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FIRE4CAST - UMA NOVA FERRAMENTA
PARA MONITORIZACAO DE POMARES E PREVISAO
DE SURTOS DA DOENGCA DO FOGO BACTERIANO

Apds a detecdo dos primeiros focos da
doenca do fogo bacteriano na regido Oeste,
foram desenvolvidos esfor¢os conjugados
pelos prod utores, orggnizogées e servigos Leonor Cruz'?, Rogério Tenreiro?, Ana Tenreiro?,
oficiais com vista & implementacdo de Francisco Pinto?, Margarida Gama-Carvalho? Daniel

. . McGuire!, Joana Cruz!, Telma Costa? Rui Sousa!, Miguel
medidas eficazes no controlo da doenga. Leiio de Sousal & Carmo Martins®
Presentemente, a _geStOO desta doe?go !Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria
nos pomares continua a ser necessaria, =
dada a importdncia econémica da fileira. Q}
Descrevem-se de seguida os estudos
realizados em pomares de pereira na
regido do Oeste para o desenvolvimento
de uma ferramenta de previsdo de surtos
de fogo bacteriano e de gestdo sustentdvel
do seu controlo, adaptada aos sistemas
de produgdo e condigdes edafoclimdticas
portuguesas.
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Introducdo

Na sequéncia de grandes focos da doenga do fogo
bacteriano, na regiao Oeste em 2010, foram imple-
mentadas novas medidas de controlo pelos servi-
¢os oficiais, organizacoes e produtores, conjugadas
num Plano de Acao Nacional.

Paralelamente, foram desenvolvidos estudos com
financiamento publico que visaram, entre outros,
otimizar o diagnoéstico e proteger o patrimonio
fitogenético nacional. O projeto internacional Eu-
phresco Phytfire permitiu introduzir e harmonizar
as melhores praticas laboratoriais de diagnoéstico
para detegao de Erwinia amylovora, agente causal
da doenca, na presencga de sintomas ou de infecoes
latentes, quer em pomares quer em viveiros.

Por outro lado, os trabalhos do projeto Proder Inov-
Pomo permitiram fazer o saneamento de algumas
colecoes de recursos fitogenéticos que incluiram
clones de pereira ‘Rocha’ e variedades autoctones
de pereiras e macieiras, protegendo a diversidade
genética existente e evidenciando potenciais fon-
tes de melhoramento genético em fungao da resis-
téncia/tolerancia de clones de pereira ‘Rocha’ a E.
amylovora.

A semelhanca dos Estados Unidos e de outros tan-
tos paises da Europa, a erradicacao da doenga nao
foi até agora possivel e a sua gestao continua a ser
necessaria, dada a importancia econémica da fileira.
Presentemente, o fogo bacteriano afeta as principais
regioes de producao de peras e magas em Portugal.
A doenga tornou-se endémica e o seu controlo efi-
caz requer vigilancia exaustiva e a detecao precoce
de arvores doentes. O comportamento da bactéria
e o aparecimento de novos focos no inicio de cada
ciclo vegetativo ainda nao se encontram completa-
mente esclarecidos e a previsao atempada e fide-
digna de surtos apresenta fragilidades, apesar da
implementacao de modelos de previsao da doenca.

No ambito do projeto FCT Fire4CAST, entre 2019 e
2022, foram realizados estudos, na regiao de Alco-
baca, baseados em dados epidemiologicos e clima-
ticos, avaliando a presencga e atividade bacteriana
ao longo do ciclo vegetativo em pomares de pereira
‘Rocha’. Estes estudos permitiram esclarecer a ativi-
dade de E. amylovora e desenvolver uma nova ferra-
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menta desenhada para a previsao e gestao da doen-
¢a do fogo bacteriano nos pomares portugueses.

Enquadramento

Erwinia amylovora afeta uma grande varieda-
de de espécies agricolas da familia das Rosaceas,
tendo como principais hospedeiros agricolas em
Portugal as pereiras e as macieiras. A pereira ‘Ro-
cha’ mostra-se particularmente suscetivel, tendo a
doenca vindo a causar elevadas perdas econdmicas
decorrentes do impacto na produgao, com poten-
cial destruigao das arvores e pomares gravemente
afetados ou daqueles em que a gestao da doenga é
realizada de forma menos eficiente.

A reduzida aderéncia dos modelos de previsao con-
vencionais a realidade portuguesa, e o seu conse-
quente baixo poder preditivo, leva muitas vezes ao
uso erratico de tratamentos fitossanitarios preven-
tivos e a incapacidade para controlo da infecao.
Algumas falhas destes modelos resultam das par-
ticularidades do sistema de produgao que associa
a presenca de uma quase monocultura de um hos-
pedeiro, particularmente sensivel, a presenga de
condigodes climaticas com temperaturas amenas e
condicoes de elevada humidade relativa, ao longo
de todo o ano.

Ainfluéncia destes fatores permite a observacao de
uma atividade bacteriana visivel durante os meses
de inverno, periodo em que ocorre o repouso ve-

Figura 1 - Sintomas de cancros ativos nos troncos de

drvores de pereira ‘Rocha’ com producdo de goticulas
de exsudado bacteriano durante os meses de inverno,
na regidio de Alcobaga (Fonte: R. Sousa).
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getativo do hospedeiro (Figura 1), com producao de
goticulas de exsudado bacteriano.

Estas observagoes em pomares com historial da
doenga permitem especular acerca do papel do
inoculo basal no desenvolvimento das infegdes
primarias que se observam na primavera e no pa-
pel que este podera ter na antecipacao de focos da
doenca, tradicionalmente associados a floracao.

A confirmacao destas observagoes através do estu-
do e caracterizacao da bactéria e da epidemiologia
da doenca nos sistemas de producgao prevalecentes
em Portugal, nomeadamente na regiao Oeste, foi
realizada no ambito do projeto FCT Fire4CAST. Este
estudo permitiu redesenhar o ciclo biologico de E.
amylovora associado a pereira ‘Rocha’ e desenvol-
ver e implementar um novo modelo preditivo ba-
seado em variaveis climaticas e biologicas, aplicavel
a gestao mais sustentavel de medidas profilaticas e
de tratamentos quimicos (Figura 2).

Determinacdo do perfil

de Erwinia amylovora associado

a infecdo em Pyrus

O acompanhamento de pomares com historico de
fogo bacteriano entre 2019 e 2022 permitiu moni-
torizar a presenca de focos de infe¢ao ao longo de
cada ano e avaliar a presenca e desenvolvimento
de populacoes bacterianas, em condi¢des naturais
de infecao. Foram selecionados pomares produti-
vos em que a gestao de doencas e pragas decorreu
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Figura 2 - Ciclo epidemioldgico da doenca do fogo
bacteriano das Rosdceas (adaptado).

através de esquemas de tratamento habituais no
controlo da doenga do fogo bacteriano.

A par do estudo da atividade bacteriana em tempo
real, foi também realizada a caracterizagao geno-
mica de todas as estirpes de uma colecao de isola-
dos portugueses obtidos desde 2010 e de isolados
europeus que fazem parte da colecao de recursos
microbiologicos do INIAV. Pretendeu-se deste mo-
do fazer a avaliacdo de determinantes que con-
dicionam a natureza e viruléncia das populacoes
portuguesas da bactéria e presentes nesta regiao,
verificando-se a existéncia de pelo menos duas in-
troducoes de material infetado na regiao, com ori-
gens geograficas externas e distintas (Figura 3).

M Genotype A
| Genotype D
¥ Genotype Aand D

Region Genotype uTotal
D

Aletjo 3 0 3
Caro 1 1 2 z il
Viseu L
Guarda J

2 i 98

= S,
aTotal 6 12 18 Centro

| Alcobaga and
‘ Bombarral
(Leiria)
Oeste
(Lisboa e
Vale do
Tejo)

Campo Maior ]
(Portalegre)

Alcantara
(Lisboa)

Alentejo
Terreira do
Alentejo
(Beja)

Figura 3 - Diversidade de gendtipos (CRISPR) de estirpes de Erwinia amylovora que afetam as principais regides

produtoras de peras e magds na Europa e em Portugal.
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Monitorizacdo da atividade de Erwinia
amylovora na regiao Oeste

A monitorizacao da presenca e atividade de E.
amylovora foi realizada em dois pomares produti-
vos, selecionados na regiao de Alcobaca com afas-
tamento geografico, pertencentes a duas fregue-
sias distintas. Entre os meses de fevereiro e junho,
de 2019 a 2022, foram colhidas amostras num con-
junto de arvores de cada pomar, tendo-se realizado
cerca de 20 amostragens, em paralelo, para cada
pomar. Foi também realizada a recolha continua de
dados climaticos através das estacdoes meteorolo-
gicas presentes nestes pomares.

O estudo de dados citolégicos e genémicos de E.
amylovora foi realizado com base na utilizagao
conjugada de métodos de diagnostico imunocito-
métricos e biomoleculares com vista, nao s6 a de-
tecao da sua presenga, mas também a avaliacao da
sua viabilidade/capacidade patogénica.

A conjugacao dos resultados destes testes labora-
toriais permitiu documentar e confirmar a suspeita
de que uma populacao bacteriana residual manti-
nha a atividade nos meses mais frios do ano, tendo
a capacidade de manter cancros ativos no hospe-
deiro, constituindo um in6culo basal estabelecido
e apto para promover infecoes inesperadas de fogo
bacteriano em condigdes climaticas especificas,
antecipando de forma relevante o risco de infe¢ao
muito antes da floracao (Figura 4).
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Criacdao e implementacao do Modelo
Epidemiolégico Fire4CAST

Os modelos de previsao convencionais para o fo-
go bacteriano assentam sobretudo na analise de
dados meteorologicos dos pomares e alguns tém
também em conta o desenvolvimento vegetativo
da espécie hospedeira. De entre os mais conheci-
dos contam-se o Modelo Marblight, CougarBlight
ou o BIS que constituem ferramentas de auxilio a
tomada de decisao sobre a gestao de tratamentos
fitossanitarios e que tém vindo a ser implementa-
dos na regiao Oeste, com uso de dados climaticos
especificos da regiao e tendo em conta os estados
de desenvolvimento fenologico da pereira.

Estes modelos nao tém, contudo, em conta a pre-
senca e atividade microbiana das estirpes autocto-
nes de E. amylovora. Assim, no desenvolvimento do
modelo preditivo Fire4CAST foram tidos em conta,
além de todos os dados climaticos disponibilizados
pelas estacoes meteorolodgicas locais, os dados fe-
nologicos da variedade de pereira ‘Rocha’ e os da-
dos biologicos de E. amylovora durante o processo
epidemiologico, para modelacao das condigoes de
infecao, ajustadas a realidade portuguesa (Figura 5).
O modelo Fire4CAST baseia-se em oito regras que
maximizam o nimero de alarmes previstos e a
percentagem de alarmes verdadeiros. Os alarmes
sao produzidos sempre que, pelo menos, uma das
regras seja cumprida, podendo ser maximizado o
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Figura 4 - Distribuic@o de amostras de ambos os pomares, representadas pela relagdo obtida entre os

resultados dos testes citoldgicos e biomoleculares, para diferentes amostragens durante o ciclo vegetativo de
pereira ‘Rocha’, evidenciando alterag¢des de atividade e concentracdo das populagoes de Erwinia amylovora.
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Figura 5 - Representagdo das componentes
utilizadas para modelagdo epidemioldgica e criagdo
do Modelo Fire4CAST.

rigor em fungao das regras utilizadas. Os melho-
res resultados sao obtidos com valores acumulados
nos 4 dias anteriores a emissao do alarme. A analise
dos dados obtidos entre 2019 e 2022 identificaram
18 eventos reais de alarme, definidos pelo aumento
do namero de arvores comprovadamente infetadas

através de analises laboratoriais. A analise compa-
rativa com o modelo CougarBlight permitiu verifi-
car que, enquanto o modelo Fire4CAST fez a previ-
sao de 20 alarmes, dos quais 14 foram reais e apenas
seis foram falsos, o modelo classico fez previsao de
14 alarmes, dos quais apenas seis foram reais e oito
considerados falsos. O modelo Fire4CAST demons-
trou elevada aderéncia epidemiologica apresentan-
do assim maior precisao que o Modelo CougarBli-
ght (Figura 6).

Progressos na gestdo da doenca

do fogo bacteriano

- aplicabilidade & perspetivas

A caracterizacao das estirpes portuguesas de E.
amylovora permitiu observar grande homogenei-
dade genomica e de viruléncia para a area geogra-
fica e hospedeiro em estudo.

Os estudos implementados permitem detetar E.
amylovora em pereiras naturalmente infetadas
e distinguir células bacterianas vivas e mortas. A
sua conjugacao permitiu esclarecer parte desco-
nhecida do ciclo epidemiologico de E. amylovora
associado aos sistemas de producgao e condigoes
climaticas portuguesas, tendo sido confirmada a
sua atividade em arvores assintomaticas de poma-
res com historico de fogo bacteriano, durante o re-
pouso vegetativo do hospedeiro, com a presencga de
populagdes viaveis nos meses mais frios de inverno.
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Figura 6 - Apresentacdo grdfica dos alarmes de fogo bacteriano produzidos pelo modelo Fire4CAST e pelo
modelo convencional CougarBlight comparativamente com os alarmes reais comprovados por estudos
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Abril e maio foram considerados os meses em que
se determinou a presenga de um maior nimero de
células viaveis em pomares produtivos com doenga
endémica, sendo mesmo abril o0 més onde foi dete-
tada maior viabilidade, conforme esperado.

O desenvolvimento da versao expandida do mode-
lo Fire4CAST produziu alertas mais precoces em
pomares assintomaticos com histoérico de doenca,
identificando a possibilidade de implementar me-
didas preventivas precoce e atempadamente com
elevado rigor e precisao, uma vez que, tratando-se
de um modelo epidemiologico, se encontra adapta-
do as condicbes climaticas e sistemas de producao
portugueses. ©

Financiamento

O projeto Fire4CAST: Uso de tecnologias imunocitométri-
cas e moleculares para modelagdo epidemioldgica do Fogo
Bacteriano das Rosdceas (PTDC/ASP-PLA/28305/2017),
foi financiado pela Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia

através do Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional.
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