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RESUMO

O olival é uma cultura que, a nivel nacional, apresenta uma grande importancia econémica,
social e paisagistica. Associado a esta cultura existem varias doencgas que afetam tanto a parte
radicular como a parte aérea, provocando elevados prejuizos ao nivel da producdo. Nos dltimos
anos tem surgido nalguns olivais Transmontanos, situados na regido de Mirandela, frutos
apodrecidos com uma sintomatologia ainda ndo descrita na literatura. Trabalhos anteriores
permitiram obter varios isolados fungicos de uma mesma morfoespécie que se encontravam
presentes na maioria das azeitonas que apresentavam estas lesdes. Assim, este estudo pretende
identificar molecularmente o microrganismo que podera estar associado ao desenvolvimento
desta podriddo, confirmar a sua patogenicidade e finalmente avaliar o efeito de espécies
endofitas do fruto (Kocuria sp. e Vishniacozyma cf. victoriae) no processo de patogenicidade.
A sequenciacdo da regido ITS do DNAr dos isolados previamente obtidos de frutos apodrecidos
permitiu a identificacdo do fungo Neocosmospora aff. solani. A aplicacdo dos postulados de
Kock em ensaios laboratoriais (em azeitonas) ou de campo (em ramos de oliveira) permitiu
identificar N. solani como sendo o potencial agente causal da podriddo nas azeitonas. A
presenca Kocuria sp. revelou ainda cooperar com N. solani no desenvolvimento da podridéo,
aumentando a sua incidéncia e severidade, bem como a germinacéo e esporulacédo de N. solani.
Pelo contréario, em ensaios de campo, V. victoriae demonstrou ter um efeito inibitério no
desenvolvimento da podridao. Estes resultados, apesar de preliminares, constituem um primeiro
contributo para a caracterizacdo desta nova podridao dos frutos que recentemente tem vindo a

causar enorme preocupacao entre os olivicultores, devido ao aumento da sua incidéncia.

Palavras-chave: Oliveira, doenca, Neocosmospora solani, Kocuria, Vishniacozyma victoriae,

interacdo patogénico-microrganismo.



ABSTRACT

The olive crop has, at national level, great economic, social and landscape importance.
Associated with this crop there are several diseases that affect both the root and the aerial part
of the tree, causing high losses in terms of production. In recent years, some olive groves located
in Mirandela region (Northeast of Portugal), have been showed an increase in incidence of
rotten fruits with symptoms that have not yet been described in the literature. Previous studies
allowed the isolation of several fungal isolates of the same morphospecies that were present in
most of the rotten olives collected in these orchards. Thus, this study aims to molecularly
identify the microorganism that may be associated with the development of this rot, confirm its
pathogenicity and finally evaluate the effect of endophytic species of the fruit (Kocuria sp. And
Vishniacozyma cf. victoriae) on the pathogenic process. The sequencing of the ITS region of
the DNAr of the isolates previously obtained from rotting fruits allowed the identification of
the fungus Neocosmospora aff. solani. The application of Kock's postulates in laboratory (in
olives) or field (in olive branches) assays allowed the identification of N. solani as being the
potential causal agent of rot in olives. Kocuria sp. also revealed to cooperate with N. solani in
the development of rot, increasing its incidence and severity, as well as the germination and
sporulation of N. solani. In contrast, in field assays, V. victoriae showed to displayed an
inhibitory effect on the development of the rot. These results, although preliminary, are the first
contribution to the characterization of this new fruit rot that has recently caused enormous

concern among olive growers, due to the increase in its incidence.

Keywords: Olive tree, disease, Neocosmospora solani, Kocuria, Vishniacozyma victoriae,

pathogen-microorganism interaction
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1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

O olival é uma cultura que, no cenario nacional, apresenta uma grande importancia
econdmica, social e paisagistica. Associado a esta cultura existem véarias doengas que afetam
tanto a parte radicular como a parte aérea, provocando elevados prejuizos a nivel de producéo.
Na regido de Tras-os-Montes, as principais doencas que afetam o olival sdo a tuberculose,
causada pela bactéria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, a gafa e o olho de pavao,
causadas pelos fungos Colletotrichum spp. e Venturia oleaginea, respetivamente. No entanto,
nos Ultimos anos tem-se vindo a observar um aumento do aparecimento de lesbes em varios
orgdos da oliveira em diversos olivais em Mirandela e, para 0s quais, ndo se tem informacéo.
Nos frutos, em particular, tm-se vindo a observar um aumento da incidéncia de uma podridéo
com uma sintomatologia ainda n&o descrita na literatura. O isolamento em cultura de fungos a
partir de azeitonas apresentando esta podridao, permitiu obter um conjunto de isolados de entre
os quais foi identificado um potencial agente causal. Assim, neste trabalho pretende-se
caracterizar esta podriddo em azeitonas que podera corresponder a uma potencial nova doenca

da oliveira. Especificamente pretende-se:

1- Identificar a espécie fungica que previsivelmente serd o agente causal desta
podriddo, quer por processos morfolégicos como moleculares;

2- Provar a patogenicidade do fungo caracterizado com aplicacdo dos postulados de
Koch, em ensaios de laboratério e de campo;

3- Auvaliar a influéncia de outras espécies fungicas vulgarmente presente em frutos na

patogenicidade do agente causal.

Este estudo pretende ser um primeiro contributo para o conhecimento desta nova podridao das
azeitonas, do seu agente causal e da influéncia de outras espécies microbianas naturalmente

presentes nos frutos no desenvolvimento desta potencial doenga.

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 constrangimentos a producao, dando-se especial énfase as doencas.
Na segunda parte (Material e Métodos) estdo descritas as metodologias utilizadas na execucéao
deste estudo e os métodos estatisticos aplicados. Na terceira parte (Resultados e Discussao)
apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos e finalmente, na Gltima parte (Conclusao),

apresentam-se as principais conclusdes do trabalho.
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2. INTRODUCAO

2.1. A cultura da oliveira: Importancia econémica

A oliveira (Olea europaea L.) € uma espécie cultivada principalmente para a producéao
de fruto (azeitona), sendo comercializado como ‘azeitona de mesa’ ou utilizado na producao de
azeite (MALDONADO et al., 2016). A zona oriental da bacia mediterranica (sul da Turquia,
Siria, Libano, Palestina e Israel) é aceite como o local de origem da oliveira (BESNARD et al.,
2018). Foi a partir desta regido que a oliveira se difundiu para outras localidades junto do mar
Mediterranico e, mais tarde, para outras regides do mundo, tais como Peru, Chile, Uruguai,
Argentina e regides costeiras do México e Estados Unidos - Califérnia (10C, 2019).

Na atualidade, a oliveira é também cultivada em paises tradicionalmente nao produtores
como Africa do Sul, Australia, Brasil, Nova Zelandia e China (CIMATO E ATTILIO, 2011;
SU et al., 2018). Esta expansdo tem vindo a contribuir para um aumento progressivo da area de
olival mundial, atingindo em 2018 cerca de 10,6 Mha (FAO, 2019). No entanto, continua a ser
na bacia mediterranica onde se encontra a maior area de olival, tendo garantido esta regido
quase 95% da producdo mundial na campanha de 2018/19 (Fig. 1; 10C, 2019). Cerca de 70%
da producdo mundial de azeitona provém da Unido Europeia (UE), enquanto que o Oriente e
Norte de Africa garantem cerca de 24%, e os restantes 6% provém de outros paises do mundo,
principalmente da Argentina, México, Peru e Estados Unidos (I0OC, 2019). Na UE, Espanha é
0 maior produtor tendo garantido 39% da producdo mundial na campanha 2019/20, seguido
pela Italia (11%), Grécia (10%) e Portugal (4%) (IOC, 2020). A maior regido de producédo a
nivel nacional encontra-se no Alentejo, representando 50% do total da area olivicola, seguido
de Tras-0s-Montes (22%), Beira Interior (18%), Ribatejo (7,7%) e Algarve (2,3%) (I0C, 2019).
O setor oleicola representa assim uma forte componente no setor agricola nacional,
representando 95,5 milhdes de euros e 1,36% do valor da producdo agricola portuguesa (10C,
2017).

A oliveira em Portugal tem também uma grande importancia ao nivel sociocultural e
paisagistico, principalmente nas regides do interior. O olival faz parte da paisagem e da
identidade deste pais e, a beleza desta paisagem, tem contribuido para o aumento do turismo
associado ao sector do azeite (SANTOS, 2018). Para além de gerar beneficios adicionais para
a economia, este aumento de turismo poderé contribuir para a fixacdo de pessoas nestas regides

do interior com problemas demograficos graves.



14

Production (t)
(0-3500]
(3 500 - 10 000]
(10 000 - 20 000]
(20 000 - 50 000]
(50 000 - 100 000]

3 (100 000 - 150 000]

(150 000 - 200 000]
>200 000
NA

Figura 1: Producdo mundial de azeitona na campanha 2018/2019 (Fonte: 10C, 2019).

2.2. Principais doencas do olival

A oliveira, tal como a maioria das outras culturas, esta exposta a diversos fatores bidticos
e abidticos que podem reduzir de forma direta ou indireta a producdo e a qualidade dos seus
produtos (azeite e azeitona de mesa). Na regido mediterranica, incluindo Portugal, as pragas e
doencas sdo, dentre os fatores bioticos, 0s que mais prejuizos causam, podendo originar perdas
de producdo na ordem dos 30% (HANIOTAKIS, 2003). Estimativas recentes apontam para um
agravamento deste cenario, devido ao efeito das alteraces climaticas no favorecimento do
desenvolvimento de pragas e doencas (PONTI et al., 2014). De entre as pragas, a traga da
oliveira, Prays oleae (BERNARD, 1788) (Lepidoptera: Praydidae), e a mosca da azeitona,
Bactrocera oleae (ROSSI, 1790) (Diptera: Tephritidae), sdo as mais importantes no olival quer
a nivel mundial como nacional (NAVERO et al., 2017).

As doencas na oliveira sdo sobretudo causadas por fungos e bactérias e, com menor
importancia, por virus, fitoplasmas e nematodes (NAVERO et al., 2017). Na tabela 1 estdo
apresentadas as principais doencas que afetam a oliveira, e sua importancia a nivel mundial. De
entres estas, as que mais prejuizos originam sdo causadas por fungos que afetam as folhas e
frutos (em especial o olho de pavéo, a gafa ou antracnose, e a cercosporiose) e o sistema
radicular (verticilose e podriddes radiculares), e finalmente as causadas por bactérias como a
tuberculose-da-oliveira e mais recentemente o complexo da dessecacdo rapida da oliveira
(NAVERO et al., 2017). Em seguida é feita uma descrigdo e caracterizacdo das doencas da
oliveira, de forma mais pormenorizada somente para as que apresentam maior importancia a

nivel mundial e nacional.
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Tabela 1: Doencas da oliveira, agentes causais e sua importancia a nivel mundial (Adaptado
de NAVERO et al., 2017).

Parte Doenca Agente causal Importancia
afetada
Fungicas
Olho de Pavéo Venturia oleaginea (=Fusicladium oleagineum = E
Cycloconium oleagineum = Spilocaea oleaginea)
Gafa Colletotrichum spp. M
Cercosporiose Pseudocercospora cladosporioides (=Cercospora M
cladosporioides)
Fumagina Capnodium elaeophilum B
Escudete Botryosphaeria dothidea B
(48]
% Lepra Neofabraea vagabunda (=Phlyctema vagabunda S
Y =Gloeosporium olivae)
|-
]
o Outras podriddes  Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Diplodia, S
do fruto Fusarium, Phomopsis, etc.
Outras micoses Leveillula, Phyllactinia, Marthamyces panizzei S
foliares (=Stictis panizzei), etc.
Cancroderamos  Neofusicoccum mediterraneum, Eutypa lata, B
Comoclathris incompta (=Phoma incompta)
Micoses do tronco  Fomes, Fomitiporia, Phellinus, Polyprous, S
Stereum, etc.
. Verticilose Verticillium dahliae E
©
>
% Podridao de raizes Phytophthora, Cylindrocarpon, Fusarium, M-B
@ finas Pythium, etc.
[¢5)
CcL’E Podriddo de raizes Armillaria mellea, Rosellinia necatrix, B
grossas Omphalotus olearius
Bacterianas
Tuberculose Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi E-M
Q (4]
S % Sindrome do Xylella fastidiosa E

declinio rapido da
oliveira

Legenda: E — Elevada; M — Moderada; B — Baixa; S — Sem importancia, apesar de ocasionalmente causarem
estragos graves.
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2.2.1. Doencas fungicas da parte aérea

A doenca Olho de pavao, causada pelo fungo Venturia oleaginea, € considerada uma
das mais importantes e destrutivas do olival (VIRUEGA et al., 2013). Pode causar intensa
desfolhacéo, enfraquecendo a planta e consequentemente reduzindo a produgéo de flores e
interferindo na qualidade dos frutos. Os sintomas iniciais manifestam-se na parte superior das
folhas pela formacdo de manchas circulares, com coloracdo variada, misturando tons de
castanho, amarelado a verde, e de didmetro também variavel (Fig. 2). Na pagina inferior da
folha aparecem manchas acinzentadas irregulares. Embora raramente, a sintomatologia desta
doenca pode também surgir no pedunculo dos frutos pela formacdo de manchas escuras que,

devido a interrupc¢éo da seiva, secam, provocando a queda do fruto.

Figura 2: Sintomatologia do olho de pavao. (a) Desfolhagéo da arvore e (b) manchas circulares de diferentes tonalidades na
pagina superior das folhas. Fonte: Paula Baptista (IPB-CIMO).

O patogénico sobrevive durante o periodo desfavoravel sobretudo nas folhas infetadas
que permanecem na arvore. Os periodos do ano favoraveis a infecdo ocorrem durante a
primavera e 0 outono, quando a humidade relativa ¢ alta e as temperaturas sdo amenas, sendo
o0 valor optimo de 15°C (TRAPERO-CASAS et al., 2009). Apds infecdo, o fungo desenvolve-
se na camada subcuticular das folhas, acabando por emergir para o seu exterior 0s esporos que
séo responsaveis pela coloragdo escura das manchas. O intervalo de tempo entre a infeccéo e o
aparecimento dos primeiros sintomas, conhecido como tempo de incubacdo, pode variar entre
1 e 10 meses, dependendo das condigdes climaticas (TRAPERO-CASAS et al., 2009). Os

conidios produzidos na superficie da folha sdo, em seguida, dispersos por respingos de agua ou
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vento, originando infecdes secundarias (TRAPERO-CASAS et al., 2009; VIRUEGA et al.,
2013).

De entre as doengas que afetam a oliveira, a gafa é considerada como uma das que mais
prejuizo causa nos paises onde esta cultura tem expressao, incluindo Portugal (TALHINHAS
etal., 2018; MARTINS et al., 2019). Esta doenca afeta sobretudo os frutos, mas também outros
orgaos da oliveira, incluindo flores, folhas e ramos (MARTINS et al., 2019). Assim, 0s sintomas
caracteristicos da doenca sdo manchas enegrecidas, geralmente em depressdo, com producao
abundante de massas mucilaginosas alaranjadas de conidios no epicarpo dos frutos, que surgem
principalmente quando estdo quase maduros (Fig. 3) (CACCIOLA et al., 2012). O aparecimento
destas manchas causa mumificacdo, apodrecimento e queda prematura dos frutos, levando a
perdas significativas nas colheitas. Além de ser responsavel por perdas consideraveis ao nivel
da producdo da azeitona, esta doenca contribui também para uma reducdo acentuada na
qualidade do azeite (MORAL et al., 2014; SILVA, 2016). A nivel nacional, esta doenca € muito
comum atingindo frequentemente niveis epidémicos causando, por vezes, perdas totais de
rendimento (TALHINHAS et al., 2011). Em Tras-os-Montes, tem-se assistido nos tltimos anos
a um aumento da incidéncia e severidade da gafa (SILVA, 2016). Este fato podera estar
relacionado com a alteracdo das condi¢cdes ambientais que favorecem o desenvolvimento da
doenca, requerendo uma humidade relativa superior a 90% e temperatura entre 17-20°C
(CACCIOLA et al., 2012).
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Figura 3: Sintomas tipicos da gafa da oliveira. (a) Aparecimento na superficie da azeitona de uma massa alaranjada de conidios
em manchas necroéticas deprimidas; (b) em condigdes de secura, os frutos infetados desidratam e mumificam; (c) as folhas
infetadas podem cair causando a desfolhacéo da arvore. Fonte: Paula Baptista (IPB-CIMO).

Esta doenca tem sido associada a 13 espécies do género Colletotrichum, pertencendo
principalmente a dois complexos, C. acutatum sensu lato (s.l.) e C. gloeosporioides s.l.
(TALHINHAS et al., 2018). Dentre estas, seis espécies do complexo C. acutatum (C. acutatum
sensu stricto (s.s.), C. fioriniae, C. godetiae, C. nymphaeae, C. rhombiforme e C. simmondsii)
(BARONCELLI et al., 2017) e duas do complexo C. gloeosporioides (C. gloeosporioides s.s. e
C. theobromicola) (MOSCA et al., 2014; SCHENA et al., 2014) tém sido identificadascomo os
agentes causais da gafa.

De todas estas espécies, C. acutatum s.s., C. godetiae e C. nymphaeae foram
reconhecidas como sendo o0s principais agentes causadores da gafa a escala global
(TALHINHAS et al.,, 2018). Em Portugal, os principais agentes causais da gafa sdo C.
nymphaeae (80% dos isolados), C. godetiae (12% dos isolados) e C. acutatum s.s. (3-4% dos
isolados), com C. godetiae causando grandes danos na regido de Tréas-o0s-Montes
(TALHINHAS et al. 2009). Existem alguns relatos que associam a severidade da gafa a
intensidade de ataque da mosca da azeitona (CACCIOLA et al., 2012). De facto, acredita-se
que este inseto favorece a propagacéo de Colletotrichum spp. e ajuda no processo de infecao ao
criar orificios no fruto, que poderdo funcionar como uma porta de entrada para o patogenico
(CACCIOLA et al., 2012).

Pensa-se que a infegdo pelo fungo se inicie nas flores e permaneca latente até ao

desenvolvimento dos frutos, em particular até a sua maturacdo (MORAL et al., 2009;
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TALHINHAS et al., 2018). A principal fonte de indculo desta primeira infecdo resulta do
patogénico que sobrevive nos frutos afetados que permanecem na arvore durante o inverno,
dispersando-se durante a primavera pela chuva (MORAL et al., 2009). No outono, com 0
amadurecimento do fruto e condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento do fungo
(temperaturas entre 10 a 30°C e humidade relativa 80 a 90 %), surgem os sintomas da doenca
e numerosos ciclos secundarios e epidemias severas (MORAL et al., 2009). O periodo de
incubacdo da doenca nesta fase é curto, podendo completar o seu ciclo em menos de 10 dias
(MORAL et al., 2009).

A cercosporiose, causada pelo fungo Pseudocercospora cladosporioides, encontra-se
presente nas principais areas produtoras do mundo, sendo a sua importancia variavel em funcédo
da cultivar e das condic¢des climaticas (ROMERO et al., 2020). Trata-se de uma doenca menos
conhecida pelos agricultores e geralmente confundida com o olho de pavdo. As lesdes
manifestam-se sobretudo nas folhas, pedunculos e frutos. Os sintomas tipicos correspondem a
manchas acinzentadas na péagina inferior das folhas, devido aos conidios do patogénico, e
manchas amareladas na parte superior das folhas que, com o passar do tempo, se tornam
necréticas (Fig. 4) (AVILA et al., 2020). Em variedades muito suscetiveis, ha necrose marginal
e apical das folhas que pode ser confundida com caréncia de potassio (TRAPERO et al., 2011).
Esta doenca origina a queda precoce das folhas, diminuicdo da producdo de flores nos anos
seguintes e um atraso no amadurecimento dos frutos. Os sintomas nos frutos variam muito
consoante o estaddio de maturacdo, podendo apresentar lesdes deprimidas mais ou menos
circulares e de coloragio acastanhada (AVILA et al., 2020). Em frutos verdes estas lesdes
circulares podem ter 3-7 mm de didmetro. Em frutos maduros as lesGes sdo mais extensas e
podem ser circundadas por um halo claro ou amarelado (AVILA et al., 2020). A doenca também

pode afetar os peddnculos na zona de abscisdo causando queda acentuada de frutos.
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Figura 4: Sintomas tipicos da cercosporiose. (a) Manchas amareladas na parte superior das folhas que se tornam
necroticas com o passar do tempo; (b) manchas acinzentadas na pégina inferior das folhas; (c) les6es deprimidas
mais ou menos circulares e de coloragdo acastanhada nos frutos. Fonte: Avila et al., 2020 (figuras a e b); Paula
Baptista (IPB-CIMO) (figura c).

O fungo P. cladosporioides sobrevive durante o inverno nas folhas infetadas que
permanecem na arvore e/ou no solo (AVILA et al., 2020). Os conidios produzidos pelo fungo
sdo disseminados pelas correntes de ar e pela chuva, ocorrendo infecBes de folhas e de frutos.
Este processo de infecdo ocorre sobretudo em condicdes de elevada humidade e temperaturas a
variar de 5 a 25°C, sendo 6tima a 18 a 22°C (AVILA et al., 2020). Os periodos de incubagio e
producdo de conidios sdo geralmente longos (de 28 dias a 9 meses), sendo as folhas novas mais

suscetiveis a infecdo (Avila et al., 2020).

A fumagina é causada pelo fungo sapréfita Capnodium elaeophilum, que coloniza a
superficie das folhas, ramos, troncos e frutos. O desenvolvimento desse fungo resulta da
producdo de meladas (exsudato ricos em hidratos de carbono) que sao excretadas por uma praga
da oliveira, a cochonilha negra (Saissetia oleae) (NAVERO et al., 2017). O crescimento deste
fungo sobre a superficie de todos os 6rgdos aéreos da oliveira ddo-lhe um aspecto enegrecido
(Fig. 5a), e podem reduzir a area fotossintética da planta e, consequentemente, a produtividade
final, a respiracdo e a transpiracdo através das folhas (NAVERO et al., 2017). A maior
incidéncia desta doenca verifica-se sobretudo no outono e na primavera, e em olivais densos ou

mal ventilados, localizados em &reas baixas e himidas (NAVERO et al., 2017).

O escudete é causado pelo fungo Botryosphaeria dothidea, afetando especialmente
frutos verdes, formando pequenas lesdes necréticas pardas, deprimidas e com bordos elevados,
nas quais se observa a presenca de pequenos corpos de frutificacdo de coloracdo escura (Fig.
5b) (MORAL et al., 2010). Os frutos muito afetados apresentam sintomas de desidratacdo
completa, acabando por cair ao solo mumificados. O desenvolvimento do escudete é favorecido

por temperaturas amenas entre 22 e 28° C e humidade relativa elevada (MORAL et al., 2010).
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A infecdo por este fungo é ainda favorecida pela presenca de feridas nos frutos e que tem sido
relacionada com os ataques da mosca da azeitona (GONZALEZ & TRAPERO, 2006).

A lepra, causada pelo fungo Neofabraea vagabunda, infeta sobretudo o fruto em
qualquer estadio de maturacdo (desde verde a maduro). Os sintomas tipicos desta doenca
consistem na formacéo de lesBes necréticas circulares, deprimidas e delimitadas por um bordo
mais escuro, que resulta na mumificacéo total ou parcial do fruto, sequido pela sua queda (Fig.
5¢) (ROONEY-LATHAM et al., 2013). Esta sintomatologia ¢ muito similar com a da
cercosporiose e escudete sendo, por isso, necessario comprovar no laboratorio a presenca de
conidios do patogénico nas lesdes. A infecdo do fruto pelo fungo ocorre sobretudo no outono,
onde se verificam chuvas abundantes e temperaturas amenas, e é favorecida pela presenca de
feridas na superficie das azeitonas (ROCA et al., 2007). Para além dos frutos, também os ramos
podem ser infetados por N. vagabunda originando cancros (ROMERO et al., 2015). Neste caso

é necessario a ocorréncia de feridas para que surja infegdes.

As podriddes associadas ao fruto sdo comparativamente menos estudadas face as
doencas anteriormente mencionadas. Este fato deve-se sobretudo a sua reduzida importancia.
Estas podriddes sdo frequentemente causadas por patogénicos secundarios, que infetam
preferencialmente frutos maduros ou em processo de maturagédo (TRAPERO et al., 2011). Estas
podriddes podem estar associadas a varias espécies flngicas pertencentes aos géneros
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Diplodia, Fusarium, Phomopsis, entre outros
(NAVERO et al., 2017), e com exibicao de diferentes sintomatologias (Fig. 5d). Por exemplo,
os frutos infetados por Alternaria alternata apresentam lesdes secas, levemente deprimidas e
negras, enquanto que os infetados por Cladosporium apresentam-se mumificados e cobertos
por um micélio esverdeado. Regra geral, o desenvolvimento destas podriddes no fruto é
favorecido em épocas do ano em que a humidade relativa é alta e as temperaturas rondam entre
o0s 22 e 28° C (NAVERO et al., 2017).
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Figura 5: Sintomas tipicos de diversas doencas fungicas que afetam a parte aérea da oliveira. (a) Fumagina; (b)
Escudete; (c) Lepra; (d) Vérias podriddes associadas a azeitona. Fonte: Paula Baptista (IPB-CIMO).

De entre os fungos que causam cancros nos ramos da oliveira, Eutypa lata e
Comoclathris incompta, tém sido identificados como sendo os mais prejudiciais causando
dessecacdo apical e morte de ramos (TRAPERO et al., 2011). Tal como mencionado
anteriormente, outro cancro que tem vindo a ganhar importancia, sobretudo em Espanha, é
causado pelo fungo N. vagabunda (ROMERO et al., 2015). Nos ultimos anos tem-se também
vindo a assistir ao aumento da incidéncia de um cancro causado por Neofusicoccum
mediterraneum na regido de Andaluzia, em Espanha (MORAL et al., 2010).

2.2.2. Doengas fungicas da parte radicular

A verticilose, causada pelo fungo Verticillium dahliae, é a doenga vascular mais
importante da oliveira (MONTES-OSUNA & MERCADO-BLANCO, 2020). Atualmente, foi
detectada em quase todos os paises da bacia do Mediterraneo e em outras regides do mundo
que se dedicam ao cultivo da oliveira (MONTES-OSUNA & MERCADO-BLANCO, 2020).
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Esta doenca pode apresentar dois tipos de sintomatologia diferentes, de acordo com o patovar
que provoca infecdo (desfolhante e ndo desfolhante), e vulgarmente designados por apoplexia
e declinio lento (LOPEZ-ESCUDERO & MERCADO-BLANCO, 2011).

A infeccdo desfolhante verifica-se sobretudo durante o outono/inverno e consiste na
morte rapida dos ramos ou da arvore (Fig. 6). As folhas comegam por perder a coloracdo verde
intensa adquirindo uma tonalidade amarelada-acastanhada e a enrolar. Estas folhas
permanecem, na maioria dos casos, pressas a arvore podendo, no entanto, cair quando as arvores
séo jovens. O declinio lento ocorre principalmente na primavera, e apresenta como sintomas
caracteristicos a seca e mumificacdo das inflorescéncias que permanecem aderentes a arvore, e

pela queda generalizada e intensa das folhas ainda verdes.

A sintomatologia da apoplexia e declinio lento podem surgir numa mesma arvore,
dependendo da duragdo das condicGes propicias ao desenvolvimento da doenga. Nos casos em
que as infe¢bes de primavera se distendeu por mais tempo € possivel observar no outono a
mumificacdo dos frutos (Fig. 6d). Em ambos 0s casos 0 cortex dos ramos afetados pode torna-
se arroxeado e os tecidos do xilema apresentarem coloracdo castanho escuro (LOPEZ-
ESCUDERO & MERCADO-BLANCO, 2011). O agente patogénico tem a particularidade de
conseguir sobreviver no solo por periodos bastante longos (superior a 10 anos) devido a sua
capacidade de produzir estruturas de resisténcia, designadas por microesclerédios (JIMENEZ-
DIAZ et al., 2012). O processo de infecdo inicia-se com a germinagao destas estruturas no solo
que, ao emitirem hifas, penetram nas raizes da planta. Ao alcancarem o sistema vascular, o
fungo impede o fluxo de seiva (LOPEZ-ESCUDERO & MERCADO-BLANCO, 2011). A
severidade da doenca é condicionada pela quantidade e viruléncia do indculo fangico presente
no solo (microesclerddios por grama de solo), caracteristicas da oliveira (resisténcia varietal,
estado nutricional, idade, entre outros) e fatores edafo-climaticos (temperatura, humidade, tipo
de solo, entre outros) (JIMENEZ-DIAZ et al., 2012).
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Figura 6: Sintomas tipicos da verticilose. (a) Apoplexia onde se observa a rapida e extensa morte de ramos,
sustentando as folhas amareladas; Sintomas do declinio lento com (b) desfoliacdo das folhas verdes, (c) necrose
das inflorescéncias e (d) mumificacdo dos frutos. Fonte: Lépez-Escudero & Mercado-Blanco (2011).

A Phytophthora, é um agente patogénico de numerosas espécies de plantas lenhosas e
arvores frutiferas, incluindo a oliveira (SANCHEZ HERNANDEZ et al.,1998; DOMSCH et
al., 1980). Trata-se de um problema fitopatoldgico emergente no olival, registando-se um
aumento da sua incidéncia sobretudo em olivais com solos encharcados e argilosos, muito
compactados. Phytophthora é responsavel pela podriddo e murcha das raizes. As raizes
infetadas ficam inicialmente cobertas por um micélio branco, parecido com algodao, que
posteriormente escurece, apresentando coloragdo cinza-esverdeada ou preta, fazendo com que
a epiderme da raiz escureca e se desprenda (BRASIER et al., 2003; CACCIOLA et al., 2007,
KURBETLI et al., 2016). As plantas infectadas apresentam as folhas amareladas, murchas ou
enrugadas, acabando por cair no solo.

Vérias espécies fungicas pertencentes ao género Cylindrocarpon tém sido identificadas
como sendo responsaveis pela podridao das raizes na oliveira, causando redugdo na producédo
(RAHMAN, 2005; CABRAL et al, 2012). Condigdes de estresse que favorecem o
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desenvolvimento da doenca incluem desnutricdo, ma drenagem da 4gua e compactacao do solo
(LARIGNON, 1999; FOURIE et al., 2000).

De igual modo, varias espécies do género Fusarium, tém sido identificadas como sendo
responsaveis pela podridao radicular na oliveira (VETTRAINO et al., 2009; PEREZ et al.,
2011; DOMINGUES et al., 2020; GHARBI et al., 2020). A incidéncia desta podriddo nos
olivais tem vindo a aumentar nos Ultimos anos, o que tem sido associado a reducao da fertilidade
dos solos (DOMINGUES et al., 2020; GHARBI et al., 2020). Esta doenca tem causado
prejuizos sobretudo em viveiros e em olivais jovens, nos primeiros anos apos a instalacdo
(GHARBI et al., 2020).

2.2.3. Doengas bacterianas da parte aérea

A tuberculose, causada pela bactéria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss), é
uma das principais ameagcas a producéo da oliveira em todo o mundo (QUESADA et al., 2012).
Nos ultimos anos, o impacto econdémico desta doenca aumentou drasticamente, principalmente
devido a intensificacdo do cultivo da oliveira que favorece a infecdo e disseminagdo do
patogénico (TOUS et al., 2010). A infecdo por esta bactéria da-se em locais onde ocorreram
feridas, produzindo tumores principalmente nos caules e ramos, que podem resultar na sua
morte ou de arvores jovens inteiras (Fig. 7) (QUESADA et al., 2012). Ocasionalmente a
bactéria também pode infetar folhas e frutos (QUESADA et al., 2012). A bactéria esta
normalmente presente na parte aérea da oliveira, podendo colonizar a superficie (colonizaco
epifitica) e o interior 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 estd normalmente
associada a outras especies bacterianas, pertencentes sobretudo ao género Pantoea,
Pectobacterium, Erwinia e Curtobacterium (HOSNI et al., 2011; PASSOS DA SILVA et al.,
2014; BUONAURIO et al., 2015;). Estas bactérias demonstraram ter um papel importante na
incidéncia e severidade da doenca ao induzirem um aumento da populagdo Pss e promoverem
0 desenvolvimento de sintomatologia (HOSNI et al., 2011; PASSOS DA SILVA et al., 2014;
Buonaurio et al., 2015). 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 (QUESADA et al., 2012).
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Figura 7: Sintomas tipicos da tuberculose. (a) seca e quebra dos ramos; (b) formag&o de tumores que surgem nos
rebentos e ramos jovens; (c) deformacdo dos frutos e formacdo de tumores nos pedinculos, em infe¢cdes graves.
Fonte: Paula Baptista (IPB - CIMO).

A sindrome do declinio rapido da oliveira é uma doenca que foi identificada na
Europa, pela primeira vez em 2013, em olivais no sul de Italia (SAPONARI et al., 2013). E
provocada pela bactéria Xylella fastidiosa subs pauca, classificada como organismo de
quarentena estando na Lista Al da Organizacdo Europeia para a Protecdo de Culturas (EPPO).
A estirpe de X. fastidiosa associada a esta doenca esta geneticamente relacionada com a
subespécie pauca, e foi designada como CoDIiRO, que constitui uma abreviacdo do nome da
doenca em italiano (MARTELLI et al., 2016).

Genericamente, os sintomas da doenca na oliveira caracterizam-se pela clorose e queima
da margem das folhas, que se inicia na zona apical da copa e que acaba por se estender a toda a
arvore (Fig. 8). Em estado avancado da doenca, as oliveiras adquirem uma estrutura similar a
um esqueleto, da qual sdo emitidos numerosos rebentos a partir da base do tronco. Os danos
causados pela bactéria sdo resultado da aderéncia das células bacterianas as paredes dos vasos
xilémicos, local da planta onde a bactéria se encontra presente. Apos a adesdo, as bactérias
iniciam o crescimento celular com formacéo de biofilme, causando a obstru¢do dos vasos
xilémicos, impedindo o transporte de &gua e de sais minerais (NAVARRETE & DE LA
FUENTE, 2014). A obstrucdo completa dos vasos xilémicos origina deficiéncias nutricionais e
stresse hidrico, afetando o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Esta bactéria patogénica é transmitida, a maior parte das vezes, por insetos que se
alimentam de xilema de plantas que pertencem a ordem Hemiptera, em especial as familias
Cercopoidea (cigarrinhas), Cicadoidea (cigarras) e Membracoidea e, desta Ultima apenas a
subfamilia Cicadellinae (CAVALIERI et al., 2019). O inseto, através da sua armadura bucal
picadora-sugadora, suga o fluido xilémico contaminado com a bactéria e, quando se dirigem

para se alimentarem numa outra planta do mesmo modo, introduzem a bactéria, infetando essa
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mesma planta.

Figura 8: Sintomas tipicos sindrome do declinio rapido da oliveira causados por Xylella fastidiosa subsp. pauca.
(a) Sintomatologia nas folhas; (b) secagem de ramos na zona apical da copa; (c) Arvore com estrutura similar a
um esqueleto, com emiss&o de rebentos a partir da base do tronco. Fonte: José Alberto Pereira (IPB-CIMO).

2.3.  Principais doencas na regido de Tras-os-Montes

Na regido de Trés-os-Montes o olival possui uma enorme importancia econémica, social
e paisagistica. Em 2018, as 39.284 exploracdes olivicolas existentes nesta regido foram
responsaveis por produzir 108.821 toneladas de azeitona (INE, 2019). O azeite aqui produzido
possui atributos Unicos e elevada qualidade que se devem as caracteristicas edafoclimaticas
distintos da regido, aliadas a presenca de cultivares tradicionais e as préaticas culturaisadotadas
(PERES et al., 2011). Estes aspetos permitiram a criagdo da denominacao de origem protegida
(DOP) “Azeites de Tras-0s-Montes”. Para além de beneficios econdmicos, este setor tem uma
enorme importancia a nivel social e paisagistico. A cultura da oliveira para além de constituir
uma importante fonte de emprego e, consequentemente, contribuir para a fixacdo das
populac@es rurais, ¢ uma parte importante da cultura rural e uma marca da paisagem na regido
Transmontana.

Nesta regido as principais doengas que afetam o olival sdo a tuberculose, o olho de pavao
e, mais recentemente, a gafa. No entanto, nos Ultimos anos 0 nosso grupo de investigacdo tem
vindo a observar um aumento de incidéncia de outras doencas que, até entdo, ndo tinham
importancia. De entre estas destacam-se a cercosporiose e a lepra. Adicionalmente, tem-se
observado em VArios olivais na regido de Mirandela um aumento de incidéncia de podriddes no
fruto e, para as quais, ndo se tem informacao sobre o agente causal. Com o intuito de se conhecer

melhor a causa destas podriddes iniciaram-se estudos que visavam a descri¢do da
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sintomatologia, o isolamento de microrganismos associados a podriddo e a sua identificacao.
Para tal, procedeu-se ao isolamento de fungos a partir de azeitonas colhidas no campo, em dois
olivais em Mirandela, e que apresentavam as lesdes de podriddo. Do total de isolados obtidos,
verificou-se a elevada frequéncia de ocorréncia de uma morfoespécie, pertencente ao género
Neocosmospora, sugerindo tratar-se do potencial agente causal. No presente trabalho pretende-
se dar continuidade a este estudo, pela identificacdo desta espécie e avaliacdo da sua
patogenicidade atraves da aplicacdo dos postulados de Koch. Adicionalmente, pretende-se
avaliar a influéncia de outras espécies flngicas vulgarmente presente nos frutos na
patogenicidade deste fungo. Este aspeto é extremamente importante uma vez que a maioria das
podriddes que ocorrem no fruto resultam de infecBes secundarias (TRAPERO et al., 2011) e,
consequentemente, a interagdo microrganismo-microrganismo podera ter um papel importante

no desenvolvimento das lesdes.

2.4.  Interacdes entre espécies no desenvolvimento de doencas

Vulgarmente considera-se que as doencas nas plantas sdo causadas por uma Unica
espécie ou mesmo um isolado especifico. No entanto, na natureza, 0s microrganismos ndo
vivem isoladamente, mas sim em comunidades complexas onde estabelecem interacfes entre si
(HASSANI et al., 2018). Recentemente foi proposto que o desenvolvimento de doencas nas
plantas ndo depende exclusivamente da interacdo que se estabelece entre planta hospedeira-
patogénico-ambiente (HASSANI et al., 2018). Nesta relacdo também podem intervir outros
microrganismos ndo patogénicos, presentes no sitio da infecdo, que podem ter um efeito
positivo ou negativo na atividade do patogénico e consequentemente no desenvolvimento da
doenca (VAYSSIER-TAUSSAT et al.,, 2014, JAKUSCHKIN et al., 2016). Por exemplo,
algumas bactérias ndo patogénicas do genéro Pantoea e Erwinia, que frequentemente
cohabitam com o agente causal da tuberculose na oliveira (Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi), demonstraram cooperar mutuamente, tendo como resultado um aumento na
severidade da doenca (HOSNI et al., 2011; PASSOS DA SILVA et al., 2014). Similarmente,
foi descrito a importancia da presenga de determinadas espécies de fungos para o

desenvolvimento da tuberculose em ramos de oliveira (GOMES et al., 2019).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos em estudo

No presente estudo foram utilizados os seguintes microrganismos: (1) espécie fungica
considerada como sendo o potencial agente causal da podriddo da azeitona, (2) Kocuria sp.
(bactéria Gram-positiva), e (3) Vishniacozyma cf. victoriae (levedura). Estes microrganismos
foram previamente isolados de frutos com podridao (no caso da espécie 1) ou asintomaticos
(espécies 2 e 3) colhidos em dois olivais localizados no concelho de Mirandela, em setembro e
outubro de 2019. Ambos os olivais sdo constituidos maioritariamente pelas cultivares Madural
e Cobrancosa, e estdo em modo de producdo integrada. Das espécies microbianas mencionadas
foram utilizadas apenas um isolado, tendo os isolados Kocuria sp. e V. victoriae sido
anteriormente identificados molecularmente como sendo as que possuem uma maior frequéncia
de ocorréncia e abundancia em azeitonas, em estudos prévios do nosso grupo de trabalho
(LOPES, 2020). Todos os isolados encontram-se depositados na colecdo de culturas de
microrganismos do CIMO-IPB (CIMO-CC), estando preservados em glicerol a 30%, a -80 °C,

com os codigos F1 (espécie fungica a caracterizar).

3.2. Caracterizacdo morfoldgica e molecular do potencial agente causal

Numa primeira parte do trabalho pretendeu-se identificar e caracterizar a espécie flngica
(designada por F1) que surge frequentemente associada a podriddo da azeitona, quer por
processos morfoldgicos como moleculares.

Para proceder a caracterizacdo morfoldgica e molecular do potencial agente causal da
podriddo dos frutos, o isolado F1 foi cultivado em meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA,
Panreac AppliChem), no escuro, durante 10 dias e a temperatura ambiente (20-25°C). Ao fim
deste tempo procedeu-se a avaliacdo das caracteristicas macroscopicas e microscopicas das
colonias utilizando para o efeito um microscépio optico (Leica DM2000), com montagem em
azul de algodéo.

A identificagdo molecular do isolado F1 foi efetuada pela amplificacéo e sequenciagéo
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 extracao de
DNA de micélio fangico utilizando o kit REDExtract-N-AmpTM Plant PCR (Sigma-Aldrich).
A 0,1 g de micélio, retirado de uma coldnia com 10-15 dias de crescimento em meio PDA,

foram adicionados 25 pL de tampdo de extracdo. Apds mistura, as amostras foram incubadasa
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temperatura de 95°C, durante 10 min, as quais foi adicionado em seguida 50 pl de solucéo
diluicdo. A amplificacdo da regido ITS foi efetuada usando o mesmo Kit da extracdo de DNA,
no termociclador MyCycler (BioRad). A mistura da reagdo possuia 5ul tampéo, 1 pl dNTP-
mix, 1,5 pul MgClze 0,2 pl Taq polimerase, 1 pl de ITS1 (10 uM), 1 ul de ITS4 (10 uM), 36,3
pl agua ultrapura e 4 pul 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), através de géis de agarose (1,3%) em tampao TBE (1X) (Tris base 89 mM, acido
borico 89mM e EDTA 2 Mm, pH 7,.6). Os produtos de PCR (13 pL) foram carregados no gel
juntamente com (2 pL) de tampdo de carregamento (6X) Loading Dye Blue (Bioron,
Alemanha). Nos pocos da extremidade do gel foi colocado o marcador molecular 1Kb DNA
Ladder (Bioron, Alemanha), na quantidade recomendada pelo fornecedor. A separacédo
eletroforética foi efetuada a uma diferenca de potencial de 100 V por 45 minutos e, para corar
as bandas, ap0ds a corrida o gel foi mergulhado numa solucdo aquosa de GelRedTM Biotum
(3X), por 45 a 60 minutos. Os géis foram visualizados pelo ChemiDocTM XRS+with Image
LabTM Software da BioRad (Hercules, California).

Apds boa confirmacéo, os produtos de PCR foram enviados para sequenciar na empresa
Macrogen (Espanha), utilizando os primers anteriormente descritos. As sequéncias de DNA
obtidas (regido ITS) foram analisadas utilizando o pacote de programas DNASTAR verséo 2.58
(Lasergene). Recorrendo ao servidor NCBI (http://www.ncbi.nim.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).

Utilizando a sequéncia de ITS do isolado F1, foi ainda realizada uma analise filogenética
para confirmar a sua identificacdo e reconhecer qual a sua posi¢édo dentro do complexo de
espécies anteriormente atribuido a Fusarium solani (FSSC), espécies que agora se reconhece
pertencerem ao género Neocosmospora (SANDOVAL-DENIS et al., 2019;. Para a construgédo
da arvore a sequéncia de F1 foi alinhada com sequéncias, que foram previamente obtidas a
partir da base de dados GenBank (www.ncbhi.nlm.nih.gov/genbank/) (CLARKE et al., 2016).
Para este alinhamento maltiplo de sequéncias foi utilizado o algoritmo ClustalW, no programa
informatico MEGA X (KUMAR et al., 2018). Depois de visualmente inspecionado o
alinhamento, e utilizando o mesmo programa, foi entdo realizada a analise filogenética.

Determinou-se primeiro qual o melhor modelo de substituicdo para os dados, tendo depois sido
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inferida a arvore filogenética através do método da Maxima Verosimilhanca (MV) e empregue
o0 modelo GTR+G+I (General Time Reversible). Foram realizadas 1000 repeti¢6es de bootstrap.
Esta analise filogenética envolveu 16 sequéncias, existindo 779 posi¢6es no conjunto de dados

(i.e., no alinhamento).

3.3. Preparacéo das suspens@es de esporos/células (indculos)

Para os ensaios de patogenicidade e avaliacdo do efeito de Kocuria sp. e V. victoriae no
processo infecioso de F1 foi necessario a preparacdo prévia de indculos destes microrganismos.
Para a obtencdo do in6culo de Kocuria, retiraram-se da extremidade das colénias de Kocuria
sp. em meio LBA (Luria-Bertani agar; para 1000 mL: 10g triptona, 10g agar, 5g extrato de
levedura e 10g cloreto de s6dio) com 2 dias de crescimento, inoculo bacteriano que foi
transferido para 5 mL de meio liquido LB. Apos agitacdo num agitador rotativo (100 rpm) por
2 minutos a temperatura 25°C, procedeu-se a leitura da densidade celular a 600nm seguida pelo
ajustamento da densidade optica (ODs00=0,5) para uma concentracdo de 108 UFC/mL. Para a
obtencdo de indculo dos isolados F1 e V. victoriae, 0s microrganismos foram cultivados durante
10 (para F1) ou 2 (para V. victoriae) dias em meio PDA (Panreac AppliChem), a 20-25°C, no
escuro. Apo6s incubacdo, efetuou-se uma suspensdo de esporos/células de cada isolado. As
suspensdes foram preparadas retirando uma porc¢édo de agar com micélio/células e transferindo-
a para uma solucdo aquosa esteéril de 0,025% (v/v) de Tween 80, qu e por sua vez, tem a funcéo
de solubilizar o material de estudo em meio liquido. A suspenséo foi vortexada e a concentracéo
de esporos/células foi, em seguida, ajustada para 108 UFC/mL, com o auxilio de uma camara
de Neubauer, sob microscopio optico.

3.4. Avaliacéo da patogenicidade do isolado F1 e da influéncia de outros microorganismos
colonizadores da Oliveira

Num primeiro ensaio (A) foi avaliado a patogenicidade do isolado F1 pela aplicacdo dos
postulados de Koch, quer em ensaios de laboratorio, pela inoculagdo de azeitonas, quer em
campo, pela inoculacdo de ramos de oliveira em condicfes controladas. Para tal procedeu-se a
inoculacdo de azeitonas/ramos com uma destas espécies endofiticas, e sete dias depois
inoculou-se uma suspensdo de esporos de N. solani. Utilizaram-se como controlo positivo
azeitonas/framos inoculados com N. solani e como controlo negativo azeitonas/ramos

inoculados com tampédo/meio LB. Em seguida, procedeu-se a um segundo ensaio (B) com o
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intuito de avaliar a influéncia de Kocuria sp. e V. victoriae no processo infeccioso de F1,

utilizando uma metodologia similar ao do ensaio A.

Para comprovar que os enddfitos ndo exerciam qualquer efeito negativo na oliveira foi
incluido, ainda neste estudo, um tratamento que envolveu a inoculagéo de azeitonas/ramos com
cada um dos enddfitos. Ao longo do tempo avaliou-se a incidéncia e a severidade da doenca e,
no final dos ensaios, procedeu-se ainda a determinacéo da quantidade de esporos produzido por

N. solani, bem como a avaliacdo da sua viabilidade (i.e., germinacao).

3.4.1. Ensaios em laboratério

Para a implantacdo dos ensaios, foram utilizadas azeitonas assintomaticas da cv.
Cobrancosa, com os indices de maturacédo 4 (epiderme preta e polpa branca) (HERMOSO et
al., 2001). Apds a lavagem em &gua corrente, as azeitonas foram esterilizadas superficialmente
por imerséo sequencial em etanol 70% (v / v) por 1 min., hipoclorito de sédio 3-5% (v / v) por
2 min e, em seguida, enxaguadas trés vezes (1 min. cada) com agua destilada estéril.
Posteriormente, cinco frutos esterilizados foram colocados em frascos de vidro redondos (7 cm
de didmetro e 8 cm de altura) contendo papel filtro esterilizado (Whatman n° 4). Para 0s ensaios
de avaliacdo da patogenicidade de F1 (ensaio A), procedeu-se a inoculacao dos frutos com 3mL
de suspensdo de esporos de F1 (108 esporos/mL). Como controlo, foram usadas azeitonas
inoculadas com 3mL de solucdo aquosa estéril de 0,02% (v / v) Tween 80. Nos ensaios para
avaliar a influéncia de Kocuria sp. e V. victoriae no processo infeccioso de F1 (ensaio B),
inocularam-se os frutos com Kocuria sp. ou V. victoriae (3 ml de suspenséo de esporos, 108
esporos/mL), e passados 7 dias, foram inoculados com 3mL de suspenséo de esporos de F1 (10®
esporos/mL). Os controles foram realizados inoculando azeitonas com 3mL de solu¢do aquosa
estéril de 0,02% (v / v) Tween 80 (para V. victoriae) ou LB (para Kocuria sp.), ou suspensdo
de esporos do F1 (108 esporos/mL). Para cada tratamento foram efetuadas cinco repeticdes,
cada uma contendo cinco frutos. Os frascos foram incubados a temperatura ambiente (25 + 4 °
C), em fotoperiodo alternado (luz/escuro), e o papel filtro foi mantido himido durante todo o
ensaio para criar as melhores condicGes de ocorréncia de infeccdo. Tanto a incidéncia (i.e., a
percentagem de frutos infectados) como a severidade (i.e., a proporcao da area do fruto afetada)

da podridao foram avaliadas ao fim de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias ap0s a inoculagdo do F1.
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3.4.2. Ensaios em condic¢des de campo

Os ensaios em condicBes de campo foram conduzidos em Mirandela, no mesmo olival
onde se procedeu a colheita de azeitonas para o isolamento de fungos associados & podrid&o.
Neste ensaio utilizou-se um delineamento experimental de blocos casualizado, com selecdo de
10 arvores da cv. Cobrangosa, sendo que 5 destas arvores foram destinadas aos ensaios com
Kocuria sp. e as restantes 5 foram utilizadas para os ensaios da V. victoriae. Em cada arvore,
foi inoculado: i) um ramo com 0,02% (v / v) Tween 80 (para V. victoriae) ou LB (para Kocuria
sp.) (controlo negativo); ii) um ramo com Kocuria sp. ou V. victoriae; iii) um ramo com Kocuria
sp. ou V. victoriae e passados 7 dias com F1; iv) um ramo com F1 (controlo positivo). A
inoculacdo foi efetuada por pulverizacdo, colocando 40 mL de uma suspensdo de
esporos/células a 108 esporos/mL. Os ramos foram cobertos com saco plastico e vedados com
fio. Ap6s 22 dias de inoculacdo com F1, os ramos foram colhidos, transportados para o
laboratdrio e postos a incubar em camara hdamida por 30 dias, para avaliacdo da incidéncia e

severidade da podriddo (Figura 9).

Controle Negativo

V. victoriae

V. victoriae+ F1

F1 (controlo positivo)

Figura 9: Azeitonas divididas por tratamento para 0s ensaios em campo com V.
victoriae. Os nimeros representam as arvores.
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3.4.3. Parametros avaliados

Incidéncia e severidade
A incidéncia da podriddo foi determinada pela percentagem de frutos infectados usando
a seguinte formula:
Numero de frutos infetados

Incidéncia (1) = Numero total de frutos testados x100

A severidade foi estimada pela avaliacdo da area do fruto afetada. Para tal, foi utilizado
uma escala de classificacdo que varia de 0 a 5, onde 0 = nenhum sintoma visivel, 1 = sintomas
visiveis afetando menos que 25% da superficie do fruto, 2 = 25-49 %, 3 = 50-74%, 4 = 75—
100% e 5 = fruta completamente apodrecida.

A érea sob a curva de progresso da incidéncia (ASCPDi) e severidade (ASCPDs) da
podriddo, para cada tratamento nos ensaios de azeitona e de campo, foi determinada usando 0s
dados de incidéncia e severidade, recorrendo a seguinte expressdo (MORAL et al. 2008):

n
ASCPD; ous ™ Z[(Ii+1 + Ii)/z](ti+1 - t1)
i=1
onde | é a incidéncia ou severidade (%) observada em duas avaliacfes 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).

Esporulacéo

No final dos ensaios (quer das azeitonas como no campo) procedeu-se a avaliacao da
quantidade de esporos produzida pelo F1, nos frutos de cada um dos tratamentos realizados.
Para tal, obtiveram-se suspensdes de esporos em 5mL de solucdo aquosa de Tween 80 (0,02%
v/v) a partir de frutos de uma repeticéo de cada tratamento: F1, Kocuria sp. + F1, e V. victoreae
+ F1. A concentracdo de esporos nesta suspensao (esporos/mL) foi determinada numa camara
de contagem Neubauer. A capacidade de Kocuria sp. ou V. victoreae em inibir a esporulagéo

do F1 foi estimada usando a equacao:
Inibicdo da esporulagéo (%) = [(EC-ET)/EC] x 100

onde EC é a esporulagédo do F1 no controlo, e ET € a esporulagdo do F1 na presenca de Kocuria

sp. ou V. victoreae.
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Germinacao

A viabilidade dos esporos produzidos por F1 nos frutos de cada um dos tratamentos foi avaliada
através de microcultivo e exame direto em ldmina. Para tal, laminas de microscopia esterilizadas
e cobertas com uma fina camada de &gar &gua (agar-agar 15 g / L) foram inoculadas com a
mesma suspensdo de esporos F1 utilizada para quantificar a esporulacdo. Apds incubacéo a 25
+ 2 ° C no escuro por 10h, a percentagem de germinacao foi avaliada pela contagem do nimero
de esporos germinados e ndo germinados, de uma média total de 150 esporos por lamina,
utilizando-se microscépio com 400 aumentos. Para cada tratamento fez-se cinco laminas. A
capacidade de Kocuria sp. ou V. victoreae em reduzir a germinacédo de F1foi estimada usando

a mesma férmula de célculo para a esporulacéo.

3.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a ANOVA com efeitos fixos e distribuicao
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 PAST.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1.  Caracterizacdo morfoldgica e molecular do potencial agente causal

No que concerne a caracterizagdo morfoldgica, procedeu-se a avaliagdo macroscépica das
coldnias fungicas sob condicbes padrdo, ou seja, em meio de cultivo PDA e incubagdo a 20-
25°C. Sob estas condicdes, o0 isolado exibiu um crescimento rapido, com taxas médias de
crescimento diametral entre 3,5 e 6 mm/dia. Ao fim de 10 dias de crescimento as colonias
apresentavam uma coloracdo branca e/ou creme claro, com crescimento radial e margens
regulares (Fig. 10a). A observacdo microscépica revelou a produgdo de hifas septadas e
hialinas, e de conidios fusiformes, contendo 2 a 3 septos (Fig. 10b).

40um

Figura 10: Caracteristicas morfol6gicas macroscopicas (a) e microscépicas (b) do fungo associado a podridao na
azeitona (fungo F1), ap6s 10 dias de incubacédo a 20-25°C em meio PDA. (a) Visao superior da colonia fungica,
(b) Morfologia dos esporos (conidios).

A comparagdo da sequéncia obtida com aquelas disponibilizadas na base de dados do
NCBI (GenBank) revelou gue o isolado fungico F1 analisado apresentava uma percentagem de
identidade de 100% com Neocosmospora solani (=Fusarium solani) na base de dados geral (N°
de acesso MT605584.1) ou de colecBes internacionais de especies-tipo (N° de acesso
NR_154227.1), respetivamente, com um query cover de 100%.

Utilizando a sua sequéncia de ITS, foi realizada uma analise filogenética para uma melhor
identificacdo do isolado F1 e reconhecer qual a sua posicdo dentro do complexo de espécies
anteriormente atribuido a Fusarium solani (FSSC), espécies que agora se reconhece
pertencerem ao genero Neocosmospora (SANDOVAL-DENIS et al., 2019). Para a construcao
da arvore foram também consideradas as sequéncias (1) dos cinco primeiros resultados do

BLAST obtidos para a sequéncia de F1, (2) as sequéncias de estirpes-tipo do complexo FSSC,
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(3) bem como de outras espécies de Fusarium ou de géneros recentemente descritos a partirde
Fusarium (SANDOVAL-DENIS et al., 2019; SCHROERS et al., 2016). A figura 11 mostra a
posicao filogenética do isolado F1 e a sua relacdo com outras espécies do complexo FSSC (i.e.,
género Neocosmospora), claramente suportado por um valor de bootstrap de 100. Observa-se
que F1 se encontra dentro de um subclado, com suporte de 97, com as duas estirpes-tipo de
Neocosmospora solani (CBS 140079 e CBS 101018) e com as sequéncias obtidas pelo resultado
do BLAST (aqui identificadas apenas pelo nimero de acesso do GenBank). Ainda que situado
no subclado da espécie N. solani, pela divergéncia evolutiva evidenciada (Fig. 11), e porque se
trata de uma arvore obtida com informacao de apenas um marcador molecular (CROUS et al.,
2021), identificou-se o isolado F1 como Neocosmospora aff. solani. Para termos a certeza da
identificacdo, serd interessante poder investigar futuramente este isolado, e se possivel também
os isolados filogeneticamente mais proximos (MN094400 e EF534182), através de uma analise
multi-locus em que juntard ao ITS informacdo de outros marcadores. Tal como referido por
CROUS et al. (2021), os resultados corroboram a importancia de se analisarem sequéncias de
fungos para fins de identificacdo taxondmica através de filogenias. Por exemplo, a sequéncia
do primeiro resultado do BLAST (MN094400) foi depositada erradamente como Talaromyces
purpureogenus, uma identificacdo que ndo esta correta pois este fungo pertence a classe
Eurotiomycetes, bem distante da familia Nectriaceae, pertencente a classe Sordariomycetes.
Estes casos infelizmente s&o comuns (CROUS et al., 2021), podendo induzir em erro alguém
que procure identificar o seu organismo apenas pelo resultado do BLAST. Por esta mesma
razdo, ndo se colocou na Figura 11 a descricdo da sequéncia, mas sim apenas 0s numeros de
acesso do GenBank. Ao mostrar apenas as identificacdes de estirpes- tipo, cujas sequéncias sao
curadas e ha confianca na informacdo depositada no GenBank, evitam-se possiveis confusdes
taxondmicas (CROUS et al., 2021).
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r NR 183531 Neccosmospora solani (=Fusarium solani) CBS 140079
63 | Neocosmaspora aff. solani F1

{1 MN094400
o7 EF534182

MT614325
MT614327 FSSC
MTB805584
NR 154227 Neocosmospora solani (=N. rubicola) CBS 101018

MH858704 Neocosmospora vasinfecta (=Fusarium neocosmosporieflum) CBS 533.65
|_NR 170733 Neocosmospora tonkinense (=Fusarium tonkinense) CBS 115.40

NR 164424 Neocosmospora falciformis (=Fusarium falciforme) CBS 475.67
[ NR 165844 Neocosmospora obliquiseptatum (=Fusarium obliquiseptatum) NRRL 62611
KM231813 Fusarium sambucinum CBS 146.95
KM231811 Cyanoneciria buxi (=Fusarium buxicola) CBS 130.97
MHB63669 Geejayessia desmazieri (=Fusarium fuckelii) CBS 125507
MH859011 Atractium stilbaster (=Fusarium stilbaster) CBS 410.67

100

55

76

H

0.020

Figura 11: Arvore de Maxima Verosimilhanca (- In L = 2339.08) para sequéncias de ITS que mostra a relacio
filogenética do isolado F1 (a negrito) com estirpes-tipo de espécies da familia Nectriaceae. Em parénteses estdo o0s
sindnimos taxonémicos. A arvore estd desenhada a escala, em que o comprimento dos ramos foi medido em termos
de ndmero de substitui¢cbes por posicdo nucleotidica. S&o mostrados os nimeros de acesso do GenBank das
sequéncias.

O isolado F1, identificado como sendo Neocosmospora aff. solani, foi conservado na
colecdo de culturas de microrganismos do Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO-CC).

A este isolado passou-se a designar doravante por N. solani.

4.2. Avaliacdo da patogenicidade de Neocosmospora aff. solani

A espécie N. solani tem sido encontrada associada a podrid@es da azeitona na regido de
Mirandela, ndo existindo, porém, informacGes sobre a sua patogenicidade para a oliveira em
Portugal. Assim sendo, procedeu-se a avaliacdo da patogenicidade do isolado identificado pela
aplicacdo dos postulados de Koch. Este estudo foi efetuado em ensaios de laboratorio, pela
inoculacdo de azeitonas, e adicionalmente de campo, pela inoculagdo de ramos de oliveira em
condigdes controladas, com uma suspensdo de N. solani a 102 conidios/mL. Ao fim de 30 dias
de inoculacgéo, verificou-se que a média da percentagem de frutos afetados foi de 64% e 72%
nos ensaios de laboratorio e de campo, respetivamente (Fig. 12a).

O isolado testado revelou ainda ter elevada severidade ao provocar, em média, lesbes
até 50% ou 25% da superficie do fruto, em condigdes laboratoriais ou de campo, respetivamente

(Fig. 12b). A maior severidade observada em condicgdes laboratoriais pode estar relacionada
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com o maior controlo das condi¢cdes ambientais, em particular da temperatura e humidade, face
as condicdes de campo. S&o varios os trabalhos que demonstraram que a severidade bem como
0 processo infecioso dos fungos fitopatogenicos é fortemente dependente destes fatores
ambientais (SCHWARTZ & GALVEZ, 1980). Dos frutos infetados, foi reisolado o fungo N.
solani em meio de cultura BDA, e cuja identificacdo foi confirmada pela andlise das
caracteristicas morfologicas macroscopicas e microscopicas das colonias. A recuperacdo de N.
solani dos frutos afetados confirmam assim tratar-se do agente causal das podriddes observadas

na azeitona, dando-se cumprimento aos postulados de Koch.
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Figura 12: Incidéncia (a) e severidade (b) da podriddo da azeitona causada pelo fungo Neocosmospora solani em
ensaios laboratoriais (Lab, azeitonas inoculadas) e de campo (Campo, ramos inoculados), ao fim de 30 dias de
inoculagdo. A incidéncia é expressa em percentagem de frutos infetados e a severiadade é expressa numa escala
de 1 (frutos com menos de 25% da superficie afetada) até 5 (fruto completamente podre). Os valores representam
a média (ponto central) e desvio padrao (barras).

A podridao causada por N. solani, manifesta-se sobretudo atraves do aparecimento de
pequenas manchas castanho-escuras, moderadamente deprimidas, em qualquer regiéo do fruto,
que se expandem gradualmente sobre toda a superficie do fruto (Fig. 13). Numa fase final, o
fruto fica coberto por uma matriz gelatinosa de coloragdo acastanhada, apresentando um micélio
de coloragdo esbranquicada a cinza abundante, e com produgdo de enorme quantidade de

esporos.
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Figura 13: Sintomatologia causada por Neocosmospora solani em azeitonas da cv. Cobrangosa.

Membros do complexo de espécies de N. solani (=Fusarium solani, que representam
mais de 60 espécies) sdo responsaveis por causar doencas em diversas culturas com importancia
agricola (COLEMAN, 2015). A maioria tem sido reportada como sendo responsével por causar
podridBes nas raizes e caules de ervilheira, soja, feijoeiro, batateira, tomateiro, pimenteiro e
varias espécies de Cucurbitaceas (COLEMAN, 2015), mas também em frutos, tais como Kiwi
(YANG et al., 2018), morango (MEHMOOD et al., 2017), abébora (CASTROAGUDIN et al.,
2009) e maracujad (BUENO et al., 2014). No que concerne & oliveira, sdo varios os paises onde
ja foi reportado a capacidade de N. solani causar a podriddo radicular, nomeadamente no Nepal
(VETTRAINO et al., 2009), Argentina (PEREZ et al., 2011), Marrocos (CHLIYEH et al.,
2017), e mais recentemente no Brasil (DOMINGUES et al., 2020) e Tunisia (GHARBI et al.,
2020). Nestes casos, para além de apresentarem podridao radicular, as oliveiras infetadas por
N. solani apresentam as folhas secas e, em estadios mais avancados, ocorre a morte de ramose
por fim da arvore. Tanto quanto é do nosso conhecimento, a capacidade deste fungo em causar
podridGes em azeitonas nunca tinha sido reportada. No entanto, € provavel que a infegdo de
frutos por N. solani tenha sido j& verificado anteriormente noutros paises, mas que tenha sido
confundido com outras doencas mais vulgares que provocam a podridéo dos frutos (e.g., gafa),
tal como sugerido anteriormente por MORAL et al. (2017).
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4.3. Influéncia de outros microorganismos colonizadores da azeitona na

patogenicidade de N. solani

Um melhor conhecimento do efeito das interagcdes que podem ocorrer entre patogénicos
e outros microrganismos ndo patogenicos que cohabitam num mesmo 6rgédo da planta podera
ser importante para o desenvolvimento de meios de luta contra doengas. Estes meios de luta
podem atuar diretamente no patogénico pela reducéo da sua populagédo ou indiretamente pela
manipulacdo dos microrganismos que cooperam positivamente com o patogenico. Em ambos
0s casos, pode-se recorrer a aplicagao de microrganismos antagonistas que reduzam a populagéo
do patogénico ou do microrganismo que coopera com 0 patogénico na promoc¢do do
desenvolvimento da doenca. Face ao exposto, neste trabalho pretendeu-se avaliar a influéncia
de outras espécies fungicas vulgarmente presente na polpa de azeitonas na patogenicidade de
N. solani. As espécies testadas foram a bactéria Kocuria sp. e a levedura Vishniacozyma cf.
victoriae, por terem sido identificadas como sendo as que possuem uma maior frequéncia de
ocorréncia e abundancia em azeitonas, em estudos prévios do nosso grupo de trabalho (LOPES,
2020). A influéncia destas duas espécies microbianas no desenvolvimento da podriddo na
azeitona causada por N. solani foi avaliada em condi¢6es laboratoriais (ensaios em azeitona) e

de campo (ensaios em ramos).

4.3.1. Resultados dos ensaios em laboratdrio (em azeitonas)

Na Figura 14 encontram-se representadas as areas sob a curva de progresso da doenca
nos diferentes tratamentos usando os dados de incidéncia (ASCPD incidéncia) e da severidade
(ASCPD severidade). Os resultados mostram que as azeitonas inoculadas com meio LB/Tween
(controlo negativo) e com as duas espécies microbianas endofiticas (Kocuria sp. ou V.
victoriae), ndo desenvolveram a sintomatologia tipica de podriddo causada pela infecdo por N.
solani, durante a realizagdo do ensaio. No entanto, verificou-se que ambas as espécies enddfitas
originavam umas manchas acastanhadas na superficie da azeitona, mas com caracteristicas
morfologicas diferentes das causadas por N. solani. O nimero de azeitonas que apresentavam
estas manchas (incidéncia) bem como a superficie da azeitona ocupada por estas manchas
(severidade) nunca diferiu significativamente do tratamento controlo. Assim, tal como
esperado, as duas espécies endofiticas testadas parecem ndo exercer qualquer efeito deletério

na azeitona quando aplicadas isoladamente. Porém, quando estas espécies séo aplicadas
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juntamente com N. solani, parecem promover o desenvolvimento da doenca causada por este
patogénico. De fato, a inoculacao de azeitonas com Kocuria sp. ou V. victoriae juntamente com
N. solani permitiu aumentar significativamente a incidéncia (mais de 1,6 vezes, p<0,01) e
severidade (mais de 3,1 vezes no caso da Kocuria sp., p<0,001; e mais de 1,8 vezes no caso da
V. victoriae, p<0,01) da doenca face ao controlo positivo (azeitonas inoculadas com N. solani),
em especial ap6s 30 dias de inoculagdo com N. solani. Espécies pertencentes ao género Kocuria
tém sido descritas como sendo benéficas para a planta ao promoverem o seu crescimento atraves
de véarios mecanismos, incluindo a producdo de &cido indolacético, aumento de absor¢do de
nutrientes e solubilizacdo de fosforo (GOSWAMI et al., 2014; YE et al., 2020). Algumas
espécies deste género tém ainda sido descritas como tendo a capacidade de aumentar a
toleréncia e a capacidade de extragcdo de metais pesados por parte de plantas colonizadas por
estes microrganismos (HUSSAIN et al., 2019). V. victoriae é uma espécie cosmopolita, tendo
sido reportada como agente de biocontrolo contra podriddes causadas por Penicillium expansum
e Botrytis cinerea em pera (GRAMISCI et al., 2018), bem como estando negativamente
associada ao patogénico Erysiphe necator responsavel por causar o oidio da videira
(PAUVERT et al., 2020). No presente estudo, quer a Kocuria sp. como a V. victoriae tem uma
tendéncia a interagir com N. solani regulando o processo de infecdo do patogénico e
desenvolvimento da podriddo da azeitona. Trabalhos recentes, utilizando outros sistemas
patogénico-planta, tém reportado resultados similares aos obtidos no nosso estudo
(CABALLO-PONCE et al., 2018; PAUVERT et al., 2020). A estas espécies microbianas ndo-
patogénicas que parecem cooperar com 0 patogénico tornando-o mais agressivo foram
designadas por “micorganismos promotores da doenga” (PAUVERT et al., 2020). Tanto quanto
é do nosso conhecimento esta é a primeira vez que € reportado este efeito para as espécies

Kocuria sp. e V. victoriae no sistema oliveira-N. solani.
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Figura 14: Areas sob a curva de progresso da doenca (podriddo da azeitona) em termos da porcentagem de frutos
atacados, sua incidéncia (a) e severidade (b) causada por Neocosmospora solani na presencga de Kocuria sp. ou de
Vishniacozyma cf. victoriae. Tratamentos: Kocuria sp. ou V. victoriae- azeitonas inoculadas apenas com estas
espécies endofitas; N. solani- azeitonas inoculadas apenas com o patogénico; Kocuria sp. ou V. victoriae 7d+N.
solani - azeitonas inoculadas com um dos endofitos e ap6s 7 dias inoculadas com N. solani; Controlo- azeitonas
inoculadas apenas com meio LB (no caso do ensaio Kocuria sp.) ou com Tween (no caso do ensaio com V.
victoriae). Valores médios registados para cada tratamento seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente
em pelo menos p<0,05, para cada dia analisado.

No final do ensaio (i.e., 30 dias apds inoculacao das azeitonas com N. solani) procedeu-
se d avaliagdo da germinacéo e esporulacdo de N. solani no controlo positivo (inoculagdo apenas
com N. solani) e nos tratamentos que envolveu a inoculacdo de azeitonas com Kocuria sp. ou
V. victoriae juntamente com N. solani. Os resultados obtidos e indicados na Figura 15 mostram
que V. victoriae reduziu significativamente a germinacéo de esporos de N. solani (em 1,2 vezes,
p<0,05) enquanto que a Kocuria sp. ndo teve qualquer efeito na germinacgéo face ao controlo
positivo. Este resultado sugere que V. victoriae tem a capacidade de reduzir a viabilidade de N.
solani, apesar das curvas de incidéncia e severidade da doenga (Fig. 14) terem mostrado a

existéncia de uma cooperacdo entre as duas espécies. No que concerne a esporulacao, ambas as
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espécies endofitas aumentaram significativamente a quantidade de esporos produzidos por N.
solani face ao controlo em 1,2 vezes (para Kocuria sp., p<0,01) e 1,1 vezes (para V. victoriae,
p<0,05) (Fig. 15b). Este aumento de esporulagdo poderd, em parte, explicar a maior
agressividade do processo infecioso de N. solani na presenca destas duas espécies endéfitas. Os

mecanismos responsaveis por este efeito devem, no entanto, ser estudados no futuro.

a b
9.0 b
a
95+ a —~ —‘7
%, T 'é 8.5
Q
85- b g
g — — 5 8.0- <
g * 1 =
g 75 2759 a
g 701 e il
U ‘S 7.0
63 _g ’
60-
1 2654 1
55 H
50 ' - 6.0 - =
3 5 s 3 5 3
5 & 7 5 & 5
pd ; pd =z ; pd
R R
S = < r~
3 S 3 S
o [ &} o ©
X = X s
> >

Figura 15: Boxplots, indicando a mediana, os quartis e os valores minimo e méximo da germinacdo (a) e
esporulagdo (b) de Neocosmospora solani no final do ensaio (30 dias apds inoculagdo das azeitonas) no controlo
positivo (N. solani) e na presenca de Kocuria sp. ou de Vishniacozyma cf. victoriae. Letras distintas nas barras de
cada tratamento diferem estatisticamente em pelo menos p<0,05.

4.3.2. Resultados dos ensaios em campo

Na Figura 16, encontram-se representadas as areas sob a curva de progresso da doenca
nos diferentes tratamentos usando os dados de incidéncia (ASCPD incidéncia) e da severidade
(ASCPD severidade). Os resultados mostram que as azeitonas que foram pulverizadas com
meio LB/Tween (controlo negativo) e com as duas espécies microbianas endofiticas (Kocuria
sp. ou V. victoriae), ndo desenvolveram a sintomatologia tipica de podriddo causada pela
infecdo por N. solani, durante a realizagdo do ensaio. No entanto, verificou-se que ambas as

espécies enddfitas originavam manchas acastanhadas na superficie da azeitona, mas com
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caracteristicas morfologicas diferentes das causadas por N. solani. O numero de azeitonas que
apresentavam estas manchas (incidéncia) bem como a superficie da azeitona ocupada pelas
manchas (severidade) ndo diferiu significativamente do tratamento controlo. Assim, tal como
esperado, as duas espécies endofiticas testadas parecem ndo exercer qualquer efeito deletério

na azeitona quando aplicadas isoladamente.

Ao contrério do observado nos ensaios em laboratorio, no campo, a pulverizacdo de
azeitonas com Kocuria sp. juntamente com N. solani permitiu reduzir a incidencia dapodridao
(mais de 1,7 vezes), ndo sendo, contudo, este efeito estatisticamente significativo (p>0,05) face
as azeitonas inoculadas apenas com N. solani (Fig. 16). De igual modo, a severidade da
podriddo das azeitonas causada por N. solani ndo foi favorecida pela presenga de Kocuria sp.,
ao contrario do observado nos ensaios laboratoriais. Quer a incidéncia como a severidade da
podriddo nos ramos inoculados com Kocuria sp. + N. solani foi significativamente superior face

aos ramos controlo (inoculados apenas com LB).
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Figura 16: Areas sob a curva de progresso da doenga (podriddo da azeitona) em termos da sua incidéncia (a) e
severidade (b) causada por Neocosmospora solani na presencga de Kocuria sp. ou de Vishniacozyma cf. victoriae.
Tratamentos: Kocuria sp. ou V. victoriae- ramos inoculados apenas com estas espécies enddfitas; N. solani- ramos
inoculados apenas com o patogénico; Kocuria sp. ou V. victoriae 7d+N. solani - ramos inoculados com um dos
enddfitos e apds 7 dias inoculados com N. solani; Controlo- ramos inoculados apenas com meio LB (no caso do
ensaio Kocuria sp.) ou com Tween (no caso do ensaio com V. victoriae). Valores médios registados para cada
tratamento seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente em pelo menos p<0,05, para cada dia analisado.

No que concerne aos ensaios com V. victoriae, verificou-se que quando aplicado nos
ramos juntamente com N. solani reduzia significativamente (mais de 3,1 vezes, p<0,05) a
incidéncia da podridao face aos ramos inoculados apenas com N. solani (Fig. 16). No entanto,
em termos de severidade ndo se registaram diferencas significativas entre ramos inoculados

com V. victoriae + N solani e N. solani.

No final do ensaio (i.e., 52 dias apos pulverizagdo dos ramos com N. solani) procedeu-
se a avaliacdo da germinacéo e esporulacao de N. solani no controlo positivo (inoculagao apenas
com N. solani) e nos tratamentos que envolveu a inoculagdo com Kocuria sp. ou V. victoriae

juntamente com N. solani. Os resultados obtidos e apresentados na Figura 17a mostram que
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quer V. victoriae como Kocuria sp. aumentaram a germinacéo de N. solani em 1,7 vezes e 1,3
vezes, respetivamente face ao controlo (inoculacéo apenas com N. solani), ndo sendo, contudo,
esta diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). No que concerne a quantidade de esporos
produzidos por N. solani, verificou-se uma redugédo na presenca de V. victoriae (cerca de 1,02
vezes) ou um aumento na presenca Kocuria sp. (cerca de 0,9 vezes) face ao controlo (inoculacdo

apenas com N. solani) (Fig. 17b). No entanto, estas diferencas ndo foram estatisticamente

significativas (p>0,05).
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Figura 17: Boxplots, indicando a mediana, os quartis e os valores minimo e maximo da germinacéo (a) e
esporulacdo (b) de Neocosmospora solani no final do ensaio (52 dias apds inoculagdo dos ramos) no controlo
positivo (N. solani) e na presenca de Kocuria sp. ou de Vishniacozyma cf. victoriae. N&o se registaram diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos ao nivel de p<0,05.

Tal como ja seria expectéavel verifica-se a inexisténcia de uma relagéo entre os resultados
obtidos nos ensaios de laboratorio e os de campo. Os resultados obtidos em campo traduzem
um efeito mais real da interacdo entre planta-N. solani-endofito face aos resultados
laboratoriais. Assim, apesar de preliminares, os resultados obtidos em campo sugerem a
cooperacdo da Kocuria sp. com N. solani no processo do desenvolvimento da podriddo dos
frutos. Pelo contrario, V. victoriae, parece exercer uma agdo antagonista contra N. solani,

sobretudo ao nivel do processo infecioso, por reduzir o numero de frutos apodrecidos. Esta
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hipdtese é corroborada pelos resultados da germinagdo. O maior efeito inibitorio na germinacgéo
N. solani foi observado na presenca de V. victoriae. Diferentes compostos/metabolitos podem
estar envolvidos na inibicdo dos fitopatdgenos por leveduras, tais como compostos
antimicrobianos, toxinas e enzimas, entre outros (EL- MEHALAWY et al., 2004). Esta inibicdo
pode ainda dever-se a competicdo por espaco e nutrientes entre V. victoriae e N. solani. Na
verdade, as leveduras séo reconhecidas por serem excelentes colonizadoras, pois consomem 0s
nutrientes mais rapidamente do que fitopatdgenos, evitando o estabelecimento destes e por
conseguinte da doenca (DROBY et al., 2009). Os mecanismos responsaveis por este efeito

devem, entretanto, ser estudados futuramente.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho constitui um pequeno contributo para o estudo de um problema
fitossanitario emergente do olival, ao permitir identificar e avaliar a patogenicidade de um
isolado fungico obtido de azeitonas com lesGes de podriddo. Este isolado foi selecionado de um
grupo da mesma morfoespécie e, que exibiam elevada prevaléncia / ocorréncia nos frutos
apodrecidos. Adicionalmente, pretendeu-se avaliar o efeito de duas espécies endofiticas,
vulgarmente presentes na polpa da azeitona, no desenvolvimento da podriddo por parte do
potencial agente causal.

Como concluses do presente estudo verifica-se que:

1. O isolado fangico associado a podriddo foi identificado como sendo Neocosmospora
aff. solani. No entanto, esta identificacdo devera ser aferida através de um estudo
filogenético baseado em mais que um marcador molecular (p.e. genes da tubulina-beta,
histona, GADPH, actina). Os restantes isolados da mesma morfoespécie, e existentes
na colecao do CIMO, deverdo igualmente ser identificados por métodos moleculares.

2. O isolado N. solani parece ser o agente causal da podriddo da azeitona, com base nos
resultados dos postulados de Koch, em ensaios laboratoriais (em azeitonas) e em
condigOes de campo (em ramos de oliveira). Este resultado preliminar necessita de ser
corroborado pela avaliacdo da patogenicidade dos outros isolados da mesma
morfoespécie, existentes na colecdo do CIMO.

3. As duas espécies microbianas endofiticas (Kocuria sp. ou V. victoriae) ndo induziram
qualquer efeito deletério na azeitona quando aplicadas isoladamente.

4. O efeito da Kocuria sp. ou V. victoriae no desenvolvimento da podriddo causada por
N. solani foi contraditéria nos ensaios efetuados nas azeitonas e no campo. Este
resultado reforca a importancia da realizacdo de ensaios de campo para uma melhor
compreensdo dos efeitos das interacbes que ocorrem na planta entre o agente
patogénico e 0s microrganismos presentes nesse microecossistema.

5 No geral, os resultados sugerem que a Kocuria sp. coopera com N. solani para o
desenvolvimento da podriddo dos frutos, enquanto que V. victoriae tende a ter um efeito
inibitério reduzindo a incidéncia da podriddo nos ensaios em campo. O papel destas
duas espécies enddfitas como “promotoras” ou “inibidoras” do desenvolvimento da

podriddo necessita de ser esclarecido com trabalhos futuros.
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