nomeadamente na copa da videira, e no coberto vegetal da entrelinha da
vinha, com recurso de uma rede entomoldgica. Para a amostragem na copa das videiras
(Figura 12A), foram selecionados dez pontos arbitrarios distribuidos na parcela e afastados
entre si, onde foram realizadas 50 varreduras continuas sobre a parte aérea da videira,
constituindo-se assim 10 amostras independentes. A amostragem do coberto vegetal foi
realizada nas entrelinhas das vinhas (Figura 12B). Assim, em cada parcela foram
selecionados dez pontos aleatdrios afastados entre si, e em cada ponto foram realizadas 10
varreduras com duas batidas (uma por dire¢do), num espago de 100 m, constituindo-se
assim uma amostra. As amostras foram devidamente identificadas e os artrépodes
capturados foram imediatamente mortos com éter, para reduzir possivel predacéo, e levados

para o laboratdrio onde foram congelados a -20 °C, para posterior triagem e identificacéo.
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Figura 12. Técnicas de varredura efetuada com recurso a redes entomoldgicas nos dois
estratos: (A); copa da videira e (B) coberto vegetal da entrelinha.

3.4. Triagem e identificacdo dos individuos da Subordem Auchenorrhyncha

Com o auxilio de uma lupa binocular procedeu-se a uma triagem inicial para retirar
o0 material vegetal recolhido na amostragem, separando 0s artropodes. Posteriormente,
todos os individuos da subordem Auchenorrhyncha foram separados dos restantes
artropodes, e foram acondicionados em tubos com &lcool a 96% para posterior
identificacéo.

Os adultos de Auchenorrhyncha foram inicialmente separados por morfoespécies de
acordo com a observacdo de caracteristicas morfoldgicas externas e com o auxilio de
chaves dicotomicas disponiveis na literatura (Biedermann & Niedringhaus 2009).
Posteriormente, de cada morfoespécie procedeu-se a preparacdo da genitalia masculina,
para a identificacdo até ao nivel taxondmico de espécie. Na preparacdo das genitélias a
parte apical do abdomen dos machos foi cortada e colocada numa solucdo aquecida de
hidroxido de potassio (KOH) a 10%, entre 20 segundos a 3 minutos, dependendo das
caracteristicas de cada exemplar. Individuos mais claros e menos esclerotizados foram
colocados menos tempo em comparagdo com individuos mais escuros e esclerotizados. De
sequida, o pigoforo foi colocado em glicerina para a remocgdo dos restantes segmentos
abdominais e dos tecidos moles. A genitalia foi montada numa lamina com glicerina e
celada com verniz. A classificagdo taxondmica foi baseada em chaves e ilustragdes
apropriadas para o efeito (Alexandrovich Dmitriev and Nickel, 2006; Biedermann &
Niedringhaus, 2009; Dietrich, 2005; Le Quesne and Payne, 1981; Nielson, 1968; Walter,
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1965). Relativamente as fémeas, estas foram identificadas até ao nivel taxondmico mais
baixo possivel. Se todos os machos de um género numa amostra especifica correspondiam a
uma espécie, entdo as fémeas desse mesmo género foram consideradas dessa espécie, apds
a observacdo cuidadosa das caracteristicas morfologicas. No caso de existir mais de uma
espécie num género em particular, as fémeas pertencentes a esse género identificadas como
morfoespécies e designadas por género ou subfamilia seguido de "sp." e um ndmero, de
acordo com o morfotipo (ex. Psammatettix sp.1 ou Deltocephalinae sp.1). Por fim, foi
montada uma colecdo de referéncia das espécies identificadas, que é parte integrante deste

trabalho (ver Anexo).

3.5. Analise de dados

3.5.1. Estrutura da comunidade de Auchenorrhyncha

A estrutura da comunidade de Auchenorrhyncha foi avaliada em termos de
abundancia, riqueza e diversidade. Apresentou-se 0 nimero total de individuos e a sua
frequéncia relativa por estrato e data de amostragem. Para medir a riqueza e diversidade de
espécies na RDD, foi determinada a riqueza especifica e dois indices de diversidade: indice
de Diversidade Shannon Wiener (H") e o indice de Equitabilidade de Pielou (J°).

indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’)

O Indice de Shannon-Wiener mede o grau de incerteza em prever a que espécie
pertencera um individuo escolhido, ao acaso, de uma amostra com S espécies e N
individuos. Como tal, este indice reflete ndo sé a riqueza em espécies de uma comunidade,
mas também o modo como os individuos nela se repartem (Martins et al., 2014). Tem a
vantagem de ndo ser necessario identificar as espécies presentes; basta poder distinguir uma
de outra para realizar a contagem dos individuos de cada uma delas e a contagem total. A

sua determinacéo é feita recorrendo a seguinte formula (Pla, 2006):

s
H' = —Zpi log, pi
i=1

onde:
S —namero de espécies (a riqueza de espécies)
pi — proporgdo de individuos da espécie i em relagdo ao nimero total de individuos

na comunidade (isto é, a abundancia relativa de espécies i)
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pi =

=3

em que:
ni —namero de individuos da espécie i

N — namero total de individuos de todas as espécies

Este indice (H') é expresso como um numero positivo, que na maioria dos
ecossistemas naturais varia entre 0,5 e 5, embora o seu valor normal esteja entre 2 e 3;
valores abaixo de 2 sdo considerados baixos em diversidade e maiores que 3 séo altos em
diversidade de espécies. Nao tem limite superior ou em qualquer caso é dado pela base do
logaritmo que se utiliza (Pla, 2006).

Dessa forma, o indice considera 0 nimero de espécies presentes na area de estudo
(riqueza de espécies), e o numero relativo de individuos de cada uma dessas espécies

(abundancia).

Indice de equitabilidade de Pielou (J°)

O indice de Pielou é obtido pela razdo entre dois valores de diversidade, a
diversidade da amostra e a diversidade maxima tedrica dessa mesma amostra, obtida
qguando as espécies presentes sdo representadas pelo mesmo namero de exemplares. Deste
modo, este indice expressa a forma como os individuos estdo distribuidos entre as
diferentes espécies (Martins et al., 2014). O indice de Pielou varia entre 0 e 1. Ndo pode
apresentar valores superiores a 1 e na pratica s6 excecionalmente apresenta valores
superiores a 0,9. Valores baixos indicam que a amostra € dominada por poucas espécies.
Assim, o indice € maximo quando todas as espécies capturadas sdo igualmente abundantes
e minimo quando apenas uma espécie domina a comunidade. E expresso de acordo com:

H
~ H'max

J

Em que A= indice de Shannon e H max=log>S.

3.5.2. Diferencas entre as comunidades de Auchenorrhyncha
Para analisar as diferencgas das comunidades de Auchenorrhyncha entre as diferentes
vinhas amostradas, realizou-se uma Andlise Multivariada Permutacional de Variancia

(PERMANOVA), usando a funcdo adonis2 do pacote “vegan” no software R (R core
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Team, 2020). A matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis foi usada como resposta e as
diferentes vinhas amostradas como variavel explicativa.

O numero de permutac6es foi restringido pelo grafico, sendo que foram usadas 999
permutacdes. Os niveis de resposta foram analisados por meio de comparacgdes por pares,
com correcdo de Bonferroni, para testes multiplos usando a andlise multivariada da
variancia (MANOVA) (fungdo pairwise.perm.manova do pacote “RVAideMem-oire”
(Hervé, 2020). A variancia entre as comunidades foi testada usando a funcao betadisper no
mesmo pacote seguido por um teste de permutacdo para homogeneidade de dispersdes
multivariadas usando a funcdo permutes no mesmo pacote (Xia et al., 2018). Quando se
verificaram diferencas entre os grupos, estas foram verificadas com o teste HSD de Tuckey
usando a funcdo TukeyHSD. Adicionalmente, para ter uma nogdo visual da distribuicdo da
abundancia e riqueza de espécies nas diferentes vinhas amostradas, foram produzidos
diferentes mapas da Regido Demarcada do Douro com informagdes sobre a abundancia de
espécie nos diferentes estratos e datas amostradas. Todos os mapas foram feitos no software
QGIS (versdo 3.18.0-Zirich) e todas as camadas foram projetadas em European Terrestrial
Reference System 1989 / Portugal - Transverse Mercator 06 (ETRS89 / PT-TMO06), a
projecao nacional recomendada do DATUM ETRS89.

Relativamente a anélise das diferencas entre as comunidades de Auchenorrhyncha
por estratos e pelas datas de amostragem, foi realizada um escalonamento multidimensional
ndo métrico (NMDS) utilizando o indice de Bray-Curtis (999 permutacdes) que considera a
presenca ou auséncia de taxons, bem como a abundancia entre as amostras. A analise foi
feita com recurso da fungcdo metaMDS do pacote “vegan” do software R. Foram feitos trés
gréficos, um representando as diferencas da comunidade entre estratos, outro entre datas e
por fim um grafico em que € possivel observar a interacdo entre estrato e datas de
amostragem. Os graficos foram produzidos com recurso a fungdo “ggplot” do pacote
“goplot2” do software R. Para validar os resultados obtidos pela analise NMSD, foi
realizada uma analise de PERMANOVA, seguindo 0s mesmos critérios mencionados
anteriormente. Os principais efeitos foram analisados assim como a sua interacdo. A

variancia entre as comunidades foi também testada.

3.5.3. Esforco de amostragem
De forma a avaliar a suficiéncia do esforco de amostragem na determinacdo do

namero de espécies de Auchenorrhyncha presentes nas vinhas durienses procedeu-se ao
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desenho de curvas de acumulagdo de espécies em funcdo do nimero de vinhas amostradas
por data e por estrato amostrado. As curvas de acumulacdo de espécies foram computadas
com recurso a fungdo specaccum do pacote “vegan” (Oksanen et al., 2019).

Adicionalmente, foi realizada uma anélise de co-inercia (CIA), para determinar a
relagcdo entre as espécies de Auchenorrhyncha e o tipo de estrado e data de amostragem.
Esta analise, também foi realizada no R utilizando o pacote ade4 e a funcéo table.value para
visualizar os resultados.
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4. Resultados

4.1. Estrutura da comunidade de Auchenorrhyncha

No total, foram recolhidos 3463 individuos da subordem Auchenorrhyncha, sendo
que 3072 séo da infraordem Cicadomorpha e 391 da infraordem Fulgoromorpha. Na
infraordem Cicadomorpha, foram identificadas 54 espécies pertencentes a duas familias
(Aphrophoridae e Cicadellidae) e na infraordem Fulgoromorpha foram identificadas 22
especies distribuidas em seis familias (Caliscelidae, Cixiidae, Delphacidae, Dictyopharidae,
Issidae e Tettigometridae) (Quadro 3). A cigarrinha verde, Empoasca vitis, foi a espécie
mais abundante e frequente representando 31,45 % dos individuos capturados, seguindo-se
Psammotettix sp.1 com a frequéncia de 8,87 %, ambas as espécies pertencem a infraordem
Cicadomorpha. Relativamente a infraordem Fulgoromorpha a espécie com maior
abundancia foi Unkanodes excisa (Melichar, 1898) com uma frequéncia de 7,22%
seguindo-se Laodelphax striatellus (Fallén, 1826) com uma frequéncia de 0,98%.

Na copa das videiras, foram identificados no total 1188 individuos, pertencentes a
sete familias e 41 espécies (Quadro 3). Neste estrato, a populacdo de Auchenorrhyncha foi
dominada por individuos da subfamilia Typhlocybinae, representando 89% do total de
individuos capturados na copa das videiras, seguindo-se a subfamilia Deltocephalinae com
5% e Agalliinae com 4%.

No coberto vegetal, onde foram recolhidos 2275 exemplares, foram identificadas
oito familias e 67 espécies (Quadro 3). Neste estrato os individuos da subfamilia
Deltocephalinae foram capturados com mais frequéncia, representando 54% do total de
individuos identificados no coberto vegetal, seguindo-se a subfamilia Typhlocybinae, com
19% e a familia Delphacidae, com 14%. As restantes familias e subfamilias de Cicadellidae
representaram menos de 13% do total de individuos identificados no coberto vegetal.

No que respeita aos periodos de amostragem, verificou-se que na amostragem de
julho foi observado a maior ocorréncia simultaneamente de individuos (1626) e espécies
(52) enguanto na amostragem de setembro foi onde se verificou 0 menor nimero de
individuos (734). A amostragem de setembro e outubro apresentaram o0 mesmo nimero de
especies (49) (Quadro 3).

Relativamente a interacdo entre o estrato e data de amostragem, em todas as datas
de amostragem, o coberto vegetal foi o estrato onde se identificou sempre o maior nimero
de individuos e espécies. Neste estrato, na amostragem de julho foi onde se identificou o

maior nimero de individuos e espécies (1081 e 46 respetivamente) seguindo-se outubro
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(809 e 45 respetivamente) e setembro (385 e 42 respetivamente). Espécies do género
Psammotettix foram dominantes no coberto vegetal em todas as datas de amostragem,
representando mais de 30% dos individuos capturados. A copa da videira foi onde se
observou 0 menor numero de individuos e espécies em todas as datas de amostragem.
Assim como o verificado no coberto vegetal, a copa da videira também apresentou o maior
nimero de individuos e espécies na amostragem de julho (542, 30 respetivamente),
seguindo-se setembro com 349 individuos identificados e outubro com 297 individuos.
Relativamente ao numero de espeécies identificadas nas duas Gltimas datas de amostragem,
contrariamente ao verificado no nimero total de individuos, foi a amostragem de outubro
onde se identificou 0 maior nimero de espécies (20) seguindo-se setembro com 15 espécies
identificadas. A cigarrinha verde, E. vitis, foi a espécie mais frequente representando mais
de 70% dos individuos identificados na copa da videira em todas as datas de amostragem.
No que diz respeito a vetores e potenciais vetores de X. fastidiosa, apenas foram
identificadas trés espécies e em numero reduzido, nomeadamente, N. campestris (38
individuos), P. spumarius (19 individuos) e C. viridis (5 individuos) (Figura 13), com

maior nimero de capturas em outubro e no coberto vegetal (Quadro 3).
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Quadro 3. Numero total (N) e frequéncia (F) de adultos de Auchenorrhyncha recolhidos em junho, setembro e outubro de 2019 na copa da
videira e coberto vegetal, em vinhas da Regido Demarcada do Douro, vetores e potenciais vetores de Xylella fastidiosa.

Copa Coberto Vegetal

Infraordem  Familia Subfamilia Espécie julho setembro outubro julho setembro outubro Total Geral
N F(%) N F%) N F() N F(%) N F(%) N F(%) N F (%)

Cicadomorpha Aphrophoridae Neophilaenus campestris (Fallén, 1805) 0 0 0 0 2 0,67 0 0 0 0 36 445 | 38 1,10
Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758) 4 0,74 0 0 3 1,01 2 0,19 3 0,78 7 0,87 19 0,55

Cicadellidae  Agalliinae Agallia consobrina Curtis, 1833 3 0,55 1 0,29 7 2,36 1 0,09 0 0 2 0,25 14 0,40
Anaceratagallia laevis (Ribaut, 1935) 4 0,74 1 0,29 5 1,68 65 6,01 13 3,38 66 8,16 | 154 445

Anaceratagallia venosa Fourcroy, 1785 8 1,48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0,23

Austroagallia sinuata (Mulsant & Rey, 1855) 4 0,74 4 1,15 2 0,67 25 2,31 7 1,82 6 0,74 | 48 1,39

Dryodurgades antoniae (Melichar, 1907) 1 0,18 0 0 2 0,67 2 0,19 0 0 6 0,74 | 11 0,32

Aphrodinae Aphrodes spl 0 0 0 0 0 0 1 0,09 1 0,26 0 0 2 0,06
Stroggylocephalus spl 0 0 0 0 0 0 1 0,09 0 0 0 0 1 0,03

Cicadellinae Cicadella viridis (Linnaeus, 1758) 0 0 0 0 0 0 2 0,19 1 0,26 2 0,25 5 014
Deltocephalinae  Athysanus argentarius Metcalf, 1955 0 0 0 0 0 0 8 0,74 3 0,78 0 0 11 0,32
Balclutha frontalis (Ferrari, 1882) 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,52 2 0,25 4 0,12

Balclutha punctata (Fabricius, 1775) 0 0 0 0 0 0 0 0 5 1,30 10 124 |15 043

Balclutha spl 1 0,18 0 0 2 0,67 15 1,39 1 0,26 7 087 | 26 0,75

Balclutha sp2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,12 1 0,03

Cicadula sp1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,12 1 0,03

Deltocephalinae spl 1 0,18 0 0 0 0 1 0,09 0 0 0 0 2 0,06

Deltocephalinae sp2 0 0 0 0 0 0 1 0,09 0 0 0 0 1 0,03

Doliotettix lunulatus (Zetterstedt, 1840) 4 0,74 0 0 0 0 49 453 30 7,79 94 11,62 |177 5,11

Enantiocephalus spl 0 0 0 0 0 0 1 0,09 0 0 0 0 1 0,03

Euscelidius variegatus (Kirschbaum, 1858) 2 0,37 0 0 0 0 26 2,41 1 0,26 12 1,48 41 1,18

Euscelis incisus (Kirschbaum, 1858) 0 0 0 0 0 0 27 2,50 2 0,52 0 0 29 0,84

Euscelis ohausi Wagner, 1939 1 0,18 0 0 0 0 7 0,65 1 0,26 0 0 9 0,26

Exitianus capicola (Stal, 1855) 0 0 0 0 0 0 22 204 18 468 47 581 | 87 251

Goniagnathus brevis (Herrich-Schéffer, 1835) 0 0 0 0 0 0 10 0,93 1 0,26 1 0,12 12 0,35

Goniagnathus guttulinervis (Kirschbaum, 1868) 0 0 0 0 0 0 12 1,11 8 2,08 4 0,49 24 0,69

Hardya tenuis (Germar, 1821) 0 0 1 0,29 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,03

Macrosteles alpinus (Zetterstedt, 1828) 0 0 0 0 0 0 2 0,19 1 0,26 1 0,12 4 012

Neoaliturus fenestratus (Herrich-Schéaffer, 1834) 9 1,66 0 0 0 0 36 3,33 4 1,04 13 161 |62 1,79

Phlepsius ornatus (Perris, 1857) 0 0 0 0 0 0 7 065 4 1,04 2 0,25 | 13 0,38

Platymetopius major (Kirschbaum, 1868) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,25 2 0,06

Psammotettix spl 9 1,66 1 0,29 2 0,67 237 2192 25 6,49 33 4,08 [307 8,87

Psammotettix sp2 0 0 3 086 19 6,40 7 065 66 17,14 199 24,60 |294 8,49
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Copa Coberto Vegetal
Infraordem  Familia Subfamilia Espécie julho setembro outubro julho setembro outubro Total Geral

Psammotettix sp3 1 0,18 0 0 0 0 9 083 12 312 8 0,99 | 30 0,87

Psammotettix sp4 0 0 0 0 0 0 40 370 11 286 5 0,62 | 56 1,62

Psammotettix sp5 0 0 0 0 0 0 0 0 19 494 18 2,22 | 37 1,07

Psammotettix sp6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,25 2 0,06

Rhopalopyx vitripennis (Flor, 1861) 0 0 0 0 0 0 9 0,83 9 2,34 4 049 | 22 0,64

Sardius argus (Marshall, 1866) 0 0 0 0 1 0,34 0 0 4 1,04 9 1,11 | 14 0,40

Scaphoideus titanus Ball, 1932 2 0,37 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,06

Dorycephalinae Eupelix cuspidata (Fabricius, 1775) 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,26 0 0 1 0,03

Idiocerinae Idiocerus lituratus (Fallén, 1806) 0 0 0 0 1 0,34 0 0 0 0 0 0 1 0,03
Megophthalminae  Megophthalmus scabripennis Edwards, 1915 0 0 0 0 0 0 1 0,09 0 0 0 0 1 0,03

Typhlocybinae Alebra coryli Le Quesne, 1977 22 4,06 0 0 0 0 2 0,19 0 0 0 0 24 0,69

Arboridia spl 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,26 1 0,12 2 0,06

Empoasca vitis (Gothe, 1875) 379 69,93 326 9341 220 74,07 73 675 36 93 55 680 (1089 31,45

Eupteryx spl 0 0 0 0 0 0 3 0,28 1 0,26 0 0 4 012

Eupteryx sp2 0 0 1 0,29 4 1,35 0 0 0 0 1 0,12 6 017

Fruticidia bisignata (Mulsant & Rey, 1855) 0 0 0 0 2 0,67 0 0 0 0 0 0 2 0,06

Jacobiasca lybica (Bergevin & Zanon, 1922) 0 0 0 0 2 0,67 0 0 0 0 0 0 2 0,06

Ribautiana tenerrima (Herrich-Schéffer, 1834) 4 0,74 3 0,86 9 3,03 0 0 0 0 2 0,25 | 18 0,52

Zygina ordinaria (Ribaut, 1936) 2 0,37 0 0 3 1,01 0 0 0 0 1 0,12 6 017

Zygina spl 50 9,23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 1,44

Zyginidia scutellaris (Herrich-Schéffer, 1838) 18 332 2 0,57 5 1,68 214 1980 25 649 15 1,85 [279 8,06

Fulgoromorpha Caliscelidae Caliscelidae spl 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,26 1 0,12 2 0,06
Caliscelidae sp2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,52 0 0 2 0,06

Cixiidae Pentastiridius leporinus (Linnaeus, 1761) 2 0,37 0 0 0 0 5 0,46 0 0 0 0 7 0,20
Trigonocranus emmeae Fieber, 1876 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,12 1 0,03

Delphacidae Asiraca clavicornis (Fabricius, 1794) 1 0,18 0 0 0 0 3 0,28 0 0 6 0,74 | 10 0,29
Kelisia guttula (Germar, 1818) 1 0,18 1 0,29 0 0 2 0,19 3 0,78 4 049 | 11 0,32

Kelisia spl 0 0 1 0,29 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,03

Laodelphax striatellus (Fallén, 1826) 1 0,18 0 0 0 0 23 2,13 7 1,82 3 0,37 34 0,98

Metadelphax propinquus (Fieber, 1866) 1 0,18 0 0 0 0 8 0,74 11 286 0 0 20 0,58

Paraliburnia clypealis (Sahlberg, 1871) 0 0 0 0 0 0 1 0,09 0 0 1 0,12 2 0,06

Unkanodes excisa (Melichar, 1898) 2 0,37 2 0,57 5 1,68 90 833 38 987 113 1397 | 250 7,22

Dictyopharidae Almana longipes (Dufour, 1849) 0 0 0 0 1 0,34 9 0,83 2 0,52 0 0 12 0,35
Bursinia genei (Dufour, 1849) 0 0 0 0 0 0 8 0,74 0 0 0 0 8 0,23

Bursinia parvula Horvath, 1910 0 0 0 0 0 0 2 0,19 2 0,52 0 0 4 0,12

Issidae Agalmatium bilobum (Fieber, 1877) 3 0,55 0 0 0 0 10 0,93 1 0,26 0 0 14 0,40
Fieberium impressum (Fieber, 1877) 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,26 0 0 1 0,03
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Copa Coberto Vegetal

Infraordem  Familia Subfamilia Espécie julho setembro outubro julho setembro outubro Total Geral
Tettigometridae Tettigometra impressopunctata Dufour, 1846 1 0,18 0 0 0 0 1 0,09 1 0,26 0 0 3 0,09
Tettigometra spl 0 0 0 0 0 0 1 0,09 0 0 0 0 1 0,03
Tettigometra sp2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,12 1 0,03
Tettigometra sp3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0,37 3 0,09
Tettigometra sp4 0 0 1 0,29 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,03
Tettigometra sp5 1 0,18 1 0,29 0 0 0 0 0 0 1 0,12 3 0,09
Total Geral 542 349 297 1081 385 809 3463
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Figura 13. Vetores de Xylella fastidiosa. (A) Philaenus spumarius; (B) Neophilaenus
campestris; (C) Cicadella viridis. (1) Vista dorsal; (2) vista frontal, (3) genitalia
masculina (ede= edeago; sty=style).

No que diz respeito a riqueza média e a diversidade de espécies, observou-se a
existéncia de diferencas significativas entre estratos e data de amostragem (Quadro 4).

No geral, o coberto vegetal foi o estrato que apresentou a maior riqgueza média e
diversidade de espécies em todas as datas de amostragem. Contudo, foi na amostragem
de julho que se verificou uma maior riqueza e diversidade de espécies. Por sua vez, em
setembro foi onde se verificou uma menor riqueza média e diversidade de individuos de
Auchenorrhyncha tanto no coberto vegetal como na copa das videiras (Quadro 4).

O Indice de Diversidade Shannon Wiener (H’), apresentou sempre indices
inferiores a dois, o que é indicativo de uma baixa diversidade em espécies de

Auchenorrhyncha.
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O Indice de Equitabilidade de Pielou (J°) indica que o coberto vegetal possui
uma uniformidade de espécies significativamente superior (p<0,001) de
Auchenorrhyncha do que a copa das videiras. Porém tanto no coberto vegetal como na
copa das videiras esta uniformidade variou significativamente (p<0,001) entre 0s
periodos amostrados. E na amostragem realizada em julho foi onde se verificou uma

maior uniformidade de espécies seguindo-se outubro e por fim setembro.

Quadro 4. Indices de diversidade de Auchenorrhyncha, para cada data e estrato
amostrado. Riqueza media amostrada, indice de Diversidade Shannon Wiener (H’),
indice de Equitabilidade de Pielou (J’). Letras iguais ndo sdo significativamente
diferentes para P < 0,05 (teste de Tukey)

julho setembro outubro p-value
Riqueza |Copa 1,72a 0,65c¢ 1,27b <0,001
Coberto vegetal 5,08a 2,66¢ 4,03b <0,001

p-value <0,001 <0,001 <0,001
H’ Copa 0,47a 0,18c 0,36b <0,001
Coberto vegetal 1,13a 0,73c 0,97b <0,001

p-value <0,001 <0,001 <0,001
J' Copa 0,39%a 0,10b 0,29a <0,001

Coberto vegetal 0,73a 0,58b 0,68ab 0,001
p-value <0,001 <0,001 <0,001

4.2. Diferengas entre as comunidades de Auchenorrhyncha

Segundo a analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA)
ndo existem diferencas significativas na comunidade de Auchenorrhyncha entre as
diferentes vinhas amostradas (df = 9; F=1,46; p=0,185) (Figura 14). E de acordo com o
teste de permutacdo para homogeneidade a variancia de espécies nas diferentes vinhas
foi homogénea (df = 9; F=1,08; p=0,38).
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A analise de PERMANOVA (Quadro 5) e a analise de escalonamento
multidimensional ndo métrico (NMDS) (Figura 15), com base no indice de Bray-Curtis,
mostram que a composicdo da comunidade de adultos de Auchenorrhyncha diferiu
significativamente entre a copa e o coberto vegetal (Figura 15A). E de acordo com o
teste de permutacdo para homogeneidade, a variancia de espécies nos estratos foi
homogénea (df = 1; F=1,52; p = 0,22), validando assim os resultados obtidos pela
PERMANOVA.

Relativamente as datas amostradas, apesar de a PERMANOVA indicar que a
variavel data tem influéncia na comunidade de Auchenorrhyncha, a andlise NMDS
(Figura 15B) e a andlise por pares, com correcdo de Bonferroni, mostraram que esta
varidvel ndo exerce esse efeito sobre a comunidade (todos os p> 0,072). Estas
diferencas encontradas pelo PERMANOVA podem ser devido a heterogeneidade dos
dados e ndo por diferengas na comunidade uma vez que o teste de permutacdo para
homogeneidade indica que existe heterogeneidade nos dados (df = 2; F=4,51; p=0,01).

O teste Tukey HSD mostrou que as diferencas se devem a uma maior distancia
ao centroide nas espécies recolhidas em setembro. Quando ha interacdo das varidveis
estrato e datas de amostragem, a analise de PERMANOVA, mostrou que esta interacdo
origina diferengas com significado estatistico na comunidade de Auchenorrhyncha
(Figura 15B).

A comparacdo por pares mostrou que as diferencas observadas pela
PERMANOVA sdo devidas essencialmente a diferencas na comunidade de
Auchenorrhyncha recolhidos no coberto vegetal e na copa das videiras nas trés datas
amostradas, com excec¢do da comunidade de Auchenorrhyncha recolhida no coberto
vegetal em setembro que ndo diferiu da comunidade de Auchenorrhyncha recolhida na
copa em julho e setembro.

O teste de permutacdo para homogeneidade, validou os resultados da
PERMANOVA, uma vez que a variancia entre espécies de Auchenorrhyncha para a

interacdo entre estratos e datas amostradas foi homogénea (df = 5; F= 0,85; p=0.52).
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Quadro 5. Diferencas entre as comunidades de Auchenorrhyncha por estrato e datas de
amostragem de acordo com a andlise PERMANOVA das espécies de Auchenorrhyncha.
df - graus de liberdade; SS - soma dos quadrados

Variavel df SS R? F p
Estrato 1 3.649 0.184 14.607 0.001
Data 2 1.618 0.081 3.238 0.001
Estrato:Data 2 1.120 0.056 2.242 0.004
Residual 54 13.490 0.679
Total 59 19.877 1.000
(A) (B)

Estrato Estrato

. - . ol . Coberts vegetal ® Coberto vegetal

b Evar B ® Copa A Cops

NMDS2
NMDS2

Data Data
. jite
& oo ® outbo

w setembro * setembro

Stress= 0.229 1 Stress= 0.229

NMDS1T NMDS1

Estrato
Coberto vegetal

[#] copa

NMDS2

Data
o ino

® setembro

NMDS1

Figura 15. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) para a
abundancia de Auchenorrhyncha no (A) estrato (copa e coberto vegetal), nas (B) datas
amostradas (junho, setembro e outubro) e (C) interacdo entre os estratos e as datas
amostradas.
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4.3. Esforco de amostragem

As curvas de acumulagdo de espécies obtidas com os resultados da amostragem
de setembro e outubro para a copa das videiras apresentaram uma estabilizacédo
indicando a posteriori que o esfor¢co de amostragem, foi suficiente para detetar grande
parte da comunidade de Auchenorrhyncha na copa das vinhas amostradas, 0 mesmo nao
se verificou com os resultados da amostragem de julho, ndo tendo ocorrido estabilizacéo
da curva (Figura 16A).

Nenhuma das curvas de acumulacdo de espécies do coberto vegetal mostraram
uma tendéncia assimptotica (Figura 16B), indicando que o esforco de amostragem,
provavelmente, foi insuficiente para detectar a maioria das espécies da comunidade de
Auchenorrhyncha presentes no coberto vegetal das vinhas amostradas, sugerindo que
seria necessario aumentar o esforco de amostragem.

Tal como referido anteriormente o coberto vegetal apresentou uma maior
riqueza de espécies em relacdo a copa. Na amostragem de julho foi onde se observou a
maior riqueza e em setembro e onde se verifica a menor tanto no coberto vegetal como

na copa das videiras amostradas.

3 julho (A) & julho (B)

setembro

setembro

outubro

outubro

40
I

30
1

Riqueza de especies
Riqueza de especies

20
1

T T T T T T T T
2 4 L] a 10 2 4 [ a 10

Vinhas amostradas Vinhas amostradas

Figura 16. Curvas de acumulacdo de espécies com base na quantidade de vinhas
amostradas para a (A) copa das videiras, e para o (B) e no coberto vegetal em julho,
setembro e outubro. Os envelopes correspondem ao intervalo de confianga 95%.
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5. Discussao

A identificacdo de potenciais vetores de X. fastidiosa tem sido intensamente
explorada em olivais por toda a Europa (Antonatos et al., 2020; Panzavolta et al., 2019;
Elbeaino et al., 2014; Morente et al., 2018; Tsagkarakis et al., 2018), por ter sido neste
agroecossistema onde apareceu o primeiro foco da doenca. A ocorréncia de vetores e
potenciais vetores em outros agrossistemas ndo se tem observado. Visto que a bactéria
X. fastidiosa ataca um grande ndmero de espécies vegetais, entre as quais a videira,
onde causa doencas importantes, o estudo da presenca de poténcias vetores de X.
fastidiosa e a restante comunidade adulta de Auchenorrhyncha é um primeiro passo para
prevenir a doenca ou minimizar o seu potencial efeito. Neste sentido, o presente
trabalho dedica-se ao estudo da comunidade de vetores e potenciais vetores na copa da
videira e no coberto vegetal espontaneo, em diferentes periodos de amostragem, em
vinhas da Regido Demarcada do Douro, considerada a mais importante das regides

vinicolas portuguesas.

5.1. Potenciais vetores de X. fastidiosa

Na Europa, todos os insetos que se alimentam exclusivamente de xilema séo
considerados potencias vetores de X. fastidiosa (Cornara et al., 2019) porém nas vinhas
amostradas apenas foram recolhidas trés espécies especialistas em Xxilema
nomeadamente, P. spumarius, N. campestris e C. viridis. Espécies como Aphrophora
sp., Lepyronia coleoptrata (Linnaeus, 1758), Cercopis intermedia Kirschbaum 1868,
Neophilaenus lineatus (Linnaeus, 1758) e Philaenus tesselatus Melichar, 1899
encontradas em sistemas agricolas Portugueses (Guerreiro, 2020; Nascimento, 2020;
Neto, 2019; Popova, 2020) e também consideradas potenciais vetores deste patdgeno
(Cornara et al., 2019), ndo foram identificadas nas vinhas amostradas.

Espécies do género Philaenus e Neophilaenus foram descritas por Cavaleri et al.
(2019), como vetores eficientes de X. fastidiosa. De facto, P. spumarius é considerado o
principal vetor europeu da bactéria, ndo sé pela elevada taxa de eficiéncia de
transmissdo em comparacdo com outros vetores, (Cavaleri et al., 2019) mas também,
pela sua grande dispersdo e abundancia pela Europa (Rodrigues et al., 2014).
Relativamente a C. viridis, estudos preliminares realizados por Bodino et al. (2019),
mostraram que este cicadelideo é também capaz de adquirir e transmitir a bactéria,

porém com uma taxa de eficiéncia baixa.
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Neophilaenus campestris, foi o vetor mais abundante nas vinhas amostradas,
representando 61% dos vetores identificados, resultados que néo sdo concordantes com
a maioria dos estudos efetuados em olivais europeus nos quais P. spumarius € descrito
como o vetor mais abundante (Antonatos et al., 2020; Elbeaino et al., 2014; Morente et
al., 2018; Tsagkarakis et al., 2018). Este fato estara relacionado com uma maior
apeténcia de P. spumarius pela oliveira que pela vinha, o que vai de encontro ao
reportado por Santoiemma et al. (2019), que constataram que uma proporcao elevada de
vinhas na paisagem afeta negativamente a ocorréncia e abundancia de P. spumarius.
Este aspeto poderé estar relacionado com o maior nimero de tratamentos fitossanitarios
realizados na vinha ao longo do ano, e também a uma paisagem menos diversa em
regides onde a viticultura é a atividade principal, o que reduz a possibilidade de reflgios
limitando assim a ocorréncia de P. spumarius.

Alguns trabalhos, realizados em olival na Espanha, Portugal, Cérsega e Grécia,
indicam que individuos de P. spumarius e N. campestris tendem a migrar dos olivais no
verdo, periodo em que o coberto vegetal morre ou é cortado, para outras areas em que
tenham vegetacdo disponivel. Com o aproximar do outono, ap6s as primeiras chuvas,
tendem a retomar para o olival quando ha a rebrota do coberto vegetal onde fazem as
posturas (Antonatos et al., 2020; Cruaud et al., 2018; Morente et al., 2018;). No presente
trabalho, as trés espécies de vetores apresentaram uma maior frequéncia em outubro o
que indica um padrdo comportamental nas vinhas semelhante ao verificado no olival.

Todos os vetores recolhidos apresentaram uma maior frequéncia no coberto
vegetal o que vai de encontro com a bibliografia (Antonatos et al., 2020; Carpio et al.,
2020; Elbeaino et al., 2014; Morente et al., 2018; Tsagkarakis et al., 2018). De facto, a
analise de coenercia (Figura 17) demostrou que os vetores amostrados apresentam uma
correlacdo positiva com o coberto vegetal. Segundo Bodino et al. (2019) e Morente et
al. (2018), as cigarrinhas das espumas passam grande parte do seu ciclo de vida no
coberto vegetal, principalmente em gramineas, onde se alimentam, acasalam e efetuam
as posturas. Contudo, é de realcar que no presente trabalho tanto P. spumarius como N.
campestris foram registados na copa das videiras. Os resultados indicam que
abundancia e diversidade de vetores observados no presente trabalho é relativamente
baixa quando comparada com outros estudos similares (Ben Moussa et al., 2016;
Bodino et al., 2019; Morente et al., 2018; Tsagkarakis et al., 2018; Zhang et al., 2011).
Como anteriormente referido pode dever-se ao facto de as vinhas sofrerem uma maior

pressdo de tratamentos fitossanitarios ao longo do seu ciclo vegetativo, especialmente
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tratamentos inseticidas obrigatorios contra a cigarrinha da flavescéncia dourada (SNAA,
2020).

No entanto, estamos em crer que a baixa abundancia de vetores nas vinhas da
Regido Demarcada do Douro ndo indica que o risco de disseminacdo de X. fastidiosa
nas vinhas da regido seja reduzido, caso haja introducéo do patdgeno. Como referido na
parte de revisao deste trabalho, nos vetores apds a aquisicdo da bactéria, esta persiste no
aparelho bocal durante toda a vida do inseto (Sicard et al., 2018), e uma vez que a
bactéria ndo necessita de um periodo latente pode ser transmitida logo apds a aquisicao
(Janse & Obradovic, 2010). Estes aspetos ligados ao facto de os vetores terem
caracteristicas migratorias (Bodino et al., 2021; Lago et al., 2021), sugerem que um
unico individuo pode transmitir a bactéria a varias plantas durante o seu ciclo de vida.
Como atualmente ainda ndo existe cura para as doencas causadas pela X. fastidiosa, a
principal forma de limitar a disseminacdo da bactéria passa pelo conhecimento dos
vetores, a sua monitorizacdo e em certos casos pela implementacdo de agdes que visem

a sua reducdo ou eliminacéo.
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5.2. Remanescente comunidade de Auchenorrhyncha

Além de alguns individuos da subordem Auchenorrhyncha serem considerados
potenciais vetores de X. fastidiosa, outras espécies desta subordem também podem
danificar fisicamente as plantas no seu processo alimentar, sendo-lhes atribuido a
designacdo de pragas (Heinrichs & Barrion, 2004; Backus et al., 2005; Atakan, 2009;
Cryan & Svenson, 2010) e ainda serem vetores de outros patdgenos importantes (Nielson,
1968; Redak et al., 2004). Pelo que, o conhecimento e identificagdo destes individuos, nos
agrossistemas portugueses é igualmente importante.

Dentro da comunidade de Auchenorrhyncha, foram identificadas nas vinhas
amostradas algumas espécies que podem causar estragos/prejuizos e que podem levar a
perdas econdmicas. E. vitis e J. lybica, conhecidas vulgarmente por cigarrinhas verdes,
adquiriram, na ultima década a designacdo de praga-chave em algumas regides viticolas
portuguesas, nomeadamente no Alentejo e no Douro (Lima, 2012). De acordo com a
bibliografia J. lybica tem uma maior dispersdo na regido sul de Portugal (Félix & Cavaco,
2009) uma vez que temperaturas mais elevadas favorecem um maior nimero de geracdes
anuais, com ocorréncia de diferentes geragdes sobrepostas (Hosny & El-Dessouki, 1967), o
gue ndo se verifica no norte de Portugal devido as baixas temperaturas, justificando assim a
baixa abundéancia destes individuos nas vinhas durienses. Ja E. vitis tem uma capacidade de
adaptacdo mais ampla, podendo ser encontrada por toda a Europa, Escandinavia, Africa
Setentrional, Asia e América do Norte (Mosna, 2005) sendo a mais abundante na RDD.
Outras cigarrinhas verdes como Empoasca solani (Curtis, 1846) e Empoasca decipiens
(Paoli, 1930) também associadas aos estragos na vinha (Rebelo, 1993) ndo foram registadas
nas vinhas em estudo.

E de salientar que algumas das espécies recolhidas nas vinhas amostradas sio
consideradas vetores ou potenciais vetores de fitoplasmas responsaveis por estragos
prejudiciais na videira. Entre estas cabe destacar S. titanus. Este cicadelideo é considerado
o principal vetor do fitoplasma da flavescéncia dourada (Chuche and Thiéry, 2014).
Estudos conduzidos com Euscelidius variegatus, um vetor confirmado do fitoplasma
Candidatus phytoplasma asteris, demonstraram que este cicadelideo é também capaz de
adquirir e transmitir o fitoplasma da flavescéncia dourada em condi¢bes de laboratorio
(Picciau et al., 2020). Neoaliturus fenestratus (Herrich-Shaffer) & um dos vetores dos
fitoplasmas Candidatus Phytoplasma solani’ ¢ ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (Landi et

al., 2013). Laodelphax striatella (Fallén), Anaceratagallia laevis (Ribaut) e Austroagallia
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sinuata (Mulsant & Rey) também foram estabelecidas como vetores dos fitoplasmas das
doencas amarelas da videira (Mori, 2018). E o principal vetor de X. fastidiosa, P.
spumarius, também testou positivo para o fitoplasma Candidatus phytoplasma solani
(Quaglino et al., 2019)

Foi observada uma grande abundéncia, riqueza e diversidade de individuos de
Auchenorrhyncha no coberto vegetal. De facto, a analise de co-inércia mostrou que grande
parte dos individuos capturados apresentaram uma correlacdo positiva com o coberto
vegetal, sendo que apenas 14 espécies apresentaram uma correlacao positiva com a copa da
videira (Figura 16). Dados concordantes com a andlise de PERMANOVA e NMDS
mostraram existir diferencas entre as comunidades dos estratos amostrados. Um estudo
realizado por Carpio et al. (2020), cujo objetivo foi entender o papel do coberto vegetal na
estruturacdo da comunidade de Cicadomorpha, mostrou que olivais com coberto vegetal
apresentaram uma maior diversidade e abundancia de Cicadomorpha em comparagdo com
olivais sem coberto vegetal. Outros estudos também salientam a importancia do coberto
vegetal na estruturacdo da comunidade de Auchenorrhyncha (McClure, 1982; Altieri et
al.,1985; Masters et al., 1998; Korosi et al., 2012; Helbing et al., 2017). Grande parte dos
individuos recolhidos possuem habitos alimentares polifagos tornando-se o coberto vegetal
mais apelativo a comunidade de Auchenorrhyncha (Carpio et al., 2020). O coberto vegetal
fornece uma vasta gama de fontes de alimento, abrigo e local para o acasalamento e
substrato para a realizacdo das posturas (Abad et al., 2021). Porém a mobilizacdo do solo, e
o corte do coberto vegetal ndo sdo apontados como solucdo para reduzir os niveis
populacionais de Auchenorrhyncha nos agroecossistemas. Pois, o coberto vegetal fornece
também abrigo e alimento a um vasto conjunto de fauna auxiliar que exercem servi¢cos
ecossistémicos fundamentais na vinha como polinizacdo, decomposicéo, regulacdo do ciclo
de nutrientes e controlo de pragas e doencas. Na pratica, a implementacdo de infraestruturas
ecologicas como a conservacao do coberto vegetal na entrelinha, a sementeira/plantagéo de
especies herbaceas, arbustivas e arbdreas na bordadura das parcelas e a instalacdo de
corredores ecoldgicos para o fomento destes organismos benéficos torna-se essencial para a
manutencdo dos niveis populacionais dos individuos da subordem Auchenorrhyncha e
outros individuos que possam ser prejudiciais (Franco, 2010).

Relativamente as datas de amostragem, a grande abundancia e diversidade
observada na amostragem de julho vai de acordo com a bibliografia existente (Brown et al.,
1992; Carpio et al., 2020). No inicio do outono, a ocorréncia de precipitagdo promove a

rebrota das plantas do coberto vegetal proporcionando novos e adequados habitats para os
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insetos. Este fator associado ao distirbio causado pela vindima pode justificar a baixa
abundancia e diversidade de individuos na amostragem de setembro. Em outubro, inicia-se
a senescéncia das folhas e a videira comeca a entrar em repouso vegetativo fazendo com
gue a copa ndo seja apelativa para insetos fitofagos o que pode justificar a baixa abundancia

de individuos de Auchenorrhyncha na copa das videiras na amostragem de outubro.

56



Capitulo 6.

Conclusao e perspetivas futuras




Conclusao e perspetivas futuras

O primeiro passo para implementacdo de medidas de controlo contra pragas e insetos
vetores é conhecer a sua abundancia e diversidade nos ecossistemas agrarios. O presente
trabalho permitiu identificar a comunidade de Auchenorrhyncha presente nas vinhas
durienses, assim como entender a sua preferéncia perante diferentes estratos.

No presente trabalho foram recolhidos e identificados nas vinhas amostradas vetores
de X. fastidiosa e vetores de fitoplasmas das doencas amarelas da videira, apesar de estes
apresentarem uma baixa abundancia, a sua presenca na regido demarcada (RDD) mais
antiga do mundo néo deixa de ser alarmante.

Philaenus spumarius, considerado o principal vetor de X. fastidiosa na Europa,
apresentou uma baixa abundancia nas vinhas, apesar de ter estado presente nos dois estratos
amostrados. Por sua vez N. campestris foi 0 vetor mais abundante.

O coberto vegetal apresentou ser um importante refagio para os individuos de
Auchenorrhyncha, mas o corte do mesmo ndo se encontra como solucdo para reduzir o
numero populacional. Foi possivel detetar um grande nimero de espécies presentes nas
vinhas, mas a amostragem efetuada exibiu ndo ser suficiente para catalogar toda a
diversidade presente, principalmente no coberto vegetal.

Pressupbem-se que antes da implementacdo de qualquer medida de controlo €
essencial compreender as principais razées do incremento da abundancia das pragas. Para
tal, em trabalhos futuros é essencial estudar a forma como a paisagem, os modos de
producdo, a aplicacdo de tratamentos fitossanitarios, a casta presente no local de
amostragem, as condi¢bes ambientais e outros fatores moldam a comunidade de
Auchenorrhyncha. Aprofundar os estudos da sazonalidade e ecologia destes individuos é
também da maior importancia assim como estudo da interacdo entre predadores
generalistas presentes na vinha e a comunidade de Auchenorrhyncha. Outros aspetos como
0 compreender quais as plantas do coberto vegetal que influenciam a comunidade
Auchenorrhyncha é também necessario, na medida em que vao permitir desenhar cobertos
vegetais menos apelativos para insetos desta subordem. Estes estudos poderdo contribuir
para implementacdo de medidas de controlo mais sustentaveis em detrimento de medidas

com recurso a produtos fitofarmacéuticos.
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ANexos

Catalogo de exemplares de insetos, recolhidos no presente trabalho, organizados por

familias, com vista dorsal e frontal (escala variavel).

Infraordem Cicadomorpha
Familia Aphrophoridae
Familia Cicadellidae

Infraordem Fulgoromorpha
Familia Cixiidae
Familia Caliscellidae
Familia Issidae
Familia Delphacidae
Familia Dictyopharidae

Familia Tettigometridae
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Familia Aphrophoridae: Género Philaenus

Diferentes polimorfismos de Philaenus spumarius identificados nas vinhas amostradas:

Philaenus spumarius Philaenus spumarius (Linnaeus, Philaenus spumarius Philaenus spumarius
(Linnaeus, 1758) 1758) (Linnaeus, 1758) (Linnaeus, 1758)

Philaenus spumarius Philaenus spumarius (Linnaeus, Philaenus spumarius
(Linnaeus, 1758) 1758) (Linnaeus, 1758)
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Familia Aphrophoridae: Género Neophilaenus

Diferentes polimorfismos de Neophilaenus campestris identificados nas vinhas amostradas:

Neophilaenus campestris Neophilaenus campestris
(Fallén, 1805) (Fallén, 1805)
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Familia Cicadellidae

Empoasca vitis Zyginidia scutellaris ’;l:r?eiltlrt;trlf Anaceratagallia Phlepsius ornatus
P (Herrich-Schéffer, Psammatettix spl . N laevis (Ribaut, Pt
(Gothe, 1875) (Herrich-Schaffer, (Perris, 1857)
1838) 1834) 1935)

. . Anaceratagallia . . Anaceratagallia Rhopalopyx Goniagnathus brevis
Euscelis ohausi Scaphoideus titanus o - - : x
Wagner, 1939 venosa Fourcroy, Ball. 1932 laevis (Ribaut, vitripennis (Flor, (Herrich-Schéffer,

' 1785 ' 1935) 1861) 1835)
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Goniagnathus Athysanus
guttulinervis argentarius Metcalf,
(Kirschbaum, 1868) 1955

Goniagnathus
guttulinervis
(Kirschbaum, 1868)

Doliotettix lunulatus
(Zetterstedt, 1840)

Euscelidius variegatus Psammatettix
(Kirschbaum, 1858) sp3

. . . . Fruticidia bisignata Agallia
Ribautiana tenerrima Balclutha sp2 Macrosteles alpinus (Mulsant & Rey. Eupteryx spl consobrina
(Herrich-Schaffer, 1834) (Zetterstedt, 1828) 1855) Curtis, 1833
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Cicadella viridis Alebra coryli Le Dryodurgades antoniae
(Linnaeus, 1758) Quesne, 1977 (Melichar, 1907)

Enantiocephalus Zygina ordinaria

Zygina spl spl (Ribaut, 1936)

Balclutha
. . punctata . Balclutha frontalis
Psammatettix sp4 Agallia sp1 Stroggylocephalus spl (Fabricius, Psammatettix sp2 (Ferrari, 1882)
1775)
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Neoaliturus fenestratus Platymetopius
Eupteryx sp2 (Herrich-Schaffer, major (Kirschbaum, Psammatettix sp6
1834) 1868)

Sardius argus Hardya tenuis
(Marshall, 1866) (Germar, 1821)

Idiocerus lituratus (Fallén Euscelis incisus Austroagallia
' Aphrodes spl Deltocephalinae spl Psammatettix sp5  (Kirschbaum, 1858)  sinuata (Mulsant &
1806) Rey, 1855)
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Balclutha punctata (Fabricius, Balclutha . . Dryodurgades . Exitianus
Eupelix cuspidata ! . Deltocephalinae .
1775) punctata (Fabricius, 1775) antoniae (Melichar, 2 capicola (Stal,
(Fabricius, 1775) : 1907) P 1855)

Jacobiasca lybica Arboridia spl Megophthalmus
Anaceratagallia laevis (Ribaut, 1935) Balclutha spl Cicadulaspl  (Bergevin & Zanon, scabripennis Edwards,
1922) 1915
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Familia Cixiidae

Trigonocranus emmeae

Pentastiridius leporinus (Linnaeus, 1761) Ficber 1876
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Familia Caliscellidae

Caliscelidae spl Caliscelidae sp2

Familia Issidae

Agalmatium bilobum (Fieber, Fieberium impressum (Fieber,
1877) 1877)
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Familia Delphacidae

Laodelphax striatellus Unkanodes excisa  Paraliburnia clypealis ro’v:?]tzdues”zrll?exber
(Fallén, 1826) (Melichar, 1898) (Sahlberg, 1871) prop ‘1866) :

Asiraca clavicornis Kelisia guttula
(Fabricius, 1794) (Germar, 1818)

Kelisia spl
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Familia Dictyopharidae

Almana longipes (Dufour, 1849) Bursinia genei (Dufour, 1849) Bursinia parvula Horvéth, 1910
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Familia Tettigometridae

Tettigometra
impressopunctata Dufour, Tettigometra spl Tettigometra sp2 Tettigometra sp3
1846

Tettigometra sp4 Tettigometra sp5
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