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Resumo

A oliveira é uma cultura muito importante para a regido do Mediterraneo e Peninsula
Ibérica. Todavia, na Ultima década, tem-se observado um aumento de incidéncia de potenciais
novas doencas e de doengas comuns desta cultura, tais como a Tuberculose, que causam
elevadas perdas ao nivel da producdo. O presente estudo pretende ser um primeiro contributo
para: i) o conhecimento de potenciais novas doencas da oliveira e dos seus agentes causais; ii)
a identificacdo de um novo meio de luta bioldgico contra a tuberculose da oliveira. Assim, de
forma a atingir o primeiro objetivo, comegou-se por descrever novas lesdes que ocorrem com
elevada incidéncia em ramos, folhas e frutos de oliveiras na regido de Mirandela, e por
caracterizar a comunidade fungica que lhe estd associada com o intuito de identificar
potenciais agentes causais destas lesdes. Para atingir o segundo objetivo, avaliou-se o efeito
da aplicacdo de um consorcio de microrganismos enddéfitos, obtido de oliveiras centenarias
com tolerdncia a tuberculose, na incidéncia e severidade da tuberculose em plantulas de
oliveira. Os resultados obtidos permitiram identificar um total de sete lesbGes diferentes, a
maioria das quais em folhas, podendo cada uma delas corresponder a uma potencial nova
doenca. Em trés destas lesdes foi identificada a presenca exclusiva de espécies fungicas
(Neofabraea vagabunda, Botrytis sp., Phoma macrostoma e Cytospora pruinosa), sugerindo
tratarem-se de potenciais agentes causais destas lesdes. Este resultado necessita, contudo, de
confirmacédo. A aplicacdo do consorcio de microrganismos endofitos em plantulas de oliveira
permitiu reduzir significativamente a incidéncia e a severidade da tuberculose face as plantas
inoculadas exclusivamente com o agente causal desta doenca, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi. Este efeito benéfico da microbiota na oliveira revelou ser superior quando a
inoculacdo com a microbiota ocorria previamente a inoculagdo com o patogénico. A
utilizacdo desta microbiota endofita podera constituir uma estratégia inovadora na luta

bioldgica contra a tuberculose, e cujo mecanismo de agdo devera ser estudado no futuro.

Palavras-chave: luta bioldgica; comunidade microbiana; oliveira; novas doengas.
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Abstract

The olive tree is an important crop for the Mediterranean countries, including the
Iberian Peninsula. However, in the last decade, there has been an increase in the incidence of
potential new diseases and common diseases of this crop, such as olive knot, which cause
high yield losses. This study intends to be a first contribution to: i) the knowledge of potential
new diseases of the olive tree and its causal agents; (ii) the identification of a new biological
control method against olive knot disease. Thus, in order to reach the first objective, we began
to describe new lesions that occur with high incidence in branches, leaves and fruits of olive
trees in the region of Mirandela, and to characterized the fungal community associated with it
in order to identify potential causal agents of these lesions. In order to reach the second
objective, the effect of the application of a consortium of endophytic microorganisms,
obtained from centennial olive trees with tolerance to olive knot, on the incidence and severity
of olive knot in olive tree seedlings was evaluated. Overall, a total of seven different lesions,
most of them in leaves, were identified. Each of these lesions could correspond to a potential
new disease. Some fungal species (Neofabraea vagabunda, Botrytis sp., Phoma macrostoma
and Cytospora pruinosa) were found to be unique to a specific lesion, suggesting that they are
potential causal agents of these lesions. This result requires, however, confirmation. The
application of the consortium of endophytic microorganisms in olive tree seedlings reduced
significantly both the incidence and severity of olive knot, when compared to plants
inoculated exclusively with the causal agent of this disease, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi. This beneficial effect of the microbiota on the olive tree was shown to be highest
when inoculation with the microbiota occurred prior to inoculation with the pathogen. The use
of this endophyte microbiota could be an innovative strategy in the biological fight against

tuberculosis, and its mechanism of action should be studied in the future.

keywords: biological control; microbial community; olive tree; new diseases.






Enquadramento e Objetivos

O olival € uma cultura que, a nivel nacional, apresenta uma grande importancia
econOmica, social e paisagistica. Esta cultura é afetada por vérias doencas, incluindo a
Tuberculose, que provoca elevados prejuizos ao nivel da producdo. Para além desta doenca,
na regido de Tras-os-Montes, tem-se vindo a registar nos ultimos anos um aumento do
aparecimento de lesdes em varios orgaos da oliveira. Estas lesbes, muito pouco conhecidas e
descritas na literatura, poderdo corresponder a potenciais doengas da oliveira para as quais se
desconhece o seu agente causal.

A exploracdo biotecnoldgica de microrganismos que colonizam naturalmente a
oliveira podera ser uma estratégia interessante para a obtencdo de produtos que possam ser
utilizados na luta bioldgica contra doencas que atacam esta fruteira. Em particular, existe um
enorme interesse na exploracdo de microrganismos que colonizam os tecidos internos das
plantas, vulgarmente designados por endéfitos. Sdo varios os estudos que reportam a
capacidade de alguns enddfitos em reduzirem a incidéncia e severidade de doengas que
atacam espécies fruteiras (Deshmukh, 2018; Miao et al., 2019; Miera et al., 2019), incluindo a
oliveira (Preto et al., 2017). Contudo, este efeito tem sido avaliado, na maioria dos estudos,
para apenas uma espécie endofita. Tanto quanto se sabe, ndo existem trabalhos que avaliem o
potencial de consoércios de microrganismos endofiticos na luta biologica de doengas. A
utilizacdo destes consorcios podera apresentar vantagens no aumento da eficiéncia deste meio
de luta. De fato, é sabido que os microrganismos ndo atuam isoladamente (Rovenich et al.,
2014). A sua acdo pode depender do efeito da interagdo que estabelecem com outros
microrganismos na planta hospedeira, incluindo interacbes positivas (e.g., cooperacdo) e
negativas (e.g., competi¢do) (Jakuschkin et al., 2016). O efeito do uso de consorcios de
microrganismos no tratamento de doencas tem sido mais testado no Homem. S&o varios 0s
exemplos reportados na literatura que indicam a elevada eficacia do transplante de microbiota
fecal de um dador saudavel para um doente no tratamento de infecBes bacterianas intestinais
(Kelly et al., 2015; Wang et al., 2018). A semelhanca dos Humanos, o transplante da
comunidade microbiana endofitica de uma planta sd para uma planta doente apresenta um

enorme potencial na luta contra doengas, mas que permanece ainda inexplorado.

Neste contexto, o presente trabalho teve como principais objetivos:
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1- Caracterizar a populacdo fungica associada a ramos, folhas e azeitonas que
apresentem lesdes pouco conhecidas e descritas na oliveira, quer por processos morfologicos
como moleculares. Este estudo pretende ser um primeiro contributo para o conhecimento de

potenciais novas doencas da oliveira e dos seus agentes causais.

2- Explorar a potencialidade do uso de um consorcio de microrganismos endofitos de
oliveira centendria na luta bioldgica contra a tuberculose da oliveira. A oliveira centenéria
dadora da microbiota caracteriza-se por apresentar toleréncia a tuberculose. Supde-se que esta
tolerancia possa ser, em parte, devida a sua composicdo microbiana endofitica. Espera-se que
este estudo seja um contributo para a identificacdo de um novo meio de luta bioldgico contra

a tuberculose da oliveira.

O presente trabalho encontra-se organizado em quatro partes. Na primeira parte
(Introducéo) abordam-se aspetos relacionados com a importancia da oliveira, em particular
para Portugal, e dos principais constragimentos a producdo, dando-se especial énfase a
tuberculose. Por fim, focam-se aspetos no ambito da microbiota endofitica e suas implicacdes
na area da protecdo de plantas. Na segunda parte (Material e Métodos) descrevem-se as
metodologias utilizadas na execucdo deste estudo e os métodos estatisticos aplicados. Na
terceira parte (Resultados e Discussdo) apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos e

finalmente, na Gltima parte (Conclusao), apresentam-se as principais conclusées do trabalho.
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Capitulo 1: Introducéao

1.1. A cultura da oliveira em Portugal

Olea europaea L. ¢ o nome cientifico da oliveira, uma das espécies fruticolas
cultivadas mais importantes na regido do Mediterraneo. Pertence a familia Oleaceae e é uma
arvore que produz a azeitona de onde se extrai o azeite muito apreciado no mundo,

principalmente pelos seus beneficios para a satde (Guo et al., 2018).

O cultivo da oliveira é muito antigo. Acredita-se que esta espécie seja originaria da
Asia Menor e que seja endémica da regido do Mediterraneo (COI, 2018). Foi trazida para a
Penisula Ibérica no periodo do Império Romano pelos Berberes (COI, 2018). Na atualidade, a
cultura da oliveira encontra-se ja dispersa um pouco por todo o mundo, em localizagbes com
caracteristicas edafoclimaticas semelhantes as da regido do Mediterraneo (Fig. 1.1;
FAOSTAT, 2019).

ASIA ¢ ,.!‘ \
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Figura 1.1. Producdo média de azeitona (toneladas), de 1994 a 2017, por pais (Fonte:
FAOSTAT, 2019).



No que concerne em particular a Portugal, os produtos derivados do olival, ttm um
enorme peso na economia nacional. Portugal ocupa a nona posi¢do no ranking mundial e a
quarta posi¢do a nivel da UE com uma producédo de azeitona na ordem das 377 000 toneladas
(valores médios entre 1994 e 2017) (FAOSTAT, 2019). Na campanha de 2016/2017, Portugal
exportou mais de 52 000 toneladas de azeitona de mesa e de azeite (COI, 2018). A maioria da
area olivicola nacional esta localizada nas regides do interior, sobretudo Alentejo e Tras-os-
Montes. Estas duas regides sdo responsaveis por 80% da producdo de azeitonas e 83% da
producdo do azeite nacional (Estatisticas Agricolas, 2017). A cultura da oliveira nestas
regibes tem, por isso, grande importancia econémica, mas também ambiental e social. Para
além desta cultura contribuir para a caracterizacdo da paisagem destas regides, € também uma
fonte de rendimento direta e indireta através do turismo, contribuindo assim para evitar o
éxodo rural. A existéncia nestas regides de produtos do olival com Denominagédo de Origem
Protegida, representam igualmente um valor acrescido para a economia e desempenham um

papel preponderante no desenvolvimento das populacgdes locais (Pereira, 2014).

1.2. Principais constrangimentos a producao: o caso da Tuberculose

A cultura da oliveira € alvo de ataque de um grande nimero de pragas e doencas,
provocando estragos e prejuizos avultados ao nivel da produ¢do. De uma forma generalizada,
considera-se como principais pragas a traca-da-oliveira, Prays oleae (Bern.), a mosca-da-
azeitona, Bactrocera oleae (Rossi) e a cochonilha-negra, Saissetia oleae (Olivier) que, em
muitos anos, causam prejuizos que ultrapassam o valor da producéo (Pereira & Bento, 2011).
No que concerne a doengas, o Olho de Pavdo, Venturia oleaginea (Castagne) Rossman &
Crous, a Gafa, Colletotrichum spp., e a Tuberculose, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,
sdo responsaveis pelas maiores perdas de producdo nos principais paises produtores de azeite
e azeitona (Navero et al., 2017). Nos olivais da regido de Tras-0s-Montes e Alto Douro tém
surgido, nos ultimos cinco anos, novos problemas fitossanitarios que comegam a ser
responsaveis por algumas perdas de producdo. Tratam-se de lesdes muito pouco conhecidas e
descritas na literatura, e que poderdo corresponder a potenciais doencgas da oliveira para as

quais se desconhece o0 seu agente causal, bem como a sua sintomatologia e epidemiologia.

A Tuberculose da oliveira, ¢ uma patologia causada pela bactéria Gram negativa

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) (Fig. 1.2). A infeccdo ocorre atraves de feridas,
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em especial no tronco e ramos, formando tumores e galhas. Ocasionalmente a bactéria
também pode infetar folhas e frutos (Quesada et al., 2010). A bactéria Pss normalmente esta
presente na parte aérea da oliveira, podendo colonizar a superficie (colonizacao epifitica) e o
interior (colonizagdo endofitica) dos tecidos vegetais (Quesada et al., 2012). Pensa-se que a
infecdo possa ser causada pelas bactérias epifiticas, que demonstraram capacidade em
sobreviver por muitos anos na parte aérea da oliveira (Quesada et al., 2010) A Pss esta
normalmente associada a outras espécies bacterianas, pertencentes sobretudo ao género
Pantoea, Pectobacterium, Erwinia e Curtobacterium (Buonaurio et al., 2015) Estas bactérias
demonstraram ter um papel importante na incidéncia e severidade da doenca ao induzirem um
aumento da populacéo Pss e promoverem o desenvolvimento de sintomatologia (Buonaurio et
al., 2015).

Figura 1.2. Tuberculose da oliveira. A sintomatologia caracteriza-se pela seca e quebra dos
ramos (a), devido a formacdo de tumores que surgem nos rebentos e ramos jovens (b). Fotos:
Paula Baptista (ESAB).



A tuberculose é responsavel pela diminuicdo do vigor da arvore, atrofiamento dos
ramos, desfoliacdo e consequentemente perda da area fotossintética, podendo em casos graves
culminar na morte da arvore (DGAV, 2017). Os frutos de &rvores com sintomas de
tuberculose podem originar azeites de ma qualidade, com sabor a ranco e salgado, e odor
desagradavel (Lopes & Pinto, 2010). A evolucao desta doenca pode, assim, originar prejuizos

tanto ao nivel da producdo como na comercializacdo dos produtos do olival (DGAV, 2017).

Os métodos de luta contra a tuberculose sdo sobretudo preventivos, uma vez que é
bastante dificil erradicar a bactéria quando esta ja se encontra presente no olival (Quesada et
al., 2010). Neste ambito € recomendado o uso de algumas técnicas para prevenir a doenca,
entre elas: 1) plantagbes com cultivares resistentes; 2)o corte de ramos doentes durante a
pratica da poda, tendo o cuidado de desinfetar as feridas e os utensilios de corte; 3) evitar a
realizacdo de praticas culturais que causem lesdes na arvore em épocas do ano com humidade
relativa elevada, por favorecer a infecdo; 4) realizacdo de fertilizacbes e rega de um modo
racional, de forma a evitar as feridas ocasionadas pela desfoliacdo; 5) a luta quimica com
recurso a fungicidas a base de cobre tem também sido efetuada para prevenir infecdes
(Trapero-Casas et al., 2009). Contudo, a eficiéncia deste tipo de produtos € normalmente

baixa e a relacdo custo-beneficio é desfavoravel para o olivicultor (Quesada et al., 2010).

A inexisténcia de métodos de luta eficazes contra a tuberculose associado ao
crescimento da agricultura bioldgica, tem incentivado a realizacdo de estudos com o objetivo
de identificar agentes de luta bioldgica que possam ser usados contra esta doenca (Quesada et
al., 2012 e 2010; DGAYV, 2017). Tanto quanto é do nosso conhecimento, as espécies
microbianas com capacidade em inibir Pss foram identificadas apenas com base em ensaios in
vitro. Por exemplo, Pseudomonas sp. isolada da rizosfera da oliveira (Rokni-Zadeh et al.,
2008), P. fluorescens e Bacillus subtilis isolados de tumores e de folhas de oliveira (Krid et
al., 2010), mostraram ter a capacidade em inibir o crescimento de Pss em condigdes in vitro.
Recentemente, em ensaios efetuados em plantulas de oliveira em condigdes in vitro, foi
verificado a capacidade de P. fluorescens em reduzir a populagdo de Pss e o nimero de
tumores n&o tendo, contudo, sido capaz de suprimir o desenvolvimento da doenga (Ramos et
al., 2013).



1.3. Microbiota endofitica e luta bioldgica

Os microrganismos endofiticos caracterizam-se por colonizarem inter- e
intracelularmente os tecidos internos das plantas, durante todo o seu ciclo de vida ou parte
dele, sem causarem sintomas aparentes de doenca no hospedeiro (Hyde & Soytong, 2008).
Neste tipo de associagdo o microrganismo recebe nutrientes e protecdo da planta hospedeira.
Por sua vez, o microrganismo confere a planta hospedeira resisténcia/tolerancia a stresses
bidticos (patogénicos, herbivoros, pragas, entre outros) e abidticos (secura, salinidade, metais
pesados, entre outros) (Soliman et al.,, 2013). Devido a estas propriedades, a estes
microrganismos enddéfitos tem sido atribuido grande importancia na area da protecdo das
plantas. A sua aplicacdo na luta bioldgica contra doencas que afetam espécies agricolas e
florestais de grande importancia econémica foram j& descritas (revisto por Dutta et al., 2014;
Miera et al., 2019), incluindo na oliveira contra a gafa da oliveira (Preto et al., 2017).

A luta biologica através do uso de microrganismos endofiticos é feita com recurso a
varios mecanismos, que podem ocorrer sucessivamente, simultaneamente ou sinergicamente
(Lacava & Azevedo, 2014). A resisténcia/tolerancia conferida pelos endéfitos contra
fitopatogénicos é amplamente atribuida a producdo de metabolitos secundarios por parte do
enddfito na planta hospedeira. Estes metabolitos podem, por exemplo, inibir diretamente o
fitopatogénico por antibiose, parasitismo e competicdo por nutrientes e espago; e
indiretamente induzir o sistema de defesa da planta hospedeira (Castro et al., 2014). Contudo,
este efeito protetor conferido pelos endofitos tem sido observado em plantas inoculadas com
apenas uma Unica espécie enddfita (revisto por Dutta et al., 2014). Tanto quanto é do nosso
conhecimento, o uso de consorcios de microrganismos endofitos e o seu efeito na protecdo
das plantas contra doencas ndo foi ainda estudado. E reconhecido que a agdo/funcdo de um
microrganismo depende das intera¢Oes que estabelece com outros microrganismos presentes
na mesma comunidade microbiana (Rovenich et al., 2014). Estas interagcbes podem ser
positivas (e.g., cooperacdo) ou negativas (e.g., competi¢do) (Jakuschkin et al., 2016). Por
exemplo, foi ja demonstrado nalguns estudos que a capacidade de um patogénico em originar
doenca depende das interacdes que estabelece com outros microrganismos presentes na planta
infetada, sejam interacGes de cooperacdo ou de competicdo (Kemen, 2014; Vayssier-Taussat
et al., 2014). Alguns microrganismos, designados por “facilitador do patogénico”, ajudam o
patogénico a infetar a planta hospedeira e/ou a aumentar a severidade da doenca; Pelo
contrario, outros microrganismos, designados por “antagonistas de patogénico”, reduzem a
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populacdo do patogenico e consequentemente o desenvolvimento da doenca (Busby et al.,
2016). Assim, a existéncia de um microrganismo num determinado microambiente resulta das
interagdes benéficas e/ou deletérias exercidas por outros microrganismos presentes na
comunidade microbiana (Jakuschkin et al., 2016). Face ao exposto, é expectavel que a
utilizacdo de consorcios microbianos endofitos apresentem vantagens no aumento da

eficiéncia da luta biologica face a utilizacdo de um unico isolado microbiano.

A aplicacdo de consorcios de microrganismos no tratamento de doencas tem sido mais
testado no Homem. Os resultados obtidos até ao momento tém sido bastante promissores no
tratamento de varias doencas, sobretudo as relacionadas com o trato intestinal. Por exemplo,
foi j& demonstrado a elevada eficacia do transplante de microbiota fecal de um dador saudavel
para um doente no tratamento de infecBes bacterianas intestinais (Kelly et al., 2015; Wang et
al., 2018). Este transplante de microbiota parece induzir a formacdo de uma flora intestinal
dinamicamente saudavel no organismo do receptor favorecendo a defesa natural do organismo
(Backhed et al., 2012; Gupta et al., 2016; Hill et al., 2014). A semelhanga dos Humanos, 0
transplante da comunidade microbiana endofitica de uma planta s& para uma planta doente
apresenta um enorme potencial na luta contra doencas, mas que permanece ainda inexplorado.
Em particular, o transplante de microbiota endofitica de plantas que apresentam um certo grau
de tolerancia/resisténcia a doencas podera ser muito interessante neste ambito. E expectavel
que, parte desta tolerancia/resisténcia, possa advir da comunidade microbiana endofitica que
coloniza a planta hospedeira. Plantas nativas e/ou ndo submetidas a um processo de
melhoramento intensivo tendem a apresentar uma diversidade de microrganismos endofiticos
superior as plantas cultivadas. Estudos recentes tém vindo a associar a ativagdo do sistema de
defesa das plantas a elevada diversidade de microrganismos presentes na sua rizosfera
(Mendes et al.,, 2011; 2013). Apesar de este efeito ndo ter sido ainda descrito para os
microrganismos endoéfitos, pensa-se que estes microrganismos possam ter um papel
importante no aumento de resisténcia das plantas as doencas. Desta forma, plantas de reservas
ambientais, ndo melhoradas e até centenarias, podem ter a sua resisténcia a certas doencas
associada a esta diversidade endofitica (Zahn & Amend, 2017). Na regido de Mirandela
identificou-se a presenca de um exemplar de oliveira centenéria que apresenta uma tolerancia
superior a tuberculose face as restantes arvores localizadas no mesmo olival. O uso da

microbiota endofitica desta oliveira centenaria poderd constituir uma opcao eficiente e



sustentavel na luta bioldgica contra a tuberculose da oliveira. Este inovador meio de luta

requer, contudo, confirmacao.

2. Material e Métodos
O material e métodos encontra-se dividido em duas subsecgdes de acordo com 0s

objetivos definidos, de forma tornar a sua leitura mais compreensivel.

2.1. Objetivo 1- Caracterizar a populacdo fungica associada a ramos, folhas e azeitonas
gue apresentem lesdes pouco conhecidas e descritas na oliveira

Estudos que visam contribuir para o conhecimento e a identificacdo de novas doencas
que afetam culturas agricolas sdo geralmente iniciados pela descri¢do da sintomatologia e pela
identificacdo do agente causal. Esta Gltima envolve o isolamento do agente causal a partir do
material vegetal que apresenta lesdes, seguida pela sua identificacdo. Neste trabalho
procedeu-se apenas a identificacdo de fungos como potenciais agentes causais das novas
doencas que afetam a oliveira.

2.1.1. Colheita do material vegetal com lesdes

A colheita de material vegetal foi efetuada em dois olivais localizados no concelho de
Mirandela, no dia 26 de marco de 2018. Um dos olivais estd localizado em Sucaes
(41°29'28.446" Norte, 7°15'41.494" Qeste) e 0 outro em Abambres (41°34'17.663" Norte,
7°10'54.682" Oeste). Ambos os olivais sdo constituidos maioritariamente pelas cultivares
Madural, Verdeal Transmontana e Cobrancosa, e estdo em modo de producdo integrada. Em
cada um dos olivais procedeu-se & prospecdo de arvores que apresentavam mais de 50% da
sua copa com ramos, folhas ou frutos com les6es ndo antes ou pouco descritos para a oliveira.
Nestas arvores procedeu-se a colheita de material com lesGes, sempre que possivel dos quatro
pontos cardeais. O material vegetal colhido foi colocado em sacos de plastico estéreis e

transportados para o laboratério numa arca refrigerada a 4°C, para posterior analise.



2.1.2. Isolamento de fungos a partir do material com lesdes

No laboratério, procedeu-se inicialmente a descricdo das lesbes nas amostras de
ramos, folhas e frutos colhidos. Para cada uma das lesdes identificadas selecionaram-se,
aleatoriamente, duas amostras de material vegetal para isolamento de fungos. O isolamento de
fungos a partir do material vegetal foi efetuado seguindo duas metodologias: i) cultura do
material doente, e ii) diluicdo seriada em Placa de Petri. No primeiro método, o material
vegetal com lesdes foi lavado em agua corrente e, ap6s 0 seu corte em seccdes de 4 cm de
comprimento, procedeu-se a sua esterilizacdo superficial. O processo de desinfecdo consistiu
na imersdo sequencial do material vegetal em lixivia (3-5% cloro ativo) durante 3 min
seguido por trés lavagens em agua destilada estéril (1 min em cada imersdo). Apds remocao
do excesso de agua, o material vegetal foi cortado em segmentos (1 x 1 cm) e, em seguida,
foram transferidos para Placas de Petri contendo meio de cultura de batata dextrose e agar
(BDA) e 1 mL/L de acido lactico 95,0% (Panreac AppliChem) para evitar o crescimento de
bactérias.

No segundo método, cerca de 1 g de material vegetal com lesGes foi colocado em 9 ml
de solugdo tampdo fosfato de potéssio a pH 7,0 (8 g/L de NaCl; 0,2 g/L de KCI; 1,4 g/L de
NaHPO4; 0,24 g/L de KH2PO4) contendo Tween 80 (0,0025%, v/v). Apds 1 min de agitacdo
a 200 rpm, a temperatura ambiente, foram preparadas sucessivas diluicdes (1:10) da
suspensdo de microrganismos e, uma aliquota (100 pl) de cada diluicdo, foi utilizada para
inocular Placas de Petri contendo meio de cultura BDA e 1 mL/L de &cido lactico 95,0%
(Panreac AppliChem).

Para ambos os métodos, prepararam-se no total cinco Placas de Petri para cada lesédo,
que foram postas a incubar no escuro a 25 + 2°C. O crescimento fangico foi acompanhado
diariamente e a medida que as colonias surgiam estas eram repicadas em meio BDA até

obtencdo de culturas puras.

2.1.3. Identificacdo molecular dos isolados fungicos

A identificacdo de fungos foi feita com base na avaliacdo das caracteristicas
morfoldgicas das colénias, micélio e estruturas reprodutivas, complementado com a
caracterizacdo molecular. As caracteristicas morfoldgicas das coldnias estudadas foram: cor e

textura, presenca ou auséncia de rebordo, zonacdo, rugosidade, elevacdo, producdo de



exsudado e a sua cor. As colonias fungicas com caracteristicas morfologicas similares foram
agrupadas e, um isolado de cada grupo, foi selecionado para se identificar molecularmente. A
identificacdo molecular foi efetuada pela amplificacdo e sequenciacdo da regido espacadora
transcrita interna (ITS) do DNA nuclear ribossomal utilizando os primers universais ITS1 e
ITS4 (White et al., 1990) Para tal, procedeu-se inicialmente a extracdo de DNA de micélio
fangico utilizando o kit REDExtract-N-AmpTM Plant PCR (Sigma-Aldrich). A 0,1 g de
micélio, retirado de uma colénia com 7-15 dias de crescimento, foram adicionados 25 pL de
tampdo de extracdo. ApOs mistura, as amostras foram incubadas & temperatura de 95°C,
durante 10 min, as quais foi adicionado em seguida 50 pl de solucéo diluicdo. A amplificacéo
da regido ITS foi efetuada usando o mesmo Kit da extracdo de DNA, no termociclador
MyCycler (BioRad). A mistura da reacdo possuia 5ul tampdo, 1 pul dNTP- mix, 1,5 pl MgCl:
e 0,2 ul Taqg polimerase, 1 pl de ITS1 (10 uM), 1 pl de ITS4 (10 uM), 36,3 pl agua ultrapura
e 4 pl de DNA. Foi ainda realizado um controlo negativo (sem DNA). O ciclo de
temperaturas utilizado na amplificacdo foi 94°C durante 3 min (1 ciclo); 94°C durante 30 s,
53°C durante 50 s, 72°C durante 2 min (35 ciclos); e 72°C durante 10 min (1 ciclo). A
qualidade do DNA amplificado foi avaliada por eletroforese, em tinas horizontais (BioRad),
atraves de géis de agarose 1% (p/v) em 1x TAE, contendo 2ul de Gelred Nucleic Acid Stain
(Biotium). As amostras de DNA amplificadas e o marcador molecular 1Kb (DNA Ladder,
Promega) foram aplicados nos pogos dos géis juntamente com 2 pL de Blue Loading Dye 4x
(Promega). A separacéo eletroforética foi efetuada a uma diferenga de potencial de 60 V e o
DNA foi visualizado por fluorescéncia sob radiacdo ultravioleta utilizando um
transiluminador ChemiDocTMXRS (BioRad).

As reacOes de sequenciacdo foram efetuadas recorrendo aos servicos da Macrogen
(Espanha), utilizando os primers anteriormente descritos. As sequéncias de DNA obtidas
(regido ITS) foram analisadas utilizando o pacote de programas DNASTAR versédo 2.58
(Lasergene). Recorrendo ao servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e utilizando o
algoritmo BLAST, foi analisada a homologia das sequéncias obtidas com outras sequéncias
presentes na base de dados GenBank. Os resultados foram classificados de acordo com o
maior grau de similaridade e o menor E-value (Expected value). Para sequéncias com valores
de grau de identidade maiores que 98%, 0 género e as espécies foram aceites; para sequéncias
com valores de grau de identidade entre 95% e 97%, apenas 0 género foi aceite, e para

sequéncias com valores de grau de identidade menores que 95%, os isolados foram



classificados como fungos desconhecidos. Cada taxon fangico foi classificado de acordo com
0 Index Fungorum Database (www.indexfungorum.org). Todos os isolados identificados

molecularmente foram conservados a -80°C numa solucéo aquosa de glicerol a 30% (v/v).

2.1.4. Anélise dos resultados

A diversidade e abundéancia de fungos foram determinadas para cada tipo de lesdo. A
abundéancia relativa (expressa em percentagem) foi calculada através do nimero de isolados

obtidos para uma espécie fungica dividido pelo nimero total de isolados obtidos.

2.2. Objetivo 2- Explorar a potencialidade do uso de um consércio de microrganismos

endofitos de oliveira centenaria na luta bioldgica contra a tuberculose da oliveira

Este estudo envolve a extracdo da microbiota endofitica de oliveira centenéaria e a
avaliacdo do efeito da inoculacéo de plantas de oliveira com esta microbiota quando aplicado
individualmente ou em combinacdo com o patogénico Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi (Pss) no desenvolvimento da tuberculose.

2.2.1. Isolamento de microbiota endofitica de oliveira centenaria

O isolamento da microbiota foi efetuado de uma oliveira centendria que apresenta
tolerancia a tuberculose (Fig. 2.1). Esta oliveira, localizada num olival com mais de 250 anos
em Succaes (N 41° 29' 26.628"; W 7° 15' 31.219"), foi anteriormente caracterizada
morfologicamente e geneticamente pelo nosso grupo de investigacdo (Rodrigues et al., 2018).
A sua tolerancia a tuberculose tem sido verificada ao longo dos anos pelo nosso grupo de

investigacao por exibir menor severidade desta doenga face as restantes arvores do olival.
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Figura 2.1. Aspeto geral da oliveira centenaria utilizada para a extracdo da microbiota

endofitica.

Na oliveira centendria selecionada foram colhidos ramos assintométicos a 30 de julho
de 2019, que foram colocados em sacos estéreis e transportados para o laboratorio numa arca
refrigerada a 4°C.

O isolamento da microbiota foi efetuado a partir dos ramos colhidos utilizando a
metodologia previamente descrita por Ikeda et al. (2009), com algumas alteragdes. Para tal,
apos lavagem dos ramos em agua corrente, procedeu-se a remocdo das folhas e em seguida
destacaram-se os raminhos, com o auxilio de um bisturi estéril, que apresentavam 2 a 4 mm
de didmetro. Estes raminhos foram em seguida submetidos a um processo de esterilizacéo
superficial de forma a eliminar a populacdo microbiana epifitica. O processo de desinfecéo,
previamente otimizado, consistiu na imersdo sequencial do material vegetal em etanol 70%
(v/v) durante 2 min, hipoclorito de sodio (3-5% cloro ativo) durante 2 min, etanol 70% (v/v)
durante 1 min, e trés vezes em agua destilada estéril (2 min em cada imersdo). Para a extracao
da microbiota pesaram-se 100 gramas dos raminhos esterilizados para uma solucdo tampao
BCE [2% Hexadecil Trimetil brometo de amoénio, 0,1 M Tris HCI pH 8,0, 20 mM EDTA pH
80 e 14 M NaCl), que foram em seguida triturados e homogeneizados utilizando
Homogenizador Turrax T25, a temperatura de 4°C. O homogeneizado obtido foi filtrado numa
malha Miracloth, e o filtrado foi centrifugado a 1800 rpm (Eppendorf® Microcentrifuga
modelo 5415R), durante 5 min a 10°C. O sobrenadante obtido foi transferido para novo tudo e
centrifugado a 6000 rpm (Eppendorf® Microcentrifuga modelo 5415R), durante 20 min a

10°C. Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi retirado e o "pellet” foi suspendido em 50 ml
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de BCE buffer por agitacdo no vortéx. Procedeu-se a uma nova filtragem para remocédo de
particulas insoluveis, seguida por uma centrifugacédo a 10.000 rpm, durante 10 min a 10°C. O
sobrenadante foi descartado e o "pellet” foi novamente homogeneizado em 50 ml de BCE,
seguido por uma filtracdo. O filtrado obtido foi finalmente homogeneizado em 6 ml de 50
mM Tris HCI (pH 7,5) e combinada com 4 ml de solucdo de nycodenz (8 g de Nycodenz
dissolvida em 10 ml de 50 mM de Tris-HCI pH 7,5) e centrifugada a 9.000 rpm (Eppendorf®
Microcentrifuga modelo 5415R), durante 40 min a 10°C. Apos a centrifugacgdo foi recolhida a
solu¢do de coloragdo branca (=500 pL) que apareceu na interface entre a parte superior e
inferior da amostra para um novo tubo (Fig. 2.2), ao qual foi adicionado 0 mesmo volume de
agua esterilizada. Esta solucdo, que contém a populacdo microbiana endofitica, foi utilizada
para inocular plantulas de oliveira. Parte desta solucdo foi conservada em glicerol (60%) a -
80°C para futura anélise da sua composi¢do microbiana.

Figura 2.2. Aspeto da microbiota endofitica (banda de coloracdo esbranquicada na zona de

interface) extraida de ramos de oliveira centenaria.

2.2.2. Inoculagéo de plantulas de oliveira

Nos ensaios de inoculagdo utilizaram-se plantulas de oliveira, com uma idade de cerca
de 1 ano, da cultivar Cobrancosa, conhecida por ser suscetivel a tuberculose. Para a sua
obtencdo utilizaram-se estacas semilenhosas, com cerca de 10 a 15 cm de comprimento e com
4 a 6 folhas. Apos tratamento com acido Indol-Butirico (AIB) a 0,8%, as estacas foram postas
a enraizar em bancada com substrato de perlite, numa estufa da Escola Superior Agraria de
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Braganga com sistema “cooling”. O enraizamento decorreu durante dois meses, sob condi¢des
de nebulizacdo automatica por periodos de 5 segundos e frequéncia de 10 minutos. Apos o
enraizamento, as plantas foram envasadas em sacos de polietileno preto de 1L de capacidade,
contendo uma mistura de terra vegetal e turfa, e passaram para uma estufa de climatizagédo
onde permaneceram até aos ensaios de inoculagéo.

O fitopatogénico Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) foi fornecido pelo
laboratorio de AgroBiotecnologia da Escola Superior Agraria de Braganca. Para a obtencédo
do in6culo do fitopatogénico, retiraram-se da extremidade das colénias de Pss em meio LBA
(Luria-Bertani agar) com 2 dias de crescimento, indculo bacteriano que foi transferido para
meio liquido LB. A incubacdo decorreu a 25 + 2°C . Ao fim de 24 horas, a concentracdo de
células bacterianas foi ajustada, com o auxilio de um espectrofotémetro, de forma a dosear
cerca de 10° células/mL que foi suspendida em solucdo tampdo fosfato pH 7,0 e solucéo
salina assim descrita por Penyalver em 2006 (Penyalver et al., 2006). Esta suspensdo foi
utilizada para inoculacéo de plantulas de oliveira.

No ensaio de inoculacdo estabeleceram-se seis tratamentos, cada um com 30 plantulas
de oliveira como repeticdo: tampéo- Plantulas inoculadas com uma solugédo de tampéo fosfato
com solucdo salina com pH 7,0 (controlo); microbiota- Plantulas inoculadas com microbiota
endofita; PSS- Plantulas inoculadas com Pss; microbiota e PSS- Plantulas inoculadas
simultaneamente com microbiota endofitica e Pss; microbiota +1 semana PSS- Plantulas
inoculadas com microbiota e ap6s 1 semana inoculadas com Pss; microbiota + 5 semanas
PSS- Plantulas inoculadas com microbiota e apds 5 semanas inoculadas com Pss. Em cada
plantula efetuou-se um corte na diagonal (em bisel) na superficie do caule principal, com um
comprimento aproximado de 1 cm (Fig. 2.3a), onde se depositou 1ul do indculo (microbiota
e/ou Pss ou solucdo tampdo; Fig. 2.3b). Em seguida, as porc¢des das plantulas inoculadas
foram envolvidas com “Parafilm” (Fig. 2.3c) para evitar desidratacdo e contaminagoes
cruzadas. O ensaio decorreu em condi¢cdes ambientais controladas, com uma humidade
relativa de 70+5% e temperatura de 20+5°C, durante 3 meses. As plantulas foram regadas

manualmente sempre que necessario.
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Figura 2.3. Aspeto geral do procedimento de inoculagdo. Corte em bisel do caule principal
das plantulas de oliveira (a), onde se procedeu a inoculacdo da microbiota endéfita com ajuda

de uma micropipeta (b), e sua prote¢do com parafilm (c).

2.2.3. Parametros avaliados

Apos inoculacdo, foram feitas observages semanais, durante os 3 meses do ensaio, com
0 objetivo de se avaliar a incidéncia e severidade da tuberculose nos diferentes tratamentos.
A incidéncia da doenca (%) foi calculada usando a seguinte formula:

Numero de plantas infetadas

Incidéncia (I) = 100

Numero total de plantas testadas X

A severidade da doenca foi estimada pela avaliagdo da area doente. Para tal, foi
utilizada uma escala de 1 a 6 previamente definida Penyalver (2006), para a tuberculose da
oliveira, onde: 1 - auséncia de sintomas; 2- ligeiro intumescimento no local da ferida; 3-
pequeno nddulo na base do corte; 4- nddulo na base e no topo da ferida; 5- nédulo a cobrir
completamente a ferida; 6- Nodulo maior que a ferida. Na figura 2.4 é mostrado o aspeto

geral de cada uma destas 6 notas utilizada para avaliacdo da evolucao da tuberculose.
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Figura 2.4. Escala descritiva proposta por Penyalver (2006), para avaliar a severidade da
tuberculose na oliveira: 1-auséncia de sintomas; 2- ligeiro intumescimento no local da ferida;
3- pequeno nddulo na base do corte; 4- nddulo na base e no topo da ferida; 5- nédulo a cobrir

completamente a ferida; 6- N6dulo maior que a ferida.

A érea sob a curva de progresso da doenca nos diferentes tratamentos foi determinada
usando os dados de incidéncia (ASCPD:;) e severidade (ASCPDs). A ASCPD; foi calculada

pela expresséo:

ASCPD; = ) [y +10/2] (ti41 — 1)
i=1

onde | é a incidéncia (%) observada em duas avaliagdes consecutivas (i e i+1), t é o intervalo
de tempo entre as avaliagdes, e n € o numero total de observacdes (Moral et al., 2008).
A ASCPD:s foi calculada como a &rea sob a curva do indice de severidade da doenca

(ID) ao longo do tempo, sendo a estimativa de ID dada pela seguinte formula:
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ID = (Z ni/i)x N

onde i representa a severidade (na escala de 0 a 6), ni € o nimero de arvores com a severidade

i, e N é o niumero total de arvores (Moral et al., 2008).

Os resultados obtidos foram submetidos & ANOVA com efeitos fixos e distribuicdo
normal, e um nivel de significancia de 0,05. A comparacdo das médias efetuou-se recorrendo
ao teste de Tukey HSD considerando p<0,05 (significativo), p<0,01 (muito significativo) e

p<0,001(altamente significativo), no programa SPSS versao 20.
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3. Resultados e Discusséo
A semelhanca do efetuado no material e métodos, optou-se por apresentar os resultados

e a sua discussao de acordo com os objetivos definidos.

3.1. Objetivo 1- Caracterizar a populacéo fungica associada a ramos, folhas e azeitonas

gue apresentem lesdes pouco conhecidas e descritas na oliveira

3.1.1. Descricéo morfoldgica das lesbes

A analise do material vegetal com lesdes permitiu identificar um total de sete
sintomatologias diferentes podendo cada uma delas corresponder a uma potencial nova
doenca. A maioria das lesdes foram identificadas em folhas (5), enquanto que nos frutos e nos
ramos foi identificado apenas uma. A descricdo morfologica de cada lesdo, nos diferentes

orgaos, encontra-se descrita no Quadro 3.1.

Quadro 3.1. Aspeto macroscopico das lesdes nos diferentes drgdos (ramos, folhas e
azeitonas) e sua descricao morfoldgica.

Leséo Aspeto macroscopico da lesdo nos diferentes 6rgdos Descri¢cdo morfoldgica

1

LesGes necrdticas irregulares,
de coloracdo preta ou parda,
que se tornam secas e
deprimidas. Em geral,
aparecem dispersas em todo o

limbo.

1cm lem
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Quadro 3.1. Aspeto macroscopico das lesdes nos diferentes orgaos (ramos, folhas e

azeitonas) e sua descri¢cdo morfologica (continuacao).

Lesdo Aspeto macroscopico da lesdo nos diferentes 6rgaos

Descricdo morfoldgica

1cm lem 1 cm

Lesdes necrdticas irregulares,
de coloragdo avermelhada, que
podem coalescer formando
manhas de maior didmetro.
Surgem maioritariamente na
parte superior do limbo (1/2
superior do limbo).

3 Lesdes necroticas, circulares,
de coloracdo esbranquicada,
distribuidas em toda a extensao
do limbo.

4 Lesdo necrética, circular,

1 cm

deprimida, de cor castanho-
escuro, limitada por uma borda
mais escura, que acaba por
causar a mumificacdo total ou

parcial e a queda do fruto.
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Quadro 3.1. Aspeto macroscopico das lesdes nos diferentes orgaos (ramos, folhas e

azeitonas) e sua descri¢cdo morfologica (continuacao).

Lesdo Aspeto macroscopico da lesdo nos diferentes 6rgaos

Descricdo morfoldgica

5 I
em 1em

I cm

Apice do limbo necrosado, com
uma  coloracdo  castanho-
avermelhada, que acaba por se
expandir por todo o limbo,
causando a morte e queda da
folha.

6
I em |
1em

Lesdo necrosada, circular, de
coloragdo  esbranquicada e
opaca, com as bordas circulares

pretas.

Lesdo necrética, de forma
irregular, e coloracdo branca a

vermelha acastanhada.

3.1.2. Isolamento e identificacao dos isolados fungicos associados as lesdes

Do total de segmentos que apresentavam lesdes (ramos, folhas e frutos) foram isolados

varios fungos. Colo6nias puras destes isolados foram, posteriormente, agrupados de acordo
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com a sua similaridade nas caracteristicas morfoldgicas e estruturas de reproducdo fangicas.
Este procedimento permitiu identificar um total de 13 morfoespécies. De entre estes, foi
possivel identificar uma morfoespécie até ao género (Penicillium sp.) com base nas suas
caracteristicas morfoldgicas. Das restantes morfoespécies foi possivel identificar nove até a
espécie e duas até ao género, pela amplificacdo e sequenciacdo da regido ITS do rDNA
(Quadro 3.2). Das morfoespécies identificadas até a espécie, duas delas correspondiam a
mesma espécie. A identificagdo molecular ndo permitiu, contudo, identificar duas
morfoespécies. As espécies fungicas identificadas neste estudo pertenciam ao filo
Ascomycota, e a oito familias, nomeadamente Dermateaceae (géneros Phlyctema e
Neofabraea), Dothioraceae (género Hormonema), Saccotheciaceae (género Aureobasidium),
Didymellaceae (géneros Phoma e Epicoccum), Sclerotiniaceae (géneros Botrytis e
Sclerotinia), Valsaceae (género Cytospora), Pestalotiopsidaceae (género Pestalotiopsis) e

Aspergillaceae (género Penicillium).

Quadro 3.2. Espécies fungicas identificadas apds comparagdo das sequéncias obtidas com as

do banco de dados do GenBank, por meio do Blastn com a espécie de maior identidade (%).

Espécie N°de acesso  Maxima E-value*
Identidade (%)

Phlyctema vagabunda Desm. KT923789.1 99 0.0

NA. Neofabraea vagabunda (Desm.) Rossman

Neofabraea alba (E.J. Guthrie) Verkley KP903614.1 99 0.0

NA. Neofabraea vagabunda (Desm.) Rossman

Hormonema sp. JF705951.1 99 0.0

Aureobasidium pullulans (de Bary & Loéwenthal) G.  KX067792.1 98 0.0

Arnaud

Botrytis sp. KT224806.1 97 0.0

Phoma macrostoma Mont. LN714588.1 99 0.0

NA. Didymella macrostoma (Mont.) Qian Chen &

L. Cai

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary KM211693.1 99 0.0

Cytospora pruinosa (Fr.) Sacc. KU973711.1 99 0.0

NA. Valsa cypri (Tul.) Tul. & C. Tul.
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Fungal sp. KF735045.1 98 0.0

Uncultured fungus GQ999160.1 95 0.0
Pestalotiopsis besseyi (Guba) Nag Raj HM037979.1 99 0.0
Epicoccum nigrum Link HMO037979.1 98 0.0

* E-value - nimero esperado de falsos positivos, logo, quanto menor o seu valor menor a probabilidade do
resultado ser consequéncia do acaso.
NA — Nome atual

3.1.3. Comunidade fangica associada a cada tipo de leséo

Para cada lesdo foi identificada a comunidade fungica associada, cuja abundancia
relativa das espécies se encontra representada na Figura 3.1. Os resultados obtidos mostram
que A. pullulans, Penicillium sp. e E. nigrum surgiram em todas as lesbes analisadas tendo, a
primeira espécie, sido a mais abundante (abundancia relativa superior a 45%). Aureobasidium
pullulans é uma levedura ubiqua, que ocorre numa grande variedade de ambientes, incluindo
solo e &gua (Gaur et al,. 2010). A sua presenga em diversas espécies de plantas, quer na forma
epifitica como endofitica, foi j& reportada por diversos autores (Janisiewicz et al., 2010;
Mcgrath & Andrews, 2007), incluindo na oliveira (Gomes et al,. 2018). Trata-se de uma
espécie descrita como sendo saprofita (Zhao et al., 2013) havendo, contudo, relatos escassos
de que possa ser patogénica para 0 Homem (Zalar & Gunde-cimerman, 2016). A grande
abundancia desta espécie na filosfera da oliveira (ramos, folhas e frutos) pode estar
relacionada com a sua capacidade de sobreviver as condices ambientais extremas
(temperatura e luz ultravioleta), devido as suas hifas melanizadas. A melanina produzida por
esta espécie tem sido descrita como tendo um papel importante na protecdo contra a lise
celular causada pela irradiacdo solar e a luz ultravioleta (Franzen et al., 1999). A capacidade
desta espécie em produzir igualmente uma grande variedade de enzimas, antibi6ticos e
polissacarideos tem permitido a sua exploragdo biotecnolégica na area alimentar,
farmacéutica e na industria de producdo de plastico biodegradavel (Zeng et al., 2019).
Aureobasidium pullulans também tem sido descrita como sendo um potencial agente de luta
bioldgica contra doengas que afetam diversas culturas, em especial na fase de pds-colheita
(Gaur et al., 2010). Adicionalmente, esta espécie demonstrou ser efetiva contra Penicillium
digitatum, Botrytis cinerea, Aspergillus niger e Rhizopus stolonifera que causam doencas na

videira, e contra podridBes causadas por B. cinerea em Kiwi, cerejeira, tomateiro, macieira e
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morangueiro (Schena et al., 1999; 2003). Na atualidade existe no comércio um biofungicida
contra a Podriddo cinzenta dos cachos da videira, causado por B. cinerea, com a designagédo
BOTECTOR®, em cujo principio ativo é A. pullulans (Direcdo-Geral de Alimentacdo e
Veterinaria, 2015).

A presenca de espécies do genero Penicillium em diversos 6rgdos da oliveira foi
anteriormente descrita por diversos investigadores (Preto et al., 2016; Cameirdo et al., 2018;
Gomes et al., 2018). Estas espécies incluem P. crustosum, P. expansum, P. glabrum, P.
swiecickii (Pereira, 2014). No presente estudo Penicillium spp. surgiu com uma abundancia
relativa superior a 45% (Fig. 3.1). Ndo foram encontrados trabalhos demonstrando a
patogenicidade do género Penicillium na oliveira, tendo a maioria dos trabalhos descrito este
género como sendo sapréfita (Zhao et al., 2013).

Epicoccum nigrum foi isolado de todas os grupos sintomatolégicos com uma
abundancia relativa variando de 3 a 12%, obtida nas lesdes 3 e 2, respetivamente (Fig. 3.1).
Encontra-se descrito como endofito da oliveira (Torbati et al., 2014; Malacrino et al., 2015).

A presenca de Fungal sp. foi de igual modo observada em todas as lesGes analisadas a
excecdo da lesdo 4 identificada nos frutos (Fig. 3.1). Este resultado sugere tratar-se de um
fungo ubiquo e abundante nas folhas e ramos da oliveira. O fungo Hormonema sp. surgiu
associado apenas as lesdes 2, 5 e 6 identificadas nas folhas, com uma abundancia relativa de
cerca de 3%. Tanto quanto € do nosso conhecimento, a capacidade desta espécie em causar
doencas nas plantas ainda ndo foi reconhecida. Por exemplo, a inoculacdo de Abies alba com
Hormonema carpetanum ndo originou nenhum sintoma de doenca, e nem permitiu 0
reisolamento do fungo, pois o H. carpetanum j& havia sido isolado junto com outros
microorganismos da A. alba.(Jankowiak & Bila, 2016). Varias espécies pertencentes ao
género Hormona tém sido descritas como possuindo propriedades antifingicas contra
Candida e Aspergillus (Pelaez et al., 2000). A capacidade de fungos deste género em produzir
enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose, tém despertado o interesse da sua

utilizacdo na industria do papel (Martin & Eugenio, 2016).

A espécie S. sclerotiorum foi encontrada nas lesdes 1, 2, 5 e 6 descritas nas folhas, com
uma abundancia relativa a variar entre 1,5 % (lesdo 6) e 5% (lesdo 5) (Fig. 3.1). Este fungo é
um dos mais importantes patogénicos no mundo, sendo responsavel por causar podriddes em

mais de 75 familias de plantas, incluindo girassol, feijdo, tabaco, tomate, soja, entre outros
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(Villas & Leite, 2005). Na oliveira, foi recentemente reportado a capacidade desta espécie
fangica em infetar azeitonas das cultivares Frantoio e Picholine, num olival em Monopoli (sul
de Italia), causando a sua podriddo (Ruano-Rosa et al., 2017). Tanto quanto é do nosso
conhecimento, a capacidade de S. sclerotiorum em infetar folhas de oliveira ainda ndo foi

reportado.

Grupos de lesdes
I
|

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Abundancia relativa dos microorganismos isolados

® Sclerotinia sclerotiorum B Aureobasidium pullulans

® Fungal sp. P5N31b ® Hormonema sp.
Penicillium spp. Epicoccum nigrum strain
Botrytis sp. m Cytospora pruinosa

® Neofabraea vagabunda ® Didymella macrostoma

® Uncultured fungus m Pestalotiopsis besseyi

Figura 3.1. Abundancia relativa (%) das diferentes espécies fungicas nos sete grupos de

lesdes identificados neste estudo.

A presenca de Neofabraea vagabunda (sin. Phlyctema vagabunda e Neofabraea alba)
foi detetada unicamente na lesdo 4, identificada nos frutos (Fig. 3.1). Esta espécie, com uma
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abundancia relativa de 3%, encontra-se ja descrita como sendo o agente causal da lepra da
oliveira (Roca et al., 2007). Esta doenca foi descrita pela primeira vez em 1907 na regido da
Toscana, Italia (Petri, 1907). Hoje, esta presente em varias regides olivicolas (Rooney-Latham
et al., 2013). Na Peninsula Ibérica, s6 recentemente foi reportada a sua presenca (Romero et
al., 2016; 2018). Esta doenga afeta sobretudo os frutos. Quando infetados apresentam lesdes
necroticas circulares, deprimidas, de cor castanho escuro, limitadas por uma borda mais
escura, acabando por provocar a mumificacdo e a queda do fruto (Roca et al, 2007).
Recentemente, este fungo também demonstrou capacidade em infetar ramos de oliveira
causando cancro (Romero et al., 2016). A lepra da oliveira € uma doenca muito pouco

investigada, ndo se conhecendo o ciclo epidemioldgico nas condicBes europeias.

Botrytis sp. foi encontrado apenas na lesdo 5, que se caracteriza pela extremidade
superior da folha necrosada (Fig. 3.1). Este fungo é sobejamente conhecido por ser o agente
causal de doencas de podriddo em varias espécies de plantas (Pereira et al., 2014). E um fungo
com bastante abrangéncia sendo encontrado em varias partes do mundo, causador também da
podriddo cinzenta da uva (Zhang et al., 2018). Ndo foram encontrados trabalhos comprovando

tratar-se de um patogénico para a oliveira.

A presenca de P. macrostoma e C. pruinosa foi detetada unicamente na lesdo 6, com
uma abundancia relativa de 2% e 3%, respetivamente (Fig. 3.1). As manchas circulares de
coloracdo esbranquicada caracteristicas da lesdo 6 poderdo resultar da presenca do fungo P.
macrostoma. Esta espécie € conhecida por produzir macrocidina (i.e., acido 3-aciltetramico)
que induz o aparecimento de clorose através da inibicdo de carotenoides (Hubbard et al.,
2016). No que concerne ao fungo Cytospora pruinosa, apenas foi encontrado na literatura a
indicacdo da sua capacidade em causar a desfolha em oliveiras da cultivar Gordal Servillana e
Africana, em Espanha (Moral et al., 2017).

A patogenicidade das espécies fangicas identificadas neste trabalho, em especial das
que surgiram unicamente associadas a uma das lesdes (i.e., N. vagabunda, Botrytis sp., P.
macrostoma e C. pruinosa), devera ser confirmada com ensaios de inoculacdo de material

vegetal e posterior reisolamento do fitopatogénico das lesdes formadas.
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3.2. Objetivo 2 - Explorar a potencialidade do uso de um consércio de microrganismos

endofitos de oliveira centendria na luta bioldgica contra a tuberculose da oliveira

Em seguida séo apresentados os resultados do efeito da inoculacdo de plantulas de
oliveira da cv. Cobrangosa com microbiota enddfita extraida de uma oliveira centenaria, com
reconhecida toleréncia a tuberculose, na incidéncia e severidade da tuberculose. Neste estudo
avaliou-se o efeito desta microbiota enddfita quando inoculada simultaneamente ou antes
(uma e cinco semanas) o patogénico Pss. Utilizaram-se como controlo positivo plantulas
inoculadas com Pss e como controlo negativo plantulas inoculadas com tampé&o. Para
comprovar que a microbiota endofita ndo exerce qualquer efeito negativo na oliveira foi
incluido, ainda neste estudo, um tratamento que envolveu a inoculagdo de plantulas com

microbiota endoéfita.

3.2.1. Incidéncia

Na Figura 3.2 encontram-se representadas as areas sob a curva de progresso da doenca
nos diferentes tratamentos usando os dados de incidéncia (ASCPDi). Apesar desta avaliacao
ter sido efetuada para os 3 meses da duracdo do ensaio, apenas sdo apresentados os resultados
até aos 35 dias, uma vez que a partir desta data ndo se registaram mais alteracbes. Os
resultados mostram que plantulas inoculadas com tampdo (controlo negativo) e com
microbiota enddfita, ndo desenvolveram sintomatologia tipica da tuberculose durante a
realizacdo do ensaio. Assim, tal como esperado, a microbiota enddfita parece ndo exercer
qualquer efeito deletério na planta hospedeira. A microbiota enddfita mostrou proteger a
planta hospedeira contra potenciais infe¢cbes do patogénico Pss. De fato, a inoculagdo de
plantas com microbiota enddfita, uma e cinco semanas antes da inoculacdo Pss permitiu
reduzir significativamente (p<0,001) a incidéncia da doenga face ao controlo positivo (plantas
inoculadas com Pss), em especial apds os 24 dias de inoculagdo com Pss. Contudo, quando
aplicada simultaneamente com o Pss, a microbiota enddfita ndo permitiu reduzir
significativamente a incidéncia da doenca face as plantas inoculadas com Pss. Assim sendo, 0
efeito benéfico da microbiota enddfita s6 se revelou quando o estabelecimento deste
consorcio microbiano na planta hospedeira ocorria previamente a infecdo com Pss. Os
resultados obtidos sugerem que, apesar da microbiota endéfita ter demonstrado a capacidade

de reduzir a infecdo por Pss, parece apresentar baixa acdo competitiva contra Pss,
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necessitando de se estabelecer previamente na planta hospedeira para poder exercer o seu
efeito benéfico. Esta hipdtese necessita, contudo, de confirmacéo pela analise da evolucdo da
composi¢do microbiana enddfita ao longo da duragdo do ensaio. Esta andlise encontra-se a

decorrer neste momento o que nos permitira tirar conclusdes com maior exatidao.
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Figura 3.2. Areas sob a curva de progresso da tuberculose da oliveira nos diferentes
tratamentos usando os dados de incidéncia (ASCPDi). Tratamentos: Tampdo- Plantulas
inoculadas com uma solucdo de tampéo; Microbiota- Plantulas inoculadas com microbiota
endofita; PSS- Plantulas inoculadas com Pss; Microbiota e PSS- Plantulas inoculadas
simultaneamente com microbiota endofitica e Pss; Microbiota +1 semana PSS- Plantulas
inoculadas com microbiota e apés 1 semana inoculadas com Pss; Microbiota + 5 semanas
PSS- Plantulas inoculadas com microbiota e apos 5 semanas inoculadas com Pss. Valores
médios registados para cada tratamento seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente

em pelo menos p<0,05, para cada dia analisado.
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3.2.2. Severidade

No que concerne a severidade, os resultados da ASCPDs (Fig. 3.3) mostram que a
aplicacdo da microbiota endodfita reduziu significativamente (p<0,05) o desenvolvimento da
tuberculose em relacdo as plantas inoculadas exclusivamente com Pss. Este efeito foi mais
notério quando a microbiota foi aplicada uma ou cinco semanas antes do Pss (p<0,001).
Quando aplicada simultaneamente com o Pss, o efeito inibitdério da microbiota no
desenvolvimento da tuberculose foi notorio sobretudo apds os 42 dias de inocula¢do. Estes
resultados sugerem que a microbiota endofita exibe um efeito curativo ao reduzir o

desenvolvimento da tuberculose quando aplicado quer simultaneamente ou antes do Pss.
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Figura 3.3. Areas sob a curva de progresso da tuberculose da oliveira nos diferentes
tratamentos usando os dados de severidade (ASCPDs). Tratamentos: Tampdo- Plantulas
inoculadas com uma solugdo de tampé&o; Microbiota- Plantulas inoculadas com microbiota

endofita; PSS- Plantulas inoculadas com Pss; Microbiota e PSS- Plantulas inoculadas

27



simultaneamente com microbiota endofitica e Pss; Microbiota +1 semana PSS- Plantulas
inoculadas com microbiota e apds 1 semana inoculadas com Pss; Microbiota + 5 semanas
PSS- Plantulas inoculadas com microbiota e apés 5 semanas inoculadas com Pss. Valores
médios registados para cada tratamento seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente

em pelo menos p<0,05, para cada dia analisado.
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4. Conclusodes

4.1 Conclusdes do primeiro objetivo

1) No total identificaram-se sete lesdes diferentes podendo cada uma delas corresponder
a uma potencial nova doencga

2) A maioria das lesdes foi identificada em folhas, que apresentavam como principais
caracteristicas manchas de diferentes formas e coloracdes, que podiam estar dispersas ou
concentradas numa parte do limbo. Nos frutos e nos ramos foi identificado apenas uma leséo.
3) As sete lesdes apresentaram uma composicao de fungos similar. Contudo, algumas das
espécies identificadas exibiram especificidade por uma determinada lesdo sugerindo que
possam ter um papel importante no desenvolvimento destas lesdes. Neofabraea vagabunda,
reconhecido como sendo o agente causal da lepra da oliveira, foi exclusivo de lesdes que
surgiram no fruto. Botrytis sp., Phoma macrostoma e Cytospora pruinosa, tiveram ocorréncia
exclusiva em lesGes em folhas. A capacidade destas espécies em causar doenca na oliveira

requer confirmacéo pela aplicacdo dos postulados de Koch.

4.2 Conclusdes do segundo objetivo

1) A utilizacdo da microbiota endéfita de oliveiras com tolerancia a tuberculose apresenta
um elevado potencial na luta bioldgica contra a tuberculose limitando consideravelmente os

seus sintomas.

2) A aplicacdo desta microbiota parece ser bastante promissora como estratégia curativa
(ao reduzir o desenvolvimento da doenca) e preventiva (ao reduzir o numero de plantas

infetadas pelo patogénico Pss).

3) Este efeito benéfico da microbiota na oliveira revelou ser superior quando a
inoculacdo com a microbiota ocorria previamente a inoculagdo com Pss e ndo tem diferenca
estatistica se for 1 ou 5 semanas antes. Os mecanismos de acao destes microrganismos contra

0 agente causal da tuberculose devera ser estudado no futuro.
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