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Resumo

Fatores que condicionam a comunidade flingica da azeitona: uma perspetiva para o controlo da
gafa da oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) desempenha um relevante papel socioecondmico a nivel mundial.
Contudo, a obtencéo da azeitona e do seu derivado — o azeite - é limitada pela doenca da gafa.
Esta doenca incide em cerca de 30-50% dos olivais portugueses e leva a queda prematura e/ou
mumificacao dos frutos, com consequente reducéo de producao e/ou depreciacao da qualidade
do azeite. A estratégia predominante no combate a gafa é baseada na luta quimica, com a
aplicacao de fungicidas cupricos. No entanto, a atual consciencializacdo do impacto destes
produtos, na satide e no meio ambiente, tem evidenciado a necessidade da criacao de alternativas
mais ecologicas, como sejam as abordagens de biocontrolo. Sabe-se que o microbioma da oliveira
desempenha um papel crucial na protecao do hospedeiro contra doencas. Posto isto, este trabalho
teve como principal objetivo, avaliar as potencialidades do microbioma nativo da oliveira na luta
biologica contra a doenca da gafa. Assim, a capacidade inibitoria de fungos Penicillium spp.
previamente isolados de folhas e ramos de oliveiras, foi avaliada contra fungos Colletotrichum spp.
Os ensaios de antagonismo foram realizados em co-cultura /n7 vitro. Os resultados indicaram que
as espécies de Peniciflium inibem o crescimento de Colletotrichum spp. devido a mecanismos de
antibiose, induzindo alteracées morfologicas nas hifas dos fungos patogénicos, como sejam a sua
ramificacao ou agregacao de hifas. A comunidade microbiana endofitica e epifitica da azeitona foi
também avaliada por metabarcoding, recorrendo ao barcode ITS e a plataforma Mumina MiSeq.
As comunidades fungicas foram avaliadas em azeitonas em dois estados de maturacéo (verdes e
semi-maduras), provenientes de diferentes cultivares de oliveira (Cobrancosa e Madural), com
diferentes regimes de producao (agricultura bioldgica e producao integrada). A riqueza relativa das
ordens Hypocreales e Xylariales relacionou-se positivamente com a tolerancia das azeitonas a
doenca da gafa, assim como a abundancia de Aureobasidium spp.. Por outro lado, a riqueza
relativa da ordem Dothideales relacionou-se positivameente com a maior suscetibilidade das
azeitonas a doenca. Com este trabalho, foi possivel identificar potenciais géneros e espécies
bioprotetoras da oliveira para além de Penicillium spp.. Na generalidade, este trabalho contribuiu
para realcar as variacdes que ocorrem na comunidade fungica epifitica e endofitica em azeitonas,
as quais poderao contribuir para potenciar ou reduzir o desenvolvimento da doenca da gafa.

Palavras-chave: Olea europaea (L.); Azeitona; Comunidades epifiticas e endofiticas; Colletotrichum
spp.; Biocontrolo; Antagonismo
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Abstract

Factors that shape the olive fungal community: a perspective for the control of anthracnose in the
olive tree

The olive tree (Olea europaea L.) plays an important socio-economic role worldwide, but olives are
frequently affected by anthracnose (caused by Colletotrichum spp.). This disease affects 30-50%
of portuguese olive groves and leads to premature fall and/or mummification of fruits, with a
consequent reduction in production and/or depreciation of olive oil quality. The control of this
disease is very difficult and mostly relies on the use of copper-based fungicides. The current
awareness of the impact of these products on health and environment has highlighted the
importance of creating ecological alternatives, such as biocontrol approaches. The plant-associated
microbial community has been increasingly recognized as playing an important role in plant health.
The main objective of this work was to evaluate the potential of the native microbiome of the olive
tree for the biocontrol of anthracnose. Thus, the inhibitory capacity of fungi Penicillium spp.
previously isolated from apparently healthy olive leaves and branches, it was evaluated against
Colletotrichum spp. fungi obtained from olives that had symptoms of anthracnose. The antagonism
assays were performed /n vitro by dual-cultural methods and indicated that the Penicillium species
inhibited the growth of Collefotrichum spp. due to antibiosis mechanisms and induced
morphological changes in the Collefotricum spp. hyphae. The anomalies observed consisted on
the branching or aggregation of hyphae. Using a metabarcoding approach, through the sequencing
(Mumina MiSeq) of ITS amplicons, fungal diversity was determined in olives from different olive
cultivars (Cobrancosa and Madural), from different production systems (organic farming and
integrated production) and in two maturation stages (green and semi-ripen). The relative richness
of the Hypocreales and Xylariales orders was positively related to the tolerance of olives to
anthracnose, as well as the abundance of Aureobasidium spp.. On the other hand, the relative
richness of the order Dothideales was positively related to the greater susceptibility of olives to
disease. With this work, it was possible to identify potential genera and bioprotective species of the
olive tree in addition to Penicillium spp.. In general, this work contributed to highlight the variations
that occur in the epiphytic and endophytic fungal community in olives, which may contribute to

potentiate or reduce the development of anthracnose.

Key-words: Olea europaea (L.); Olive; Epiphytic and endophytic communities; Colletotrichum spp..;
Biocontrol; Antagonism
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1. Introdugao

A oliveira (Olea europaea L.) € uma espécie cultivada principalmente para a producao de fruto — azeitona
- e para fins ornamentais. O fruto ¢ o seu derivado com maior interesse econdémico, sendo
comercializado como ‘azeitona de mesa’ ou utilizado na producdo de azeite (Maldonado ef a/. 2016). A
area de olival mundial tem vindo a aumentar progressivamente, atingindo em 2018 cerca de 10,6 Mha
(FAO, 2019). Estes valores sdo justificados pelo crescente consumo mundial de ‘azeitonas de mesa’
(I0C, 2018) e de azeite (IOC, 2016). De facto, a oliveira & uma das fruticolas mais importantes da bacia
mediterranica (Porfirio ef a/ 2016) e Portugal ¢ um dos 10 maiores produtores mundiais de azeitona
(FAO, 2019). As previsdes agricolas apontam para que, em 2020, se verifique a maior producao deste
fruto a nivel nacional desde 1941 (INE, 2020).

As variacdes da producdo de azeitona devem-se sobretudo ao impacto das alteracdes climaticas e
ao crescimento dos olivais intensivos e superintensivos (Dawson, 2020). Estes representam atualmente
cerca de 63% dos olivais portugueses e permitiram aumentar significativamente os niveis de producao
de azeitona a nivel nacional (Dawson, 2020). No entanto, estes sistemas de producao sao altamente
controversos do ponto de vista ecologico, uma vez que potenciam a erosao do solo e a contaminacao da
agua com fertilizantes e pesticidas (Beaufoy, 2001; Camarsa et a/ 2010). Gracas ao aumento da procura
por azeitonas de elevada qualidade e obtidas de forma sustentavel, as praticas tradicionais de agricultura
acabaram por persistir (Mufios-Rojas & Pinto-Correia, 2018).

As pragas e doencas sdo fatores que afetam a producéo dos olivais, sendo a mosca da azeitona
- Bactrocera oleae (Rossi) — uma das principais pragas da oliveira em Portugal (Coelho, 2016). Além de
causar perdas importantes ao nivel da producao da azeitona, causa também uma reducao acentuada na
qualidade do azeite (Malheiro, 2015). A mosca da azeitona serve ainda como vetor de agentes
fitopatogénicos, conduzindo ao aparecimento e desenvolvimento de doencas da oliveira — como a doenca
da gafa (Sergeeva, 2010). A gafa é causada por diversas espécies de fungos pertencentes ao género
Colletotrichum, sendo considerado o principal fator fitopatolégico limitante da producao de azeitona em
Portugal (Loureiro ef a/. 2018). Esta doenca incide em cerca de 30-50% dos olivais portugueses e leva a
queda prematura e/ou mumificacdo dos frutos, com consequente reducdo de producado e/ou
depreciacao da qualidade do azeite (Loureiro ef a/. 2018). Sabe-se ainda que a intensidade da viruléncia
da doenca é dependente das cultivares de oliveira (Loureiro ef a/ 2018). Existem cultivares, como a
cv. Cobrancosa, que apresenta reduzida incidéncia desta doenca e outras, como a cv. Madural, que sao

mais suscetiveis (Cordeiro ef a/ 2011).



1.1. Descricao botanica de Olea europaea

A oliveira pertence a familia Oleaceae (Figura 1) — composta por 30 géneros (Cronquist, 1981). O género
Olea compreende 30 espécies (Bracci ef a/. 2011), sendo a oliveira a espécie mais popular (Kaniewski
et al. 2012) e a unica usada como fonte de alimento (Sarwar, 2013). O. europaea L. surgiu como um
hibrido entre as espécies Olea ferruginea x Olea laperinii (Sauer, 1993) e atualmente apresenta diversas

cultivares, derivadas principalmente de selecdes empiricas ao longo dos século (Cordeiro & Inés, 2016).

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Lamiales
Familia: Oleaceae
Género: Olea
Espécie: O. europaea

Figura 1. Classificacao taxondmica de Olea europaea L. Adaptado de Olive Oil Source (2020)

A oliveira € uma espécie perene, lenhosa e com altura variavel entre os 8 e 15 m, dependendo
principalmente das condi¢des climaticas (Haifa Group, 2014). Apresenta copa larga e um tronco grosso,
curto, nodoso (Humphries, 2005), cinza palido, geralmente dobrado e torcido (Figura 2.a) (Hashmi et a/.
2015). E uma arvore de grande longevidade e, na regido mediterranica, cresce naturalmente em bosques
abertos e matos de zonas secas/rochosas (Humphries, 2005).

As folhas sao curtamente pecioladas (5 mm), lanceoladas, as vezes ovais, coriaceas, de margem
inteira, verde-acinzentado-escuras e glabras na pagina superior, cinzento-esbranquicadas e densamente
escamosas na pagina inferior (Nasir, 1982), com 2-8 cm de comprimento e 0,5-1,5 cm de largura (Figura
2.b) (Humphries, 2005).

E uma espécie andromondica (com flores perfeitas e pistiladas na mesma planta), polinizada pelo
vento, com inflorescéncias paniculadas (Figura 2.b) (Naghiloo et al. 2013) e flores odoriferas de corola
branca (Figura 2.c) (Humphries, 2005). Na zona mediterranica, a iniciacao floral ocorre no inicio do
inverno, mas os botdes florais e os primérdios das flores nao sao evidentes até marco (Cuevas & Polito,
2004). A floracao ocorre no final da primavera, tipicamente no final de maio, e dura aproximadamente
duas semanas (Alagna et a/ 2016). E uma planta anemdfila e requer uma grande quantidade de pdlen
para obter fertilizacdo satisfatdria e, consequentemente, um rendimento de frutos adequado (Koubouris

et al. 2009).


https://www.bertrand.pt/autor/c-j-humphries/82114
https://www.bertrand.pt/autor/c-j-humphries/82114
https://www.bertrand.pt/autor/c-j-humphries/82114
https://www.bertrand.pt/autor/c-j-humphries/82114

Os frutos da arvore (Figura 2.d), também denominados drupas, sdo constituidos por trés partes
anatomicas distintas: epicarpo; mesocarpo; e endocarpo lenhoso (Figura 2.f) que envolve a semente
(Lanza & Serio, 2015). A superficie da azeitona é coberta por uma fina camada extracelular — a cuticula
- que consiste principalmente em polimeros (cutina) e lipidios insoltveis (ceras) (Lanza & Serio 2015).
O fruto ¢ composto por agua (50,0%), gordura (22,0%) e acucar (19,1%), acompanhados de celulose
(5,8%), proteinas (1,6%) e compostos inorganicos (1,5%) (Niaounakis & Halvadakis, 2006). Inicialmente,
as azeitonas apresentam cor verde e tém até 2,5 cm de comprimento (Haifa Group, 2014). Com o
processo de maturacdo, os frutos tornam-se progressivamente de cor purpura escura, sendo que em
algumas variedades permanecem verdes (Haifa Group, 2014). As caracteristicas quimicas e
organoléticas dos frutos pode apresentar pequenas oscilacdes, que dependem essencialmente da
cultivar, condicdes culturais e do estado de maturacao do fruto (Bianchi, 2003; Hammami et a/. 2011;

Charoenprasert & Mitchell, 2012).

mesocarpo

epicarpo

a /J endocarpo
.s '
A
e f g

Figura 2. Olea europaea L. a) arvore; b) galho; c) flor perfeita; d) fruto; e) fruto maduro; f) corte transversal do
fruto maduro; g) endocarpo (caroco). Adaptado de Humphries (2005) e Haifa Group (2014).
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As folhas e os frutos da oliveira contém diversos compostos bioativos importantes para a industria
farmacéutica (Makowska-Was et al. 2017). Muitos desses compostos tém tido diferentes aplicacdes
biomédicas inclusive, mais recentemente, ao nivel das nanoparticulas (Sulaiman et a/ 2017).
Atualmente, estédo catalogados todos os compostos isolados de O. europaea L. num banco de dados -
OliveNetTM (Bonvino et al. 2018), continuando a ser feitos esforcos no sentido de identificar e

caracterizar novos compostos desta espécie com potencial terapéutico (Ammar ef a/. 2017).

1.2. Origem e distribuicao de Olea europaea

A zona oriental da bacia mediterranica (sul da Turquia, Siria, Libano, Palestina e Israel), é aceite como o
local de origem da oliveira, dado que carocos de azeitona e fragmentos de madeira foram encontrados
em tumbas antigas (Galili et a/ 1997). Segundo Vossen (2007), por volta de 1000 a.C., os fenicios
transportaram as azeitonas da costa oriental da bacia mediterranica para a Espanha e norte de Africa.
Os gregos levaram as arvores para a ltalia e com a expansao do Império Romano ocorreu a disseminacao
das oliveiras por toda a bacia mediterranica (Vossen, 2007). Estudos arqueobotanicos sugerem ainda
que a domesticacdo da oliveira comecou acerca de cinco/seis mil anos no Oriente Préximo (Kaniewski
et al. 2012), sendo, possivelmente, uma das primeiras espécies de arvores a serem domesticadas
(Sebastiani & Busconi, 2017). Desde ha milénios que a sua producao tem sido de grande importancia
como fonte primaria de gorduras (Marchese et a/. 2016) e de compostos medicinais para as populacoes
(Ozcan & Matthaus, 2017). O consumo omnipresente e a robustez desta arvore perpetuaram o seu
cultivo desde a Idade do Cobre até a atualidade (Galili ez a/ 1989).

Dado que a temperatura minima ¢ o fator ambiental que mais limita o crescimento e producao da
oliveira (D'Angeli et al. 2003), a sua distribuicdo esta circunscrita entre as latitudes de 30° e 45° nos
dois hemisférios (Guerra et al. 2015). A temperaturas entre -5 °C e -10 °C ocorre a morte dos ramos do
ano e abaixo de -10 °C verifica-se a morte da parte aérea (Cordeiro et al. 2019). Contudo, esta espécie
¢ capaz de tolerar a secura e o calor (Rugini et al. 2016). Desse modo, a oliveira ocorre nas regioes
costeiras da bacia mediterranica, no norte da Africa, bem como no sul do Mar Caspio (Figura 3). Contudo,
a sua distribuicao esta em expansao como resultado do aumento no consumo de azeitona e azeite em
todo 0 mundo, o que levou recentemente a sua producdo em paises como Estados Unidos, América do

Sul, Australia e China (Porfirio et al. 2016).
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Figura 3. Producdo mundial de azeitonas. Adaptado de FAQ (2018).

Atualmente, cerca de 95% da superficie oleicola mundial esta concentrada na bacia mediterranica,
sendo que os paises produtores da Unido Europeia (Espanha, Itédlia, Franca, Grécia, Portugal, Chipre,
Croacia, Eslovénia e Malta) sdo responsaveis por 64% da producdo a nivel mundial (FAO, 2019). A éarea
que Portugal dedica as oliveiras é a quarta maior da Unido Europeia, correspondendo a 7% dos 4,7 Mha
mundiais dedicados a esta cultura (FAO, 2019). As maiores regides de cultivo de oliveira em Portugal

encontram-se no Alentejo, que representa 50% da area total de olival, seguida de Tras-os-Montes (22%),

Centro (18%); Ribatejo (7,7%) e Algarve (2,3%) (Figura 4) (Arias-Calderon et al. 2017).

Tras-os Montes: Cobrancosa
Madural
Verdeal Transmontana

Centro:
Ribatejo: Carrasquenha; Galega; Bical;
Galega Cordovil de Castelo Branco
Lentrisca
Cobrancosa

Arbequina Picual

Alentejo:
Azeiteira; Arbequina;
Carrasquenha; Galega;
Verdeal Alentejana; Picual;
Cordovil de Serpa

Algarve:
Macanilha Tavira; Legenda
Longal I AREA DE OLIVAL

Figura 4. Distribuicdo do olival e suas cultivares em Portugal. Mapa preparado com dados obtidos pela
Direcao Geral do Territério (2018), estando indicada a distribuicdo das cultivares de oliveira, segundo
Cordeiro & Inés (2016).



1.3. Variedades e cultivares de Olea europaea

A espécie Olea europaea L. inclui a variedade cultivada — Olea europaea var. europaea — e a selvagem —
Olea europaeavar. sylvestris (Kumar et al. 2011). Nos paises mediterranicos, as oliveiras selvagens
contribuem para a beleza natural da paisagem e diferem da variedade cultivada por apresentarem um
porte arbustivo, ramos espinhosos e tetragonais, assim como folhas e drupas mais reduzidas
(Humphries, 2005). A var. europaea geralmente ¢ cultivada para obtencdo de azeite e/ou
‘azeitonas de mesa’ (Hannachi ef a/. 2017).

Existem numerosas formas da var. europaea, manifestando multiplas expressdes fenotipicas,
vulgarmente designadas por cultivares (Leitdo ef.a/. 1986). Quase todas as atuais cultivares em producdo
resultaram de procedimentos empiricos de selecdo, realizada segundo diversos critérios (Cordeiro & Inés,
2016). De entre estes, destacam-se a capacidade de adaptacédo aos condicionalismos regionais e locais,
a qualidade do azeite e da azeitona, a resisténcia a determinadas pragas ou doencas, a época mais
favoravel de maturacdo da azeitona, a regularidade da producdo e a produtividade (Cordeiro & Inés,
2016). Em Portugal encontram-se descritas 22 cultivares para a producédo de azeite e/ou azeitonas de
mesa (Fernandes, 2014). Certas cultivares estao confinadas a determinada regiao bem delimitada, como
€ 0 caso da cv. Madural na regiao de Tras-os-Montes (Figura 4). Outras, como a cv. Cobrancosa, estao

representadas em mais do que uma regiao (Cordeiro et. a/. 2014).

Cultivar Cobrangosa

A cv. Cobrancosa é uma cultivar de oliveira muito produtiva e regular, tolerante ao frio mas
suscetivel a secura e salinidade (Cordeiro ef a/. 2010). Apresenta um rendimento médio em azeite, sendo
este medianamente rico em acido linoleico (Cordeiro ef a/. 2013). O fruto apresenta reduzida resisténcia
ao desprendimento da arvore e queda natural reduzida (Cordeiro ef a/. 2010). Tem a forma apical
arredondada com um peso de +4 g e um endocarpo de 0,45-0,7 g (Cordeiro et a/. 2010). O epicarpo €&
violaceo na viragem e negro quando maduro, sendo que o mesocarpo tem consisténcia branda e nao é
aderente ao endocarpo (Cordeiro ef a/. 2010). Este &€ médio, obovoide, de diametro maximo deslocado
para o apice, forma apical arredondada, forma basal aguda e superficie lisa (Figura 5.a) (Cordeiro ef al.
2010). A cv. Cobrancosa apresenta incidéncia média as pragas da mosca-da-azeitona e cochonilha,
assim como as doencas de olho-de-pavao e fumagina, apresentando uma reduzida incidéncia a doenca

da gafa (Cordeiro et al. 2013).



Cultivar Madural

A cv. Madural € uma cultivar que suporta bem climas rigorosos, tanto de frio como de calor, bem
como terrenos secos, sendo uma das mais raras cultivares produzidas em Portugal (Cordeiro efal 2011).
E uma cultivar muito produtiva, com frutificacdo ndo muito regular, mas com elevado rendimento em
azeite, o qual € muito rico em acido linoleico (Cordeiro et a/. 2011). O fruto apresenta resisténcia média
ao desprendimento da arvore, mas queda acentuada no final da maturacao (Cordeiro ef a/. 2011). Pesa
cerca de 2-4 g e o endocarpo 0,3-0,45 g (Cordeiro ef al. 2011). A azeitona tem a forma apical pontiaguda,
0 epicarpo avermelhado na viragem e vermelho escuro ou negro quando maduro (Cordeiro ef a/. 2011).
O mesocarpo tem consisténcia rija e é aderente ao endocarpo (Cordeiro ef a/. 2011). O endocarpo é de
grandes dimensodes, alongado ou elipsoidal, de diametro maximo na parte mediana, com forma apical
pontiaguda e forma basal mamilar e de superficie rugosa (Figura 5.b) (Cordeiro et al 2011). A
cv. Maduralapresenta uma elevada incidéncia as pragas da mosca-da-azeitona e cochonilha, assim como

a doenca de olho-de-pavao (Cordeiro ef a/. 2011). Apresenta, contudo uma média incidéncia a doenca

da gafa (Cordeiro et al. 2011).

00 e

Figura 5. Fruto e respetivo endocarpo
(carogo) das cultivares Cobrancosa (a) e

Madural (b). Adaptado de Cordeiro et a/ (2010,
2011).

1.4. Modos de producao e relagdo com o microbioma da oliveira

Nos olivais portugueses tem-se verificado uma conversao progressiva dos sistemas de cultivo de reduzida
densidade - olival tradicional —, para os de elevada densidade - olival intensivo/superintensivo (Dawson,
2020). A grande diferenca entre estes sistemas tem a ver com o numero de arvores presentes por ha.
Se no olival tradicional encontramos entre 60 a 200 arvores/ha, nas plantacdes intensivas este numero
sobe para os 285 a 415, e no superintensivo para 1600 a 2200 (Vivas, 2018). Em 2014, 80% do olival
portugués era conduzido de forma tradicional (Reis, 2014) e atualmente apenas 37% (Dawson, 2020),
predominando o olival de elevada densidade (Dawson, 2020). Contudo, a olivicultura intensiva tem sido

relatada como a causa de diversos problemas ambientais na UE, principalmente da erosao do solo e
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contaminacdo da agua com fertilizantes e pesticidas (Beaufoy, 2001; Camarsa ef a/. 2010). Com a
producao de reduzida densidade o impacto ambiental € menor, contudo, o olival tradicional nao pode
competir com o olival intensivo e superintensivo na producdo de azeite a baixo custo. Sendo a sua
producao realizada numa menor escala, as suas potencialidades centram-se em nichos de mercado que
tém a possibilidade de valorizar a qualidade e a especificidade dos seus produtos (Reis & Coelho, 2016).

O interesse demonstrado pela opinido publica, desde o final dos anos 80, em questdes ambientais
e ecologicas, contribuiu para uma maior valorizacdo do impacto ambiental das atividades humanas,
nomeadamente, da agricultura (Colantoni ef a/ 2014). Na atualidade, os consumidores procuram cada
vez mais alimentos obtidos de forma mais natural e com reduzido impacto ambiental (Lanfranchi ef a/.
2014). Contudo, a producao agricola convencional tem por base um alto consumo de agroguimicos, que
visa garantir e maximizar a sua viabilidade financeira, independentemente dos seus efeitos ambientais
(Mzoughi, 2014). Mais recentemente, tém sido procuradas formas alternativas de cultivo da oliveira,
incluindo praticas mais tradicionais. De facto, segundo Romero-Gamez ef al. (2017), de entre os sistemas
tradicionais, a producao integrada e a producao biologica sao as praticas que permitem um menor
impacto ambiental da producao de azeitona, sendo estas as praticas agricolas consideradas no presente
estudo. Estes modos de producao levam ao aumento da biodiversidade, a reducao de pesticidas, da
erosao do solo e do impacto ambiental, comparativamente a producdo convencional (Mzoughi, 2014).

Em 2018, no sector da olivicultura, Portugal registou a maior area em producao bioldgica a nivel
mundial (Marques, 2018). Este é o sistema de producado mais ecologico (Pilar & Pérez, 2016), sendo
que apenas fertilizantes naturais podem ser usados, juntamente com raras aplicacdes de inseticidas de
origem natural (Benitez ef a/ 2006). Na producao convencional e integrada, os fertilizantes quimicos
sintéticos e inseticidas sdo aplicados, embora com uma taxa de aplicacao de inseticidas muito menor no
sistema integrado (Benitez ef a/ 2006). A producdo integrada torna-se assim mais ecologica que a
producéo convencional e permite obter maiores rendimentos por ha do que a producao bioldgica (Pilar
& Pérez, 2016).

A influéncia dos modos de producéo nas propriedades bioquimicas do solo e nas caracteristicas
microbioldgicas das culturas ja foram descritas (Moreno ef a/. 2009; Sofo et a/. 2010). Estudos recentes,
em olivais, demonstraram que o modo de producao influencia a microbiologia do solo, bem como dos
frutos e folhas da oliveira (Ferreira et al. 2013; Sofo et al. 2014; Pascazio et al. 2015; Sastre et al 2016).
Para além das praticas agricolas, a colonizacdo microbiana da planta depende de outros fatores como:
genotipo, tecido vegetal, estagio de desenvolvimento, estado fisioldgico e condicdes do solo (Hardoim ef
al. 2008; Singh et al. 2009). As interacdes entre a planta e o seu microbioma sao complexas e dinamicas,

pelo que, as comunidades microbianas e sua diversidade mudam ao longo do ciclo de vida do hospedeiro
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(Riesenfeld et a/. 2004). Os microrganismos associados a planta podem viver dentro dos seus tecidos —
endofitos — ou na superficie dos seus orgdos — epifitos (Lindow & Brandl, 2003). Sabe-se que os epifitos
podem afetar o vigor das plantas, bem como a qualidade e a produtividade das culturas agricolas,
promovendo o seu crescimento e contribuindo para a protecdo contra agentes fitopatogénicos (Whipps
et al. 2007). Os endofitos tém sido descritos por conferirem caracteristicas como: maior resisténcia as
condicdes de stresse; alteracdo nas propriedades fisioldgicas; producdo de fitohormonas e outros
compostos de interesse biotecnoldgico (Azevedo et a/. 2000). Além disso, os enddfitos possuem a
capacidade de proteger os seus hospedeiros contra pragas de insetos e microrganismos patogénicos
Posto isto, tal como os epifitos, podem agir como agentes de biocontrolo (Hallmann et a/. 1997; Azevedo

et al. 2000).

1.5. Impacto e sintomatologia da doenca da gafa em oliveira

A oliveira é afetada por varias doencas, mas o principal fator fitopatoldgico limitante da producao de
azeitona a nivel nacional ¢ a gafa (Loureiro ef a/ 2018). Em Portugal, esta doenca atinge niveis
epidémicos causando, por vezes, perdas totais de rendimento (Talhinhas efa/. 2011). Os olivais infetados
apresentam quebra de producao e/ou depreciacao da qualidade do azeite (Moral ef a/. 2014), uma vez
gue neste ocorre um aumento da acidez e dos valores de peroxidase, bem como uma diminuicao da
estabilidade oxidativa e dos compostos fenolicos (Carvalho ef a/. 2008).

A infecao da oliveira requer a presenca de agua livre no fruto ou humidade relativa superior a 98%,
a uma temperatura ideal de 17-20°C (Moral et a. 2012), sendo particularmente potenciada por
condicoes especificas como: uso de cultivares suscetiveis e abundancia de reservatérios de inoculo da
doenca (Talhinhas ef a/, 2011). A gafa afeta diferentes orgédos da oliveira, incluindo flores, folhas e
ramos, sendo os frutos os mais afetados (Cacciola ef a/ 2012). Assim, os sintomas caracteristicos da
doenca surgem maioritariamente nos frutos, principalmente quando estdo quase maduros (Cacciola et
al. 2012). Os primeiros sintomas de azeitonas doentes sdo pequenas manchas escuras, necroticas,
circulares no epicarpo que depois ficam profundas, levando a podridao do fruto (Materatski ef a/. 2018).
Em condicdes humidas, na superficie dos frutos infetados, surgem os corpos de frutificacdo dos fungos
- acérvulos - os quais formam uma massa alaranjada de conideos (Figura 7.a) (Sarkar, 2016). Em
condicoes de secura, os frutos infetados desidratam, perdendo peso, e ficam mumificados (Figura 7.b)
(Moral et al. 2014). Os frutos infetados caem prematuramente no chao e apenas alguns dos mumificados
permanecem presos a arvore, estimando-se que, em média, permanecam até ao outono seguinte (Moral

& Trapero, 2012). Apesar dos frutos maduros serem mais propicios a infecdo, as drupas verdes das
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cultivares mais suscetiveis podem também ser infetadas (Moral ef a/. 2014). A infecdo pode ocorrer em
qualquer parte da azeitona, mas é mais comum no apice uma vez que é a zona mais exposta a humidade
(Cacciola et al. 2012)

Os outros érgaos da arvore podem também evidenciar sintomas da doenca: as folhas podem
apresentar ferrugem, clorose, necrose e cair (Materatski ef a/ 2018); os ramos podem morrer,
principalmente os inferiores, uma vez que permanecem mais tempo humidos (de Cantero, 1997); e as
flores tendem a secar e cair (Sergeeva ef a/. 2008). Para além disso, o agente fitopatogénico pode
alcancar a semente atraves de tecidos vasculares, causando a morte da plantula proveniente da semente

infetada (Moral et a/. 2009).

Figura 6. Azeitonas com sintomatologia da doenca da gafa: a) acérvulos
sobre o fruto b) fruto mumificado. /n. Ulivita (2017) e Agro-Manual (2016)

1.6. Os agentes causais da doenca da gafa em oliveira

Existem registos de sintomas idénticos aos provocados pela doenca da gafa no sudoeste da
Peninsula Ibérica desde o século XI (Moral ef a/. 2014). Contudo, o agente causal desta doenca so foi
descrito pela primeira vez em Portugal no ano de 1899, como Gloeosporium olivarum (Almeida, 1899),
0 qual foi posteriormente designado por Colletotrichum gloeosporioides (von Arx, 1957). Em 1999 foi
demonstrada a existéncia de dois complexos responsaveis pela doenca da gafa (Martin & Garcia-
Figueres,1999) - C. acutatum sensu lafo (s.l) e C. gloeosporioides s./. — 0s quais compreendem um
total de 13 espécies (Schena ef a/. 2014). As analises filogenéticas revelaram que seis dessas espécies
pertencem ao complexo  C. acutatum s...  (C. fioriniae,  C. simmondsiii  C. nymphaeae,
C. acutatum sensu stricto (s.s.), C. godetiae e  C. rhombiforme) e duas ao complexo
C. gloeosporioides s.I. (C. gloeosporioides s.s. e C. theobromicola) (Weir et al. 2012, Schena et al. 2014,
Mosca ef al. 2014). De todas estas espécies, C. acutatum s.s., C. godetiae e C. nymphaeae foram
reconhecidas como sendo os principais agentes causadores da gafa a escala global (Mosca ef a/. 2014).

Em Portugal, C. acutatum s./. é o complexo maioritariamente responsavel pela doenca da gafa, com uma

10



ocorréncia de 97% (Talhinhas et al. 2005). C. gloeosporioides s./. ocorre raramente, apresentando uma
incidéncia de 3% (Talhinhas ef a/. 2005). Dentro do complexo C. acutatum s.1., C. nymphaeae é a espécie
com maior incidéncia em Portugal (80%), seguida por C. godetiae (12%) e C. acutatum s.s. (3-4%).
C. fioriniae foi esporadicamente identificada como causando a doenca da gafa e C. riiombiforme apenas
uma vez (Talhinhas ef a/ 2005, 2011). Segundo Talhinhas ef a/. (2015), das seis espécies
Colletotrichum, identificadas em Portugal, C. acutatum s.s. e C. nymphaeae revelaram-se as mais
virulentas, seguidas por C. godetiae e C. fioriniae, sendo C. gloeosporioides s.s. e C. rhombiforme as

menos invasivas.

Distribuicdo dos complexos de Colletotrichum causadores da doenca da gafa

Depois de 1899, a doenca da gafa foi rapidamente reconhecida em todos os continentes (Cacciola
et al. 2012), sendo causada por diferentes espécies consoante a sua preferéncia geografica.
C. nymphaeaee C. godetiae sao as espécies prevalentes no Hemisfério Norte, enquanto C. acutatum s.s.
¢ a espécie mais frequente no Hemisfério Sul (Talhinhas ef a/. 2018). Apesar de relatada em todos os
continentes, a doenca tem maior incidéncia e severidade na bacia do Mediterraneo (Talhinhas ef al.
2018). Nessa regiao, a espécie C. acutatum s.s. parece estar a substituir C. godetiae, outrora a espécie
predominante (lliadi et a/. 2018). C. nymphaeae, como representado na Figura 8, parece estar restrita a
Peninsula Ibérica (Talhinhas et a/. 2018).

Em Portugal, segundo Loureiro et a/. (2018), a incidéncia da gafa é de 30-50%, tendo-se verificado
nos ultimos anos um aumento da severidade da doenca na regiao de Tras-os-Montes (da Silva, 2016).
Nesta zona, C. godetiae é o agente causal da gafa mais frequente (Loureiro et a/ 2018), apesar de
também terem sido isolados C. nymphaeae e C. rhombiforme (Figura 8) (Talhinhas ef a/. 2005, 2011).
No Centro e Sul do pais, prevalecem C. nymphaeae, e na regiao do Algarve foram identificadas
C. gloesporioides s.s., C. nymphaeae, C. godetiae e C. acutatum s.s. (Loureiro et al. 2018). C. fioriniae
foi identificado em diferentes anos e regides de Portugal, mas de forma esporadica (Talhinhas &

Sreenivasaprasad, 2005).
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Figura 7. Distribuicao geografica dos registos de doenca da gafa na bacia do Mediterraneo e frequéncia relativa
das espécies de Colletotrichum. Adaptado de Talhinhas et al. (2018)

Processo de infecdo da oliveira

O ciclo de vida de Colletotrichum spp. compreende os estagios sexuado e assexuado, sendo o
ultimo responsavel pelo processo de dispersao e infecao do fungo (Gomes ef al. 2012). A infecdo envolve
0s seguintes processos: (I) fixacdo de conidios a superficie do hospedeiro; (Il) germinacédo de conidios;
(1) formacado do apressorio; (IV) penetracdo da cuticula do hospedeiro; (V) crescimento e colonizacéo
nos tecidos vegetais; e (VI) formacdo de acérvulos e esporulacdo (Figura 9) (Wharton & Diéguez-
Uribeondo, 2004).

Sabe-se que os conidios de Coflefotrichum spp. sdo capazes de sobreviver nos frutos, folhas e
ramos de oliveira (Loureiro ef a/. 2018). Segundo Talhinhas et a/. (2011), as folhas possuem niveis mais
elevados destes esporos do que os ramos. Contudo, estas servem como reservatdrios do inoculo a curto
prazo, enquanto os ramos servem a longo prazo (Loureiro ef a/. 2018). Isto porque, a quantidade de
indculo diminui mais acentuadamente nas folhas do que nos ramos ao longo do Verdo (Loureiro ef al.
2018). Os conidios possuem capacidade de germinar nas folhas e ramos, apesar de numa taxa mais
reduzida do que nas azeitonas maduras (Talhinhas et a/. 2011). Apo6s a germinacao, as hifas diferenciam
um apressorio, a partir do qual se forma uma hifa que penetra nos tecidos do hospedeiro (Talhinhas et
al. 2011). Enquanto, em azeitonas maduras, o fungo alastra entao pelos tecidos do hospedeiro (Loureiro
et al. 2018), em azeitonas verdes, a hifa de penetracdo nao prossegue o crescimento até ocorrer a
maturacdo do fruto (Loureiro ef a/. 2018). Segundo Cacciola ef a/. (2012), a penetracao do fungo na
planta também pode ocorrer por estomas ou lenticulas, bem como através de feridas causadas por
ataques de insetos como Bactrocera oleae. A colonizacao dos tecidos leva a manifestacao dos sintomas
da doenca, como o aparecimento de lesdes e formacao de acérvulos (Talhinhas ef a/. 2011), capazes de

gerar conidios e consequentemente infecdes secundarias (Loureiro ef a/. 2018).
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Figura 8. Processo de infecao de Colletotrichum spp.: (1) fixacdo do conidio a superficie do hospedeiro; (Il) germinacao
do conidio; (Ill) formacao do apressorio; (IV) penetracao da cuticula do hospedeiro; (V) crescimento e colonizacao nos
tecidos vegetais; e (VI) formacao de acérvulos e esporulacdo. Adaptado de de Silva (2017).

1.7. O controlo da doenca da gafa da oliveira

Atualmente nao existe nenhuma medida eficaz de protecao contra a doenca da gafa (Martins efal. 2019).
Contudo, existem algumas medidas que visam a sua prevencao — métodos indiretos — e protecao das
culturas — métodos diretos (Cacciola ef a/ 2012; Moral et a/. 2018). Na prevencao da doenca, procuram-
se reduzir os niveis de inoculo dos agentes causais e a sua disseminacao (Martins ef a/. 2019). Para isso
aconselha-se o uso de cultivares de oliveira resistentes, bem como o controlo de insetos disseminadores
do agente patogénico, como seja a mosca-da-azeitona, Bactrocera oleae (Martins et a/. 2019). Sao ainda
indicadas técnicas de cultivo que promovam a fitossanidade dos olivais, como seja a fertilizacao, irrigacao
e poda adequadas (Moral ef a/. 2014; Sergeeva, 2011). Os elevados niveis de humidade por excesso de
irrigacao contribuem para a infecéo e disperséo de Colletotrichum spp. (Cacciola et al. 2012). A poda
das arvores promove também a reducdo das potenciais fontes de inodculo e melhora o arejamento da
copa, desfavorecendo a propagacéo da doenca (Sergeeva, 2011). Nas areas em que a incidéncia da gafa
¢ elevada, os agricultores tendem a antecipar a colheita (Tahinhas ef a/ 2018), uma vez que a
suscetibilidade da azeitona aumenta com a sua maturacao (Gomes et a/. 2012b). Contudo, esta pratica
tem consequéncias nas caracteristicas do azeite, bem como no seu rendimento (Tahinhas et a/. 2018).

A protecao dos olivais contra a doenca é conseguida principalmente através da aplicacao de
fungicidas cupricos, 0os quais devem ser aplicados aquando das primeiras chuvas outonais, antes do
aparecimento dos primeiros sintomas (Loureiro ef a/ 2018). No entanto, este tratamento pode ser
ineficaz, pois o produto ¢é facilmente lixiviado pela chuva (Tahinhas ef a/ 2018). Para além da sua
reduzida eficacia, a aplicacdo dos fungicidas cupricos encontram-se associados problemas de ordem
ambiental (Tahinhas ef a/. 2018). O uso destes fungicidas tem consequéncias a longo prazo, devido a
sua acumulacao no solo e na agua (Tahinhas ef a/. 2018); também no azeite podem ser encontrados
residuos deste produto (Garcia-Reyes et a/. 2007). As restricdes regulamentares sobre a utilizacdo de
pesticidas, juntamente com uma maior consciencializacado sobre o seu impacto na saude e no meio

ambiente, tém direcionado a investigacdo no sentido de se desenvolverem alternativas mais ecologicas
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de controlo da doenca, recorrendo a produtos naturais e técnicas de biocontrolo (Loureiro et a/. 2018).
Posto isto, produtos naturais, como extratos vegetais e de origem mineral, tém vindo a ser explorados no
controlo da doenca da gafa (Moral ef a/ 2018). Recentemente, um extrato obtido a partir da casca da
roma revelou ser eficaz contra Collefotrichum sp. (Pangallo et al. 2017). A aplicacao de calcio /in vifro
demonstrou também ser capaz de inibir a formacao do apressério deste agente fitopatogénico (Xavier ef

al. 2014).

Medlidas de biocontrolo

Apesar de ainda nao existirem agentes eficazes de biocontrolo contra a doenca da gafa, alguns
autores ja descreveram resultados promissores nesse sentido (Martins et a/. 2019). A filosfera da oliveira
¢ colonizada por uma comunidade microbiana diversa, que cresce epifiticamente (na superficie de
tecidos vegetais) e endofiticamente (dentro dos tecidos da planta), habitando o mesmo nicho que
Colletotrichum spp. (Costa et al 2020; Mina ef a. 2020; Gomes et al. 2018). Muitos desses
microrganismos desempenham papéis cruciais na protecao das plantas contra doencas (Mina et a/.
2020; Gomes et al. 2019), o que os torna potenciais agentes de biocontrolo para a doenca da gafa
(Martins et al/. 2019). A identificacdo de microrganismos endofitos e epifitos da oliveira permitiram
selecionar fungos — como Chondrostereum purpureum, Chaetormnium globosum, Aspergillus spp.,
Quambalaria cyanescens, Epicoccum nigrum, Chaetomium globosum, Alternaria sp., Diaporthe sp. e
Nigrospora oryzae — que in vitro mostraram atividade antagonista contra os agentes causais da doenca
da gafa (Landum et al 2016; Preto ef a/ 2017). Alguns destes fungos inibiram o crescimento,
esporulacdo e germinacdo de Colletotrichum spp., promovendo igualmente danos nas suas hifas
(Preto et al. 2017). Estes efeitos de antagonismo devem-se, possivelmente, a producdo de compostos
antimicrobianos e enzimas liticas (Preto ef a/ 2017). Adicionalmente, em inoculacdes realizadas em
azeitonas, o fungo endofito 7richoderma koningii demonstrou reduzir significativamente a incidéncia e a
severidade da gafa, bem como a producédo e germinacao de esporos de C. godetiae (Martins et al. 2017).
Recentemente, Nigro ef a/. (2018) mostrou que a aplicacdo do endofito Aureobasidium pullulans em
olivais reduzia a severidade e infecdo da gafa. Tem sido assim evidenciada a potencialidade dos endéfitos
e epifitos de oliveira para o controlo da doenca da gafa, devendo haver um esforco na identificacao e
caracterizacao de isolados com potencial antagonista contra as diferentes espécies do complexo de

Colletrotrichum.
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1.8. Objetivos da tese

Este trabalho tem como principal objetivo avaliar as potencialidades do microbioma nativo da oliveira na
luta bioldgica contra a doenca da gafa. Especificamente, pretende-se avaliar as relacdes /in vitro de
microrganismos associados a oliveira (enddéfitos e epifitos) e agentes causais da doenca da gafa, assim
como caracterizar a comunidade fungica que habita (epi- e endofiticamente) a azeitona.

O efeito antagonista contra os agentes causais de gafa (Colletotrichum spp.) sera avaliado
recorrendo a fungos enddfitos, previamente isolados de folhas e ramos assintomaticos da oliveira. A
capacidade de antagonismo destes fungos contra espécies Collefotrichum, isoladas a partir de azeitonas
com sintomatologia da gafa, sera avaliada recorrendo ao método de co-cultura. Utilizando uma estratégia
de metabarcoding, em que a regido ITS sera utilizada como barcode, serdo identificados fungos
endofitos/epifitos de azeitonas, provenientes de dois sistemas de producdo diferentes (agricultura
biologica e producao integrada) e de duas cultivares com diferentes suscetibilidades a gafa (cv. Madural
- moderadamente suscetivel — e cv. Cobrancosa - resistente). A comunidade fungica associada a cada
cultivar sera também investigada em frutos em diferentes estados de maturacdo (verdes e semi-
maduros). As comunidades serao comparadas entre modos de producéo, entre cultivares e entre estados
de maturacao, sendo correlacionadas com a suscetibilidade a infecao pela doenca da gafa. Desta forma,
¢ esperado avaliar o efeito da comunidade fungica na protecdo da oliveira e ainda prever as espécies
com maior potencial bioprotetor. Globalmente, os resultados deste trabalho permitirao revelar as relacoes
microrganismo-microrganismo e microrganismo-hospedeiro que podem ser relevantes para a saude da

oliveira e para projetar uma nova estratégia de controlo biolégico desta doenca.
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2.1. Introducéo

A filosfera da oliveira & colonizada por uma comunidade microbiana diversa, que cresce epi- e
endofiticamente (Costa ef g/ 2020; Mina et a/. 2020; Gomes ef al. 2018) interagindo com agentes
fitopatogénicos (Mina et al. 2020; Gomes et a/ 2019). Contudo, até ao presente, a influéncia dos
endofitos no desenvolvimento de doencas esta melhor descrita do que a influéncia dos epifitos (Lacava
et al. 2014). Sabe-se que os enddfitos, para além de antagonizarem (Freeman & Rodriguez, 1993),
podem facilitar (Arnold ef a/ 2003) ou nao ter qualquer efeito sobre os agentes fitopatogénicos (Kurose
et al. 2012). Nao obstante, tem-se verificado uma maior tendéncia para o estudo de relacdes de
antagonismo, do que de facilitacdo ou de interacdes neutras, uma vez que existe um crescente apelo ao
desenvolvimento de estratégias de biocontrolo (Busby et a/. 2016).

As comunidades epi- e endofitica incluem bactérias, arqueobactérias, fungos e protistas (Hardoim
et al. 2015). No entanto, a maioria das pesquisas até ao momento concentraram-se sobretudo em
bactérias, sendo que, s6 mais tardiamente, se demonstrou a relevancia ecolégica das comunidades
fungicas nao-micorrizicas (Bonfante & Desird, 2017). Os fungos podem combater os agentes
fitopatogénicos diretamente — através de micoparasitismo, antibiose ou competicdo por recursos — ou
indiretamente - pela inducao de defesas das plantas (Lacava ef a/. 2014). Geralmente, varios destes
mecanismos ocorrem simultaneamente (Lacava ef a/. 2014). O combate direto, como a parasitacdo do
agente fitopatogénico pelo endéfito — micoparasitismo — consiste no crescimento do endofito na direcéo
do agente fitopatogénico, no reconhecimento e adesao de ambos os fungos e, por fim, na degradacao
da parede celular do agente fitopatogénico e sua penetracdo (Gao ef a/. 2010; Ownley et a/. 2010). A
antibiose corresponde a producao de antibidticos, compostos organicos volateis bioativos e enzimas
(Boddy, 2000; Woodward & Boddy, 2008), que pode ocorrer a distancia e/ou apds o contacto micelial
(Gao et al. 2010 e Ownley ef al. 2010). A competicdo territorial pode-se manifestar: em substituicdo —
guando uma espécie ocupa o territério da outra — ou deadlock - quando nenhuma espécie consegue
progredir (Boddy, 2000). Durante estes diversos tipos de interacdo antagonista entre fungos, ocorrem
variadas alteracdes morfologicas, fisiologicas e bioguimicas, influenciadas pelas espécies presentes e
condicdes ambientais (Griffith efa/. 1994; Boddy, 2000). Estas alteracdes incluem: divisdo celular rapida,
ramificacdo e/ou agregacao de hifas, crescimento aéreo, autdlise e producao de pigmentos (Griffith et
al. 1994; Boddy, 2000). Em contraste, a inducdo de defesas da planta mediada por fungos deriva da
capacidade destes microrganismos desencadearem respostas bioquimicas e moleculares nos tecidos
vegetais, que conduzem a um estado de resisténcia, expresso sistemicamente, tornando o hospedeiro

menos suscetivel a infecdes subsequentes (Lacava ef a/. 2014).
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Os fungos dos géneros Trichoderma, Aureobasidium, Fusarium, Penicillium, Chaefomium e
Bionectria sao vulgarmente relatados como antagonistas de agentes fitopatogénicos (Busby et a/. 2016).
No entanto, existem grupos taxonomicos como Fusarium e Penicillium que incluem, para além de
antagonistas, facilitadores e agentes fitopatogénicos (Rodriguez ef a/. 2015; Rodriguez-Estrada et a/.
2012). O reconhecimento do papel dos fungos na protecdo das culturas sugere que a incorporacao
estratégica, de determinadas espécies antagonistas no microbioma da planta, podera funcionar como
biocontrolo de determinadas fitopatologias (Schulz ef a/ 2015). Posto isto, para a otimizacdo de uma
estratégia de biocontrolo eficaz é importante compreender os mecanismos de interacao entre os fungos
nativos da planta e os seus agentes fitopatogénicos (Shehata ef a/ 2016). A triagem de potenciais
antagonistas de agentes fitopatogénicos & normalmente realizada usando o ensaio de cultura dupla /n
vitro, uma vez que este método demonstrou prever as interacdes que ocorrem na planta (Shehata ef a/.
2016). O agente fitopatogénico e os potenciais antagonistas sdo cultivados, segundo o método de
oposicdo direta, e é testada a influéncia da co-cultura no crescimento do agente fitopatogénico (Pliego et
al. 2011; Bosmans et al. 2016).

Neste capitulo, é feita a avaliacdo da capacidade inibitéria de Penicillium spp. contra
Colletotrichum spp.. Estes fungos foram previamente isolados de Olea europaeal., no Instituto
Politécnico de Braganca onde Penicillium spp. demonstrou uma promissora capacidade inibitoria de
Colletotrichum spp. (Martins, 2020). Os isolados Penicifllium foram obtidos de folhas e ramos de oliveiras
aparentemente sas, e os fungos Colletotrichum de azeitonas que apresentavam sintomatologia da doenca
da gafa. Os ensaios de antagonismo, realizados no presente trabalho, foram realizados em co-cultura /in
vitro, segundo o método da oposicao direta. As inoculacdes consistiram em inoculos simples — inoculacéo

de um isolado -, ou in6culos complexos — inoculacdo de dois/trés isolados.

2.2. Material e métodos
Material bioldgico

Os isolados fungicos utilizados nas interacdes /n vitro foram previamente obtidos de Olea
europaea L., no Instituto Politécnico de Braganca (Martins, 2020). Trés dos isolados (IPB-P1 a IPB-P3)
sao fungos enddfitos de folhas e ramos de oliveiras aparentemente sas (tendo sido previamente descritos
como Penicillium spp.). Outros quatro (IPB-C1 a IPB-C4) sao fungos enddfitos isolados de azeitonas, que
apresentavam sintomatologia da doenca da gafa (tendo sido previamente descritos como Colletotrichum

spp.).
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ldentificagdo molecular dos isolados

Para confirmar molecularmente a identificacdo dos sete isolados, os fungos foram cultivados
durante sete dias em meio Potato Dextrose Agar (Liofilchem, Italy), a 23 °C, no escuro. O DNA genémico
foi extraido a partir de 100 mg de micélio, recorrendo ao Fungal/Bacterial Minjprep Kit (Zymo Research,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A regiao utilizada como barcode [espacador
transcrito interno (ITS), compreendendo as regides /751, 5.85 e /752, presente no DNA ribossomal
nuclear (rDNA)] foi amplificada por reacao da polimerase em cadeia (PCR), utilizando os primers
universais /751-Fe [754. As reacdes de amplificacao decorreram num volume total de 10 uL, contendo:
0,5 pL de cada primer a 10 mM, 5 uL Nz2Y7aq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal); 3 uL de agua
ultrapura e 1 pL de DNA. Foi também preparado o controlo negativo, sem DNA, a fim de excluir a
possibilidade de contaminacao dos reagentes. As reacdes de PCR foram efetuadas utilizando o seguinte
programa: desnaturacdo inicial = 5 min a 94 °C; 35 ciclos de: 30 sa 94 °C,30sa5b54°Ce 1 mina72
°C; alongamento final — 10 min a 72 °C. Para confirmar a amplificacdo da regido ITS foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v). Os produtos de PCR foram purificados com isopropanol a 75%
(v/v) e enviados para o provedor de servicos de sequenciacdo (Stab Vida, Portugal), onde foram
sequenciados usando o primer /7S1F. As sequéncias obtidas foram editadas com o software Genelous
Prime e comparadas (BLASTN) com as sequéncias presentes na base de dados UNITE
(https://unite.ut.ee/) para identificacao das respetivas ASVs (amplicon sequence variant). As sequéncias
do banco de dados que apresentaram o valor de e mais reduzido (idealmente préximo de 0) e a maior
percentagem de semelhanca com as sequéncias desconhecidas foram escolhidas para revelar a

identidade de cada fungo.

Preparacdo das suspensdes de esporos (indculos)

Para a producao de esporos, os fungos foram cultivados durante sete dias em meio PDA
(Liofilchem, ltaly), a 23 °C, no escuro. Apos sete dias de incubacao, efetuou-se uma suspensao de
esporos de cada isolado. As suspensdes foram preparadas retirando, com um palito, uma porcao de
agar com micélio e transferindo-a para 1,5 mL de solucao de agua peptonada (10 g/L peptona, 5 g/L
NaCl, pH 7,2), contendo Tween 20 (0,05%; v/v). A suspensao foi vortexada e o micélio foi retirado com
um palito. A concentracdo de cada suspensdo foi ajustada para 10° esporos/mL, efetuando-se a
contagem de esporos ao microscopio 6tico, com o auxilio de um hemocitometro. A forma e dimenséo
dos esporos de cada isolado foi igualmente registada. Ajustadas as concentracoes das suspensdes para

10° esporos/mL, foram preparadas suspensdes complexas (contendo esporos provenientes de mais de
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um isolado), adicionando duas ou trés suspensdes simples, nas proporc¢oes 1:1 ou 1:1:1, respetivamente

(Figura 9).
/ @'Q\
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Flgura 9. Preparacdo de suspensdes de esporos complexas a partir de
suspensdes simples (A, B,e C) com esporos de um isolado. Suspensao complexa
AB: adicdo de duas suspensdes simples A e B (1:1) de fungos. Suspensao
compexa ABC: adicao de trés suspensdes simples A, B e C (1:1:1) de fungos.

Avaliacdo da taxa de crescimento dos fungos

Cada suspensao simples (5 pL) foi inoculada no centro de trés placas de Petri com meio PDA.
Apds sete dias de incubacdo a 23 °C, no escuro, o valor médio do crescimento micelial radial foi

determinado para cada isolado.

Interacoes intraespecificas a distincia

De modo a compreender as relacoes intraespecificas dos isolados, efetuaram-se culturas duplas
de esporos provenientes de um unico isolado em meio PDA (placa de Petri de 8,6 cm de didametro). Os
indculos consistiram em 5 pL da suspenséo de esporos a 10° esporos/mL do respetivo fungo, deixando
uma distancia de 4,2 cm entre os dois indculos. A situacdo controlo consistiu em apenas um inoculo a
2,1 cm da margem da placa de Petri. As culturas duplas e os testes controlo foram preparados em
triplicado, incubados a 23 °C, no escuro, e fotografados diariamente (Figura 10.a). As culturas duplas e
respetivos controlos foram fotografados até ao ultimo dia em que nao se verificou contacto micelial nas
situacdes de cultura dupla, correspondendo ao 3° dia (para Fusarium sp.), ao 4° dia (para Colletotrichum
acutatum), 5° dia (C. nymphaeae e C. fiorinae) e 9° dia (para Penicillium spp.). Todas as fotografias
foram processadas no software Image.J, de modo a determinar as areas das colonias fungicas, as quais
foram comparadas entre as culturas duplas e situacdes controlo por aplicacdo do teste #de Student, com

nivel de significancia de 5%, no soffware GraphPad.
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Interacdes entre Penicillium spp. e Colletotrichum spp.

As interacdes a distancia entre isolados de Penicillium spp. e de Colletotrichum spp. foram
avaliadas em ensaios de co-cultura em meio PDA, com indculos de 5 pL das respetivas suspensdes de
esporos. As situacdes controlo consistiram na cultura dupla do mesmo fungo. Deste modo, para cada
interacao foram estabelecidas: trés réplicas com a interacao Penicillium spp./ Colletotrichum spp., trés
com Penicillium spp./ Penicillium spp. e trés com Collefotrichum spp./ Colletotrichum spp., resultando
num total de nove placas por interacdo. Tanto nas co-culturas como nas situacdes controlo deixou-se
uma distancia de 4,2 cm entre os inéculos. Todas as placas foram incubadas a 23 °C, por 15 dias, no

escuro, e fotografadas diariamente até ao terceiro dia apos inoculacao (Figura 10.b).
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Figura 10. a. Preparacdo das interacdes flngicas intraespecificas: foram utilizados
inoculos de 5 pl de suspensoes de fungos [10° esporos/mL] para preparar culturas
duplas e os respetivos controlo (em triplicado); todas as culturas foram fotografadas
diariamente até contato micelial. b. Preparacdo de interacbes de Penicillium spp.
/ Colletotrichum  spp.: para cada interacdo foram estabelecidas trés réplicas de
Penicillium spp./ Colletotrichum spp., trés controlos Penicillium spp./ Penicillium spp. e
trés controlos de Colletotrichum spp./ Colletotrichum spp. Cada indculo correspondeu a
5 ulL de suspenséo de esporos do respetivo fungo [10° esporos/mL]. Todas as culturas
foram fotografadas diariamente, nos trés dias seguintes a inoculacao.
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Até ao terceiro dia apos as inoculacdes (dia em que ainda nao ha contacto dos micélios em
qualquer interacao), foram determinadas diariamente as areas dos fungos, recorrendo ao processamento
das fotografias no programa /mage/. O indice de Velocidade de Crescimento Microbiano (IVCM) dos

fungos (Penicillium spp. e Colletotrichum spp.), na situacdo de co-cultura e na situacdo controlo, foi

A-A
determinado recorrendo a férmula IVCM= ¥’ em que: ‘A’ é a area do fungo no dia x, ‘Aa’ é a

area do fungo no dia x-1 e ‘N’ o nimero de dias considerados (3). Dez dias apds o estabelecimento das
interacoes, as hifas de Colletotrichum spp. foram observadas com um microscépio estéreo automatizado
Leica S9 D (Leica Microsystems, Germany), acoplado a uma camara digital Leica MC170 HD (Leica
Microsystems, Germany). As observacdes tiveram em consideracdo as interacdes em que Collefotrichum
spp. foi inibido a distancia e por contacto na presenca do isolados de Penicillium. Apos 15 dias de
interacdo entre Penicillium spp. e Colletotrichum spp., as culturas foram observadas e classificadas
quanto ao tipo de contacto entre as coldnias, de acordo com as categorias definidas por Boddy (2000):
inibicao de contacto, quando o crescimento das duas coldnias é interrompido na linha de contacto (no
¢ formada uma zona de inibicdo); inibicdo a distancia, quando é formada uma zona de inibicao;
sobreposicao, quando ocorre o crescimento de uma colonia sobre a outra; substituicao, quando o micélio
de um fungo é substituido pelo do oponente; e substituicdo mutua, onde ambos os fungos ganham

territorio do outro (Figura 11).

Tipos de contacto entre colénias fungicas

o —» —% e —_— —

Inibicdo de contacto Inibicao & distancia Sobreposicao Substituicdo Substituicdo mutua

Figura 11. Classificacdo das interacdes entre fungos, de acordo com as categorias definidas por Boddy (2000).

2.3. Resultados e discussao
ldentificacdo dos isolados de oliveira

A identificacdo molecular dos isolados, previamente obtidos dos ramos e folhas de oliveiras sas
e de azeitonas com sintomas de gafa, foi efetuada por barcoding A amplificacdo da regido ITS foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose, tendo sido observada a sintese de um fragmento de

aproximadamente 600 bp, com a dimensao esperada da regiao ITS a amplificar (Figura 12).
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Figura 12. Separacdo eletroforética dos amplicoes
correspondentes as regides ITS dos isolados flingicos,
obtidos a partir de orgdos de oliveira. As regides ITS foram
amplificadas com os primers universais /7S1-Fe /TS4 e
separadas num gel de agarose (1 %, p/v). C1 a C4: IPB-
Cl a IPB-C4; P1 a P3: IPB-P1 a IPB-P3; C-: controlo
negativo, M: Marcador molecular 100 bp.

Apods purificacao dos produtos de PCR e sua sequenciacdo, a pesquisa BLASTN na base de

dados UNITE revelou quais as melhores correspondéncias das sequéncias para cada isolado (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo dos isolados por barcoding, utlizando o barcode para fungos (ITS). Os isolados estao
identificados pelo seu codigo, sendo também apresentado entre paréntesis a sua prévia identificacdo.

Proveniéncia dos Isolado OTU Namero de acesso
isolados UNITE
IPB-C1 (C‘o//e‘tolz‘r/chum Fusarium sp. MN504655
gloeosporioides)
IPB-C2 (Colletotrichurm Colletotrichum acutatum MG004782
acutatum)
IPB-C3 (Colletotrichum Colletotrichum nymphaeae MN545605
nymphaeae)
\PB-C4 (Colletotrichum Colletotrichum foriniae MN516553
fioriniaé)
\PB-PL (Penicilitm Penicillium litacinum MN516739
lilacinum)
/ y I
4 IPB-P2 (Penicillum Penicillium aff. commune MN371392
_f‘ 2 commune)
\PB-P3 (Penicilitm Penicillium roseopurpureum MK179263
roseopurpureun)

A identificacdo taxonémica dos fungos é uma etapa critica para garantir a reprodutibilidade das
interacdes /n vitro (Raja et al. 2017). Os isolados utilizados neste trabalho tinham sido previamente
identificados usando uma combinacao de caracteristicas culturais e moleculares (Martins, 2020). Todas
as identificacoes realizadas neste trabalho confirmaram as identificacdes prévias, a excecéo do isolado
IPB-P1. Este fora previamente identificado como Colletotrichum gloeosporioides, mas a sequéncia de ITS
submetida ao BLASTN na base de dados UNITE sugere o género Fusarium.

Para corroborar a identificacao molecular dos isolados, foi igualmente efetuada a observacao dos
esporos (Figura 13). A forma dos esporos variou entre os isolados considerados neste estudo.
Apresentaram forma globosa no género Penicillium e cilindrica com extremidade arredondada no género
Colletotrichum, concordando com as observacdes de Chowdappa et a/. (2012). No caso de Fusarium
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sp., 0S esporos eram alongados curvos — alantéides — e apresentaram um comprimento de cerca de 25
um estando de acordo com a literatura (Nelson et a/. 1994; Trail et a/. 2005). Os esporos dos isolados
do género Penicillium apresentaram um diametro médio de 4 um, estando de acordo com as
observacdes de Levetin (2013). No caso do género Colletotrichum, o comprimento médio dos esporos
foi de aproximadamente 12 um, corroborando o registo de Photita ef a/. (2005). O aspeto morfoldgico
dos fungos corrobora assim a identificacdo do isolado IPB-C1 como ndo pertencendo ao género
Colletotrichum. Deste modo, este isolado ndo foi subsequentemente utilizado nas interacdes /n vitro
realizadas. Em contraste, a identificacdo dos isolados identificados como Colletotrichum spp. é
corroborada pela sua proveniéncia, visto que foram isolados de azeitonas que apresentavam

sintomatologia da doenca da gafa.

e |

o

IPB-C1 IPB-C2 IPB-C3 IPB-C IPB-P1 IPB-P2 IPB-P3

IPB-C1  Fusarium sp. IPB-P1
IPB-C2 Colletotrichum acutatum
IPB-C3  Colletotrichum fiorinae
IPB-C4  Colletotrichum nymphaeae

Penicillium aff. commune
IPB-P2  Penicillium lilacinum
IPBP3  Penicillium roseopurpureum

Figura 13. Morfologia dos esporos dos isolados estudados: IPB-C1 —Fusarium sp.; IPC-C2 — Colletotrichurm
acutatun, IPB-C3 - C. fiorinae, \PB-C4 — C. nymphaeae; \PB-P1 — Penicillium aff. commune; IPB-P2 - P. lilacinum;
IPB-P3 - P. roseopurpureum. Barra lateral corresponde a 50 um.

Tanto a dimensao, como a forma dos esporos, podem afetar criticamente a sua dispersédo (Pringle
et al. 2017). O facto do género Penicillium possuir uma reduzida dimensdo de esporos permite a sua
dispersao por longas distancias (Norros et a/. 2014), uma vez que 0S esSporos menores permanecem em
suspensdo aérea mais tempo (Golan & Pringle, 2017). Contudo, a sua massa reduzida torna a
sedimentacao mais dificil (Golan & Pringle, 2017). Os fungos do género Colletotrichum e Fusarium sp.
tém esporos de maiores dimensdes, o que leva a uma menor dispersdo aérea (Norros et al. 2014),
apresentando, contudo, mais recursos disponiveis para o crescimento inicial das suas hifas (Calhim et
al. 2018). Esta caracteristica é relevante para o sucesso da colonizacao, pois facilita a sobrevivéncia em
condicdes limitadas de nutrientes (Calhim ef a/ 2018). Além disso, a forma dos esporos do género

Colletotrichum maximiza a sua velocidade de dispersdo (Calhim ef a/. 2018).
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Taxa de crescimento dos isolados

Visto que os isolados irdo ser utilizados em ensaios de co-cultura, torna-se relevante determinar
a sua taxa de crescimento. Apds sete dias de crescimento em meio PDA, o valor médio do raio das
colénias fungicas variou entre 0,9 e 2,4 cm (Tabela 2). Os fungos isolados de azeitonas com sintomas
(Colletotrichum spp.) apresentaram uma taxa de crescimento maior, relativamente ao isolados de folhas
e ramos saos (Penicillium spp.). Colletotrichum acutatum apresentou a maior taxa de crescimento

registada e Penicillium roseopurpureum a menor.

Tabela 2. Valor médio do raio das coldnias (cm) dos isolados, apos sete dias de incubacédo a 23 °C, no escuro, em meio
PDA.

Proveniéncia dos isolados Isolados ftingico Valor médio do raio da colonia (cm)
Colletotrichum acutatum 2,1+0,09
Colletotrichum nymphaeae 1,9+0,1
Colletotrichum fioriniae 1,8+0,06
| / Penicillium lilacinum 1,1+0,06
)i Penicillium commune 1,3+0,08
T Penicillium roseopurpureum 0,9+40,1

Os fungos com maior taxa de crescimento conseguem colonizar mais espaco, no mesmo periodo
de tempo, que fungos com menor taxa de crescimento, acedendo mais rapidamente a determinado
substrato (Fukami et a/. 2010). A ordem de chegada das espécies ao substrato ¢ um fator chave na
estrutura das funcdes e comunidades do ecossistema (Fukami et a/. 2010), uma vez que, as espécies
iniciais podem ganhar vantagem na utilizacdo de recursos e afetar os fungos que chegam posteriormente

(Song et al. 2015).

Interacdes intraespecificas a distincia

De modo a compreender as relacdes intraespecificas dos isolados, foi analisado o seu
crescimento em cultura dupla (crescimento com dois inéculos do mesmo isolado) e comparado com a
situacao controlo (crescimento a partir de um Unico inéculo). O crescimento de Colletotrichum fiorinae
nao foi inibido quando cultivado em cultura dupla, ndo havendo igualmente diferencas significativas no
crescimento de C. acutatum e P. roseopurpureum (Figura 14). Apenas se verificou inibicao do
crescimento estatisticamente significativa nos fungos C. nymphaeae (dia 5) e P. lilacinum (a partir do dia
7). De notar que o isolado P. aff. commune apenas apresentou diferencas significativas no dia 7.

Os fungos fitopatogénicos e simbiontes que vivem em associacdo com hospedeiros vegetais,
geralmente usam mecanismos de quorum sensing para comunicarem entre si. Este mecanismo é
mediado por diversas moléculas de sinalizacao, difundiveis, que se acumulam extracelularmente (Hogan,

2004). Dado que as culturas duplas de C. nymphaeae, F. aff. commune e P. lilacinum demonstraram
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inibicdo a distancia, a producao de moléculas autoinibidoras podera permitir uma diminuicdo da

competicdo dentro das populacdes, tal como sugerido por Hogan (2004).
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Figura 14. Variacio da area (cm?) ocupada pelos diferentes fungos ao longo do tempo, em ensaios de co-cultura
intraespecifica. Os valores obtidos pelo crescimento do isolado em cultura dupla (* *) sdo comparados com a situacdo
controlo (). *: diferenca estatistica com significancia de 5 %. (n = 3).

Interagées Peniciflium spp./Colletotrichum spp.

As interacdes a distancia, entre isolados de Penicillium spp. e de Colletotrichum spp., foram
avaliadas pela determinacao do indice de Velocidade de Crescimento Microbiano (IVCM) dos fungos trés
dias apos as inoculacoes. O IVCM de Penicililium spp. e de Colletotrichum spp. foi comparado entre as
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situacdes de co-cultura e as situacdes controlo. Os resultados foram classificados consoante ndo havia
variacdo do IVCM (0); o IVCM era superior na situacdo controlo (+); ou era menor na situacdo controlo (-

).Desta forma, as diferentes interacdes (Penicililium spp./ Colletotrichum spp.) foram classificadas em: (-
/+); (0/+); (+/+); (-/0); (0/0); (+/0); (-/-); (0/-); ou (+/-) (Tabela 3).

Tabela 3. Tipos de interacao entre Colletotrichum spp. e Penicillium spp. avaliadas ao fim de 3 e de 15 dias apos
inoculacdo. As interacdes foram classificadas com base na razao dos indices de velocidade de crescimento microbiano
registado em co-cultura [IVCM(cc)] e cultura simples [IVCM(c)], registados apds trés dias de inoculacdo. O tipo de
interacdo em que se verificou a diminuicdo de IVCM de Colletotrichum spp. estao assinaladas a negrito. O tipo de
interacao de contacto foi definido apos 15 dias da inoculacéo, sendo apresentado com a simbologia descrita na Figura
1.

IVCM (cc )/ IVCM (c} Tipo de Tipo de
Co-cultura Interacao Interacao
Penicillium spp. Collefolrichum spp. {3 dias) {15 dias)

Interagoes com apenas um endofito

P roseopurpureum/C. foriniae 09 1,1 (-/+) — <
P. roseopurpureumy/C. acutatum 1 11 (0/+) = I
P. rosecpurpureum/C. acutstum+C. forinae 09 08 (-1-) ——
P lizcinum | C. fiorinae 11 1 (+/0) —>
P. liscinum | C. acutatum 11 1 (+/ O) —>
P. lscinum/C. acutatum+C. fiorinae 09 1 (-/0) —>+
P. aff commune/C. flornae 09 09 (-/-) =¥ AF
P. aff commune/C. acutatum 11 11 (+/+) —> <+
P. aff commune/C. acutatum+C. forinae 038 08 (-/-) - <+

Interag6es com dois endofitos

P. llacinum+P. roseopurpureum/C. forinae 1 09 (0/ -) —> -
P. liacinum+P. rossopurpureum/C. acutatum 0,9 0,9 (-/-) —>

P. aff commune+P. roseopurpureum/C. forinae 14 0,7 (+/-) —> <+
P. aff commune+P.roseopurpureum/C. acutatum 11 11 (+/ +) — <+

Interagoes quadruplas

o
[le]

P iacinum+P. roseopurpureum/C. acutstum+C. fiorinae 1 (0/-) e

P. aff commune+P.roseopurpureum/C. acutatum+C.
fiorinae

11

[
b—

(+-) > -«

Os resultados revelaram que os valores de IVCM e o tipo de interacéo, variam conforme os fungos
interatuantes. As espécies de Penicillium, que revelaram capacidade de diminuir o IVCM de espécies
Colletotrichum trés dias apos inoculacao, foram F£. roseopurpureum e P. aff. commune. P. lilacinum so
diminuiu o IVCM das espécies de Collefofrichum quando na presenca de outro enddfito,
(P. roseopurpureum ou P. aff. commune). Além disso, o seu efeito antagonista foi mais evidente para
C. fiorinae do que para C. acutatum. Das 10 interacoes de C. fiorinae, 7 resultaram numa inibicao do

crescimento de Penicillium spp.. Ja nas 10 interacoes de C. acutatum, 5 interagcdes resultaram na
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reducdo do crescimento do agente fitopatogénico. Em alguns casos, verificou-se um efeito sinérgico de
dois enddfitos na inibicdo do agente fitopatogénico. Por exemplo, enquanto P. roseopurpureum e P.
lilacinum ndo foram eficazes, individualmente, de antagonizarem as espécies de Colletotrichum, em
conjunto apresentaram capacidade de inibicdo de ambas as espécies fitopatogénicas. O efeito inverso
foi igualmente detetado. Apesar de P. roseopurpureum nao ter conseguido inibir o crescimento de C.
acutatum e C. fiorinae quando inoculados individualmente, conseguiu inibir o crescimento de ambos
quando estes foram inoculados em combinacao. Todos estes resultados sugerem a especificidade de
cada uma das interacbes, nao permitindo uma extrapolacao para interacbées combinadas com mais
fungos. Posto isto, das 15 interacdes Penicillium spp./ Colletotrichum spp. estabelecidas, 8 diminuiram
o IVCM de Colletotrichum spp.. Como as alteracdes nos IVCM dos fungos foram observadas antes do
estabelecimento do contacto micelial, aos trés dias apos inoculacao, 0 mecanismo de acao subjacente
as alteracdes de IVCM é a antibiose. A antibiose envolve a producdo de substancias como enzimas,
antibioticos, substancias volateis e ndo volateis, pelos fungos (Woodward & Boddy, 2008). Apos 15 dias
de interacao entre Penicillium spp. e Colletotrichum spp., as culturas foram novamente classificadas,
agora quanto ao tipo de contacto entre as colonias (Tabela 3). A maior parte das interacdes (10) exibiu
uma interacao de contato do tipo de inibicao a distancia (tipo 2), sendo que apenas cinco exibiram uma
interacdo de inibicdo de contacto (tipo 1). A capacidade de inibicao a distancia por parte de Penicillium
spp., sugere a sua maior capacidade competitiva relativamente ao espaco. Nas interacées em que nao
se verificou inibicao a distancia, Colletotrichum spp. acabou por dominar a area contendo meio nutritivo,

limitando a expansao de Penicillium spp. (Figura 15).

Figura 15. Tipo de interacdes observadas ao fim de 15
dias apos inoculacdo em meio PDA. a: inibicao de
contato (P. lilacinum/ C. acutatum + C. fiorinae, b:
inibicao a distancia (~. /lilacinum / C. fiorinaé).

Assim, fungos Penicillium spp. podem suprimir o crescimento de Collefotrichum spp. através da
antibiose, evidenciada pela zona de inibicao no confronto entre dois micélios interatuantes. Das 12 co-
culturas que demonstram interacao de contacto do tipo 2 (inibicdo a distancia), cinco demonstraram

também diminuir o IVCM de Colletotrichum spp., trés dias apds inoculacdo (Figura 16). Assim, a
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morfologia das hifas de Colletotrichum spp. nas interacdes representadas na figura 16 foram observadas
com a lupa eletrénica, a fim de determinar os efeitos provocados por Penicillium spp. (Figura 17).

Os resultados sugerem que dos isolados de Colletotrichum spp. testados, C. fiorinae foi o mais

b' ’d' e.

Figura 16. Co-culturas em que se verificou interacao de contacto do tipo 2 (inibico a distancia) e diminuicdo do IVCM
de Colletotrichum spp. em interacdes a distancia. a: . aff. commune / C. acutatumC.fiorinae, b.: P. aff. commune+P.

roseopurpureum/ C.  acutatum+C.fiorinae, c¢. P aff commune/C.fiorinae, d. P. aff commune+P.
roseopurpureumy C.fiorinae; e P. lilacinum~+P. roseopurpureum) C. fiorinae.

inibido por Penicillium spp. e os isolados com maior capacidade de inibicao foram F£. aff. commune e
P. roseopurpureum (Tabela 3). P. aff. commune, num estudo anterior ja demonstrara inibicao do
crescimento do fitopatogénico C. acutatum, em condicdes in vitro (Martins et a/. 2013). Em todas as co-
culturas representadas na figura 16, foram induzidas alteracbes morfolégicas nas hifas de Colletotricum
spp., a excecao da interacao P. aff. commune/C. fiorinae+C.acutatum (Figura 17). O micélio de C.
fiorinae apresentou agregacao de hifas na presenca de P. aff commune, P. aff commune+P.
roseopurpureum e P. lilacinum+FP. roseopurpureum (Figura 17). Sendo que, na presenca de duas
espécies Penicillium a agregacao foi mais evidente, do que na presenca de apenas uma. Em comparacao
com a situacéo controlo, o micélio de C. fiorinae+C. acutatum nao apresentou alteracdes na presenca
de P. aff. commune. Contudo, na presenca de P. aff. commune+FP. roseopurpureum verificou-se a
ramificacao das hifas de C. fiorinae (Figura 17). Estes resultado refletem um mecanismo de antibiose

mais eficaz na presenca de duas espécies Penicillium do que na presenca de apenas uma (Tabela 3).
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C. acutatum + C. fiorinae
a b

Controlo

Co<cultura

C. fiorinae
C d o

Controlo

Co-cultura

Figura 17. Hifas de Collefotrichum spp. na situacao controlo e de co-cultura. Co-cultura: a- P. aff. commune /C.
acutatum+C.fiorinae, b- P. aff. commune+P. roseopurpureum,C. acutatum+C.fiorinae; c- P. aff. commune/C.fiorinae,
d- P. aff. commune+P. roseopurpureum,/C. fiorinae, e: P. lilacinum+P. roseopurpureum,/C. fiorinae.

2.4. Conclusao

Das 15 co-culturas Penicillium spp./ Colletotrichum spp. realizadas, quatro estimularam, oito
antagonizaram e trés nao tiveram qualquer efeito no crescimento de Colletotrichum spp., trés dias apos
inoculacdo. A competicao territorial em todas as co-culturas manifestou-se em deadlock — nenhuma

espécie conseguiu progredir — sendo que, trés interacdes exibiram inibicdo de contacto e 12 interacdes
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exibiram inibicao a distancia. Dos indculos Colletotrichum spp. testados, C. fiorinae foi o mais inibido por
Penicillium spp. e os inoculos com maior capacidade de inibicdo foram P aff commune e
P. roseopurpureum. A inibicao foi conseguida devido a mecanismos de antibiose por parte de Penicillium
spp., 0 que permitiu aumentar a sua capacidade competitiva pelo espaco. As interacdes que
apresentaram maior antagonismo foram: P. aff. commune/ C. acutaturmC. fiorinae, P. aff. commune/ C.
fiorinae; P. aff commune+P. roseopurpureum/C. acutaturmnC. fiorinae, P. aff commune+P.
roseopurpureum/ C. fiorinae, P. lilacinum+ P. roseopurpureum/ C. fiorinae. Nestas co-culturas foram
induzidas alteracdes morfoldgicas nas hifas de Colletotricum spp. a excecdo da co-cultura P. aff.
commune/C. fiorinae+C.acutatum. As anomalias observadas consistiram na ramificacdo ou agregacao
de hifas, sendo que os danos foram mais evidentes na presenca de duas espécies Penicillium, do que
na presenca de apenas uma. A fim de estabelecer a eficacia /n vivo de P. aff commune,
P. roseopurpureum e P. lilacinum como agentes de biocontrolo da doenca da gafa, é ainda necessaria
investigacao adicional. Visto que a producao de metabolitos secundarios depende da composicao do
meio, 0s metabolitos produzidos /7 vitro podem ndo ser expressos ou ter menor expressado /n vivo (Laur

etal 2018).
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3.1. Introducédo

O microbioma das plantas contribui significativamente para a resposta do hospedeiro ao stresse bidtico
e abiotico (Gupta & Gopal, 2016) e para a sua aptidao em geral (Vandenkoornhuyse ef a/. 2015). Posto
isto, torna-se relevante adquirir mais informacoes sobre as comunidades microbianas que interagem
com as plantas, em particular naquelas espécies que estdo a enfrentar limitacdes na sua producao,
como é o caso da oliveira. Varias pesquisas focaram-se, recentemente, no estudo do seu microbioma
usando abordagens culturais (Gomes ef a/. 2018; Materatski ef a/ 2019; Mina et a/. 2020). Contudo, as
técnicas culturais apenas detetam parte da comunidade microbiana (Cao ef a/. 2017), ao contrario das
metodologias que recorrem a técnicas de sequenciacdo de elevado débito (HTS), que permitem uma
melhor detecdo da comunidade (Schlaeppi & Bulgarelli, 2015). Apesar disso, tém vindo a ser realizados
poucos estudos em oliveira, que recorrem a estas estratégias de identicacao baseadas em HTS. Uma
dessas estratégias - metabarcoding — permite a avaliacdo da biodiversidade de amostras ambientais,
consistindo na extracdo de DNA ambiental e amplificacdo de uma regido barcode para sequenciacao
subsequente por HTS (Edgar, 2013; Kowalska ef a/ 2019). Especificamente, para a analise da
diversidade fungica em amostras ambientais, o barcode mais aceite na comunidade cientifica é a regiao
ITS (Ghosh et al. 2019).

Apesar das abordagens por metabarcoding serem altamente eficazes para o estudo do
microbioma, existem desafios e limitacdes a serem considerados (Cao ef a/. 2017). As reduzidas taxas
de anotacOes de elevada confianca dificultam a interpretacao funcional de dados de DNA, RNA e
sequéncias de proteinas microbianas (Thomas ef a/ 2012). Outra preocupacao é que a abordagem
metagendmica nao permite distinguir populacdes microbianas vidveis de nao viaveis (Ercolini, 2013).
Além disso, as limitacbes surgem, porgue a extracao do microbioma associado a planta € quase
inevitavelmente “contaminado” com DNA, RNA ou proteinas do hospedeiro (Schlaeppi & Bulgarelli,
2015). Tal contaminacdo pode ser particularmente relevante em preparacdes de enddfitos (Schlaeppi &
Bulgarelli, 2015), pelo que, sdo necessarias varias réplicas para se obterem analises robustas, levando
a uma carga financeira e computacional substancial (Knight ef a/. 2012). Quando séo utilizadas amostras
ambientais, como solo e agua, que contém um grande numero de microrganismos (Cao et al. 2017),
sdo obtidas quantidades de acidos nucleicos suficientes para analise subsequente. Pelo contrario,
algumas matrizes, como é o caso da azeitona tornam o isolamento do DNA um desafio (Anvarian et af,
2016). Neste caso, os ides metalicos, lipidios, e proteinas, sdo susceptiveis de inibir o isolamento dos
acidos nucleicos e outros procedimentos experimentais a jusante (Ahn ef a/ 2014), levando a

recuperacdo de acido nucleico de baixa qualidade ou falha da reacdo de PCR (Cao et a/. 2017). Além
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desses inibidores poderem ser dificeis de remover, este problema é especialmente agravado quando as
amostras contém uma carga microbiana baixa (Cao ef a/ 2017).

Apenas houve um estudo que relatou a diversidade de fungos da carposfera da oliveira, recorrendo
a uma abordagem por metabarcoding, no entanto, usou apenas uma Unica cultivar (Ottobratica) e nédo
discriminou entre a comunidade endofitica e epifitica (Abdelfattah et a/ 2015). Neste trabalho, a
comunidade microbiana endofitica e epifitica da azeitona foram avaliadas por metabarcoding, utilizando
a regido ITS para identificacdo de fungos e a plataforma /lumina MiSeq. As comunidades fungicas
endofiticas e epifiticas foram avaliadas em azeitonas em dois estados de maturacdo (verdes e semi-
maduras), provenientes de diferentes cultivares de oliveira (Cobrancosa e Madural), com diferentes
regimes de producdo (agricultura biologica e producdo integrada). Com este estudo, pretendemos 1)
obter uma melhor compreensao sobre a comunidade microbiana fungica da endosfera e episfera da
azeitona, 2) decifrar o efeito do genétipo do hospedeiro (a nivel da cultivar), regime de producdo da
azeitona e indice de maturacdo do fruto na estruturacdo da comunidade flingica enddfitica e epifitica da

azeitona, e 3) selecionar potenciais agentes de biocontrolo.

3.2. Material e métodos
Material biologico e amostragem

As azeitonas utilizadas neste trabalho foram colhidas em dois olivais localizados em Braganca.
Um dos olivais é gerido de acordo com as directrizes da producéo integrada (Sucaes, Braganca) e outro
da producdo biologica (Vale de Telhas, Braganca). Ambos os olivais amostrados continham duas
cultivares (Cobrancosa e Madural), tendo sido amostradas cinco arvores de cada cultivar, em cada
olival/regime de cultivo De cada arvore foram recolhidas 75 g de azeitonas aparentemente saudaveis. A
amostragem foi efetuada a 25 de setembro de 2019 (azeitonas verdes) e repetida a 17 de outubro de
2019 (azeitonas semi-maduras) (Figura 18 e Tabela 4). As amostras foram coletadas em sacos de
plastico estéreis, mantidas a 4°C e processadas até dois dias. No laboratério, todas as azeitonas foram
observadas com uma lupa eletrénica (Leica SO D, Leica Microsystems, Germany), acoplada a uma
camara digital (Leica MC170 HD), de modo a garantir que nao fossem consideradas neste estudo

azeitonas picadas por Bactrocera oleae, vetor da doenca da gafa (Figura 19).
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Figura 18. Amostras recolhidas para avaliacdo da comunidade endofitica e epifitica por mefabarcoding. De cada regime
de cultivo foram amostrados dois cultivares de oliveira (Cobrancosa e Madural), tendo sido recolhidas azeitonas verdes
(75 g) e semi-maduras de cinco arvores aparentemente saudaveis.

Figura 19. Observacdo com a lupa
eletronica de azeitona picada por
Bactrocera oleae.
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Tabela 4. Amostras recolhidas para avaliacdo da comunidade endofitica e epifitica por metabarcoding. De cada regime
de cultivo foram amostrados dois cultivares de oliveira (Cobrancosa e Madural), tendo sido recolhidas azeitonas verdes
(75 g) e semi-maduras de cinco arvores aparentemente saudaveis. As amostragens foram efetuadas a 25 de setembro
de 2019 (azeitonas verdes) e repetida a 17 de outubro de 2019 (azeitonas semi-maduras).

Regime de Cultivo Maturagao Cultivar Arvore Amostras
1 1.AC1
1.AC2
1.AC3
1.AC4
1.AC5
1.AM1
1.AM2
1.AM3
1.AM4
1.AM5
2.AC1
2.AC2
2.AC3
2.AC4
2.AC5
2.AM1
2.AM2
2.AM3
2.AM4
2.AM5
1.PC1
1.PC2
1.PC3
1.PC4
1.PC5
1.PM1
1.PM2
1.PM3
1.PM4
1.PM5
2.PC1
2.PC2
2.PC3
2.PC4
2.PC5
2.PM1
2.PM2
2.PM3
2.PM4
2.PM5

Cobrancosa

Verdes

Madural

Agricultura Biolégica

Cobrancosa

Semi-maduras

Madural

Cobrancosa

Verdes

Madural

Producéo Integrada

Cobrancosa

Semi-maduras

Madural
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Preparacdo das amostras de azeitona para obtencdo de DNA endofitico e epifitico

Cada amostra de azeitonas foi dividida por 3 tubos de 50 mL (25 g de azeitonas/tubo). A cada
tubo adicionou-se 50 mL de agua peptonada (10 g/L peptona, 5 g/L NaCl, pH 7,2) com Tween 20 (0,1%,
v/v) e colocou-se em agitacao (200 rpm), na harizontal, a 20 °C. Apos 2 horas de agitacao, as azeitonas
foram recolhidas e amazenadas a 5°C, para subsequente extracdo da comunidade endofitica. O
sobrenadante foi centrifugado a 4.500 ge o pellet obtido armazenado a — 80°C para posterior extracao

de DNA e avaliacdo da comunidade epifitica. Para obtencdo da comunidade endofitica, quatro azeitonas
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de cada amostra foram selecionadas aleatoriamente, procedendo-se a esterilizacdo da sua superficie. A
esterilizacdo foi realizada pela imersao sequencial das azeitonas em: 1 minuto em etanol a 70% (v/v), 1
minuto em lixivia (cloro 3-5%) e trés lavagens de 1 minuto em agua destilada estéril. A situacao controlo
deste procedimento foi realizada rolando uma azeitona esterilizada, de cada amostra, numa placa com
meio PDA e incubando durante 48h a 37°C. Apos a esterilizacdo da superficie das azeitonas, o seu

caroco foi retirado, sendo armazenadas a -80°C até extracdo de DNA.

Extracdo e amplificagdo de DNA dos fungos

O DNA gendmico dos epifitos foi extraido através de uma adaptacao ao protocolo de Ahmadi et
al, (2018) (anexo 1). Posteriormente o DNA gendmico dos fungos enddfitos foi extraido a partir das
azeitonas maceradas com nitrogénio liquido através de uma adaptacéo ao protocolo de Abdelfattah ef a/.
(2015) (anexo 2). Apos a extracdo de DNA, para validacdo da capacidade de amplificacdo do DNA,
efetuou-se uma reacdo da polimerase em cadeia (PCR) para a amplificacdo do barcode ITS dos fungos,
utilizando os primers universais /7583 e /754 (no caso das amostras de epifitos) e /7S1-Fe /752 (no caso
das amostras de enddfitos). As reacdes de amplificacdo decorreram num volume total de 10 pL,
contendo: 0,5 plL de cada primer a 10 mM, 5 uL N2Y7aq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal); 3
uL de agua ultrapura e 1 uL de DNA. Foi também preparado um controlo negativo, sem DNA, a fim de
excluir a possibilidade de contaminacao dos reagentes. As reacées de PCR foram efetuadas num
tercociclador (Bio-Rad T100 Thermal Cycler), utilizando o seguinte programa para amostras de epifitos:
desnaturacao inicial = 5 min a 94 °C; 35 ciclos de: 30 s a 94 °C, 30 sa 54 °Ce 1 mina 72 °C;
alongamento final — 10 min a 72 °C. No caso de se tratarem de amostras de endoéfitos o programa foi
adaptado para: desnaturacao inicial — 1 min a 94 °C; 30 ciclos de: 30sa 94 °C,30sab5°Ce30sa
68 °C; alongamento final = 1 min a 68 °C. Para confirmar a amplificacdo da regido ITS foi realizada uma
eletroforese com gel de agarose a 1% (p/v). A concentracao e a pureza do DNA das amostras foram

quantificadas com o espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA).

Sequenciagdo e processamento de dados

O DNA extraido dos fungos foi preparado e sequenciado por um provedor de servicos de
sequenciacao (Biocant, Portugal). Apos amplificacdo da regiao ITS2 com os primers /753 e 1754, a
sequenciacao por paired-end, decorreu numa plataforma /Mumina (Mumina MiSeq). Foi escolhida a
regiao ITS2, por ser considerada mais facil de alinhar (Lindahl ef a/. 2013) e melhor representada nas
bases de dados (Nilsson ef a/. 2009) do que a do regiao ITS1. O relatorio da qualidade de cada sequéncia

foi visualizado no FasfQC (Andrews, 2010), sendo o corte das read’s efetuado com base na sua qualidade,
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através do software Sickle (Joshi & Fass, 2011), usando os parametros padrao. O modulo Bayeshammer
do pacote SPAdes (Nurk et a/. 2013) foi usado para corrigir erros nas reads, antes da sua fusao realizada
com Usearch versdo 8.0.1623 (Edgar, 2010). Com o fastg-mcf do pacote ea-uti/s (Aronesty, 2011)
realizou-se uma filtragem, com base no tamanho das sequéncias, a fim de selecionar apenas aquelas
com o tamanho esperado do amplicon (entre 340 e 415 pb). O pipeline do software micca versao 1.7.0
(Albanese et al. 2015) foi realizado: i) para carregar o conjunto de dados num unico arquivo FASTQ; ii)
para descartar sequéncias com uma taxa de erro esperada maior que 1%; iii) para agrupar sequéncias
semelhantes (limite de 97% de identidade) em ASVs e remover sequéncias quiméricas; e iv) para atribuir
taxonomia a cada ASV, tendo por referéncia a base de dados UNITE versdo 8.0 (Nilsson ef a/. 2018). As
sequéncias nao identificadas foram pesquisadas, usando NCBI-Blast, para determinar a sua classificacdo
taxondmica e as nado classificadas foram excluidas das analises subsequentes. Uma vez que foram
detetadas diferencas na profundidade da amostragem e para atenuar enviesamento de resultados, todos
0s conjuntos de dados foram subamostrados usando O/ME 1.9.0 (Caporaso et al. 2010), para um

numero de 2.208 reads (descartando a amostra de epifitos 2.PC5).

Andlise de diversidade e similaridade

De modo a explorar a riqueza e abundancia das comunidades epifiticas e endofiticas analisadas
neste trabalho, considerando a classificacdo taxondmica das ASVs identificadas, foram gerados
esquemas Krona (Ondov et a/. 2011). Adicionalmente, a diversidade de agrupamentos fungicos foi
avaliada pela determinacdo da sua riqueza e abundancia e os respetivos graficos foram gerados no
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2018). O programa PAST3 (Hammer et a/. 2001) foi usado para
calcular as curvas de rarefacdo das amostras, bem como para estimar a riqueza (S) e indices de
diversidade [indice de Diversidade de Simpson (1-0) e indice de Shannon (#)]. As diferencas entre a
riqueza e indices de diversidade de diferentes agrupamentos fungicos foram averiguadas por testes de
Tukey, realizados no GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). Para comparar
a similaridade entre agrupamentos da comunidade fungica foram realizadas analises Non-Metric
Multidimensional Scaling (NMDS) com o coeficiente de dissimilaridade Bray-Curtis, usando o Community
Package 5.0 (CAP 5.0, Henderson & Seaby, 2014). Analises unilaterais de similaridade (ANOSIM) foram
realizadas para determinar diferencas significativas entre agrupamentos de comunidades fungicas
usando matrizes de distancia Bray-Curtis. Esta analise (ANOSIM) gera um valor de / (indica o grau de
discriminacao entre os grupos), que varia de O (indistinguivel) a 1 (completamente diferente) e um valor

de p (nivel de significancia abaixo de 0,05) (Clarke ef a/ 1993). Por fim, para se identificarem ASVs
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exclusivos de determinadas condicdes foram gerados diagramas de Venn com o pacote /imma usando o

software RStudio (R Core Team, 2019).

3.3. Resultados e discussao
Qualidade, quantidade e amplificacdo de DNA

0 processo de extracdo de DNA de epifitos e de enddfitos foi otimizado, utilizando as azeitonas
provenientes das amostras recolhidas. As otimizacdes levaram & escassez do material biologico das
amostras dos endofitos 1.AC5, 1.PC5, 1.AM4, 1.AM5, 1.PM3, 1.PM4, 1.PM5 impedindo a extracdo de
DNA das mesmas. Posto isto, para colmatar a falha das amostras mencionadas, foram preparadas
amostras combinadas 1.AMm, 1.ACm e 1.PMm, que corresponderam a juncéo equitativa de material
biolégico proveniente das amostras (1.AM4+1.AM5), (1.AC1+1.AC3) e (1.PM2+1.PM3+1.PM6),
respetivamente. Apods a extracao de DNA de todas as amostras, avaliou-se a sua concentracao e pureza
no espectrofotdémetro NanoDrop (Tabela 5). Todas as amostras resultaram na extracdo de DNA, sendo
que nalguns a concentracao obtida foi muito reduzida (valores inferiores a 50 ng/uL assinalados em
italico). Todas as amostras, particularmente as dos epifitos, apresentaram um pico a 270 nm, indicando
contaminacdo com fenol. Esta contaminacdo justifica a baixa pureza das amostras, avaliada pela
reduzida razdo A260/A230 (valores inferiores a 1,7 assinalados em italico). As extracdes das amostras
de epifitos foram ainda muito inconsistentes, resultando em concentracdes de DNA e contaminacdes
muito variaveis (valores desde 1803,1 ng/uL a 1,8 ng/uL; desde 2,02 a 0,44 de A260/A280). Em
comparacao, a extracao de DNA de amostras de tecido (endoéfitos) foi mais uniforme, resultando
geralmente em concentracdes elevadas e mais puras (valores desde 1924 ng/ulL a 127,8 ng/L; desde
2,07 a 1,61 de A260/A280).

De modo a avaliar a capacidade de amplicacdo do DNA, as regides ITS1 (epifitos) e ITS2
(endofitos) foram amplificadas com os primers [TS1F1752 e 171531754, respetivamente. A confirmacao
da amplificacéo foi avaliada por eletroforese (Figura 20). Todas as amostras endofiticas resultaram na
amplificacdo de um fragmento com uma dimensao esperada, no entanto algumas amostras epifiticas
nao obtiveram qualquer amplificacao (1.AM1-4, 1.PM1-3, 2.AM2, 2.PM2). Em qualquer dos casos, optou-
se por enviar o DNA de todas as amostras (incluindo as ndo amplificadas) ao provedor de servicos de

sequenciacao, para preparacao de bibliotecas ITS e sequenciacao por/lumina MiSeq.
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Tabela 5. Avaliacdo da quantidade (ng/uL) e qualidade (avaliada pelas razdes A260/A230, A260/A280) do DNA
extraido das amostras de epifitos e de endofitos da azeitona. Os valores em italico assinalam os valores de concentracoes

abaixo de 50 ng/uL, enquanto os valores a sublinhado representam os valores de A260/A230 inferiores a 1,8.

ng/uL  A260/280 A260/230 ng/uL  A260/280  A260/230
5 1.AC1 58,7 0,68 1,60 1.PC1 462,7 2,09
g 1.AC2 57,5 0,60 1,39 1.PC2 1058,0 1,60 2,02
% 1.AC3 140,6 1,04 1,59 1.PC3 146,7 1,14 161
% o 1.AC4 39,8 0,37 1,11 1.PC4 60,4 0,94 1,69
2 1.AC5 114,6 1,09 137 1.PC5 18 0,07 0,44
«
5
E B 1.AM1 316 0,11 1,81 1.PM1 7792 1,38 1,54
g 1.AM2 1803,1 1,90 1,69 1.PM2 64,9 0,34 1,59
§ 1.AM3 159,0 0,65 1,64 1.PM3 10,9 1,67 151
1.AM4 356 0,17 166 1.PM4 450,1 1,27 150
é 1.AM5 74,9 0,52 131 1.PM5 86,3 0,43 162
&
5 2.AC1 867,0 1,67 1,73 2.PC1 1034,2 2,16 1,70
g8  2AC2 262,4 1,83 159 2.PC2 1020,2 1,65 167
§ % 2.AC3 1213,9 1,70 2,02 2.PC3 1492,7 2,02 1,77
g © 2.AC4 90,2 1,65 0,49 2.PC4 1056,4 1,88 1,71
£ 2.AC5 528,4 2,17 2,30 2.PC5 463,4 1,44 2,01
5 2.AM1 102,5 1,72 0,60 2.PM1 1131,9 2,00 1,69
3 g 2.AM2 1393,2 1,66 1,89 2.PM2 1425,3 1,78 157
R 2.AM3 100,5 1,68 0,84 2.PM3 369,0 2,14 1,95
2.AM4 795,0 1,64 1,63 2.PM4 812,6 2,02 168
2.AM5 164,0 1,74 1,28 2.PM5 7406 1,86 1,64
1.AC1 311,2 1,58 1,91 1.PC1 395,6 1,58 1,86
P 1.AC2 792,4 1,62 2,00 1.PC2 2797 1,54 1,87
" § 1.AC3 927,1 1,59 1,89 1.PC3 815,1 1,83 2,04
§ 3 1.AC4 252,2 1,60 1,91 1.PC4 563,0 1,72 1,79
- 1.ACm 356,5 1,62 1,72
g 1.AM1 268,0 1,40 1,89 1PM1 4076 1,65 1,73
g B 1.AM2 151,0 1,87 1,84 1.PM2 1924,0 2,03 1,66
S  1AM3 2196 1,80 1,89 1.PMm 4340 1,72 1,88
= 1L.AMm 4334 1,74 1,87
3
£ 2.AC1 984.6 2,03 167 2.PC1 776,6 1,37 1,95
E 5 2.AC2 564,8 1,67 1,91 2.PC2 462,3 1,25 1,84
@ % 2.AC3 4524 1,30 1,70 2.PC3 807,4 1,82 2,05
g g 2.AC4 445,9 1,71 1,93 2.PC4 127,8 1,38 1,62
£ ©  2ac5 8194 1,83 2,07 2.PC5 6675 1,34 1,91
=
§ 2AM1 3327 1,51 1,91 2PM1 4493 1,62 1,87
g _ 2AM2 2256 0,80 161 2.PM2 1068,3 1,62 1,99
E g 2AM3 7584 1,46 1,97 2PM3 12568 1,35 2,04
S 2.AM4 5238 1,34 1,88 2.PM4 589,7 1,62 1,86
2AM5 4141 1,85 1,93 2.PM5 9853 1,35 1,85
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Figura 20. Separacao eletroforética representativa
dos amplicdes correspondentes as regides ITS dos
epifitos (a) e endofitos (b) isolados da oliveira. As
regides ITS foram amplificadas com os primers
universais /7SI-F/752 (a) e /753-/7T54 (b), sendo
os produtos de PCR separados num gel de agarose
(1%,p/v). A: Amplificacdo de DNA epifitico; B:
Amplificacdo de DNA endofitico; C-: controlo
negativo, M: Marcador molecular 100 bp.

Resultados de sequenciacdo e controlo de qualidade

Todas as amostras enviadas foram sequenciadas com sucesso, com excepcao das amostras de
epifitos 1-PM1, 1-PM3 e 1-AM2, as quais ja tinham revelado ndo serem amplificaveis, o que muito
provavelmente sugere auséncia/baixa concentracdo do respetivo DNA ou inibicdo da reacdo de PCR por
contaminantes (provavemente fenol). Um total de 3.448.414 raw reads de ITS2 foram geradas a partir
de 72 amostras, as quais apresentaram uma variacdo de 109.464 a 302.946 raw reads por amostra
(Tabela 6). Apds aplicacdo dos varios filtros, as reads de elevada qualidade foram agrupadas num total
de 1.350 SVs, incluidos em 2 filos de fungos, 9 classes, 22 ordens, 54 familias, 68 géneros e 28 espécies
com mais de 97% de identidade. O reduzido nimero de espécies identificadas ¢é justificado pela
dificuldade em discriminar espécies filogeneticamente relacionadas através da regido ITS, além da
reduzida representacdo de fungos das bases de dados (Abdelfattah ef a/. 2015). Consequentemente, as
ferramentas de bioinformatica e os bancos de dados permitem uma relativa boa identificacao de fungos
até o nivel do género, mas sao menos fiaveis para identificar espécies. Isso é particularmente notério em

membros do filo Ascomycota (o filo mais representado neste trabalho) (Abdelfattah et a/. 2015).
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Tabela 6. Numero de raw reads ITS2 em cada amostra, bem como o nimero de réplicas considerado e nimero de
ASVs finais.

indice de N° de reads N° de réplicas
Fungos Modo de produgéo Cultivar ASVs
maturagdo iniciais consideradas
Madural 164.933 305 4
Verd
erde Cobrancosa  215.910 272 5
Producéo integrada
Madural 302.947 193 5
Semi-mad
" eMAmactie Cobranosa  277.411 270 4
=l
5 Madural 109.464 95 3
Verde Cobrancosa  226.394 164 5
Agricultura Biologica
Madural 212.107 293 5
Semkmadura ) oncosa 223.574 164 5
Madural 173.677 294 4
Verd
eree Cobrancosa  202.629 293 5
Producao Integrada
Madural 269.110 409 5
Semi-mad
g emrmaci® Cobmeosa  262.060 296 5
&=
o
2 Madural 147.871 169 3
- Verde
Cobrancosa 177.115 165 4
Agricultura Biologica
Madural 221.438 388 5
Semk-madura Cobrancosa 261.774 322 5
TOTAL 3.448.414 1.350 72

Andlise global da comunidade fungica epifitica e endofitica da azeifona

Neste trabalho procedeu-se ao isolamento e caracterizacdo dos fungos da endosfera e episfera da
azeitona, o que permitiu distinguir um total de 1.350 ASVs. A maioria das ASVs pertenceram ao filo
Ascomycota (abundancia relativa de 99,8%), sendo as restantes do filo Basidiomycota (abundancia
relativa de 0,2%) (Figura 21). Em 2015, Abdelfattah ef a/. ja estudara a comunidade fingica da azeitona,
através de uma abordagem metabarcoding, obtendo abundancias relativas semelhantes destes mesmos
filos. As ASVs de Ascomycota identificadas no presente estudo pertencem principalmente a membros
das classes Dothideomycetes (com 45% de abundancia relativa), Saccharomycetes (34%) e
Sordariomycetes (16%). Estas foram igualmente as classes mais ricas, representando 28%, 23% e 22%
da riqueza fungica total, respetivamente. As classes fungicas Dothideomycetes, Sordariomycetes e
Eurotiomycetes foram detetadas como as mais abundantes em azeitonas por Abdelfattah ef a/. (2015).

Pelo contrario, a classe Saccharomycetes, e as classes menos abundantes Lecanoromycetes (com 0,3%
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de abundancia relativa), Taphrinomycetes (0,1%), Agaricomycetes (0,1%), Pezizomycetes (0,03%) e

Leotiomycetes (0,02%), ainda nao tinham sido detetadas em azeitonas através desta abordagem.
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Figura 21. Abundancia relativa (a) e riqueza (b) dos fungos isolados das
azeitonas, considerando ambas as comunidades, a epifitica e a endofitica.
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Apesar do elevado numero de ASVs identificados, poucos géneros foram responsaveis pela maioria
das reads, sendo Aureobasidium o género mais abundante (com 33% de abundancia relativa). A elevada
abundancia deste género na azeitona ja era esperada, uma vez que foi abundantemente encontrado na
azeitona por Abdelfattah ef a/. (2015). Este género é frequentemente descrito como ndo patogénico e ja
foi relatado como um agente de biocontrolo eficaz, devido a sua atividade antagonista contra varios
agentes fitopatogenicos (Nigro et al, 2018). Neste trabalho, a comunidade endofitica e epifitica da
azeitona serao caracterizadas separadamente, contrariamente ao estudo de Abdelfattah ef a/ (2015),
estando a abundancia relativa e riqueza das ordens fungicas representadas na Figura 22.

a Abundancia (%) b Riqueza (%)

S

b

Epffitos Endéfitos Epifitos Endofitos

B Dothideomycetes
Dothideomycetes | B Dothideales
Pleosporales
Chaetothyriales
Eurotiales
B Phaeomoniellales
Saccharomycetes | @ Saccharomycetales
B Coniochaetales
B Diaporthales
Sordariomycetes | Glomerellales
Hypocreales
" Xylariales
Taphrinomycetes | ® Taphrinales
B Qutros fungos Ascomycota

Eurotiomycetes

Ascomycota

Figura 22. Abundancia relativa (a) e riqueza (b) das ordens fungicas epifiticas e endofitica associadas a azeitona. Ordens
com abundancia relativa e/ou riqueza superior a 1% estao evidenciadas nas cores representadas na legenda.

Na comunidade epifitica a ordem fungica mais abundante foi Saccharomycetales (com 49% de
abundancia relativa), sendo também a mais rica (20% de riqueza). J& na comunidade endofitica, a ordem

de maior abundancia foi Dothideales (com 47% de abundancia relativa), sendo Pleosporales a mais rica
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(21% de riqueza). Verificou-se também que a comunidade endofitica e epifitica diferem mais ao nivel da
abundancia relativa do que da riqueza das suas ordens, sendo Saccharomycetales a ordem mais distinta
ao nivel da abundancia relativa (3 vezes mais abundante na comunidade epifitica comparativamente a
endofitica). Chaetothyriales é a ordem que mais diferiu de riqueza entre as comunidades (2 vezes mais
rica nos endofitos comparativamente aos epifitos).

A riqueza da comunidade flungica epifitica e endofitica da azeitona foi igualmente avaliada através
de curvas de rarefacdo, que representam a riqueza existente (numero de ASVs), em funcdo do nimero
de reads obtidas (Figura 23). Estas curvas também permitem estimar a profundidade da amostragem.
Quando a curva converge para uma assintota horizontal (p/afead), significa que um maior nimero de
amostras (reads sequenciadas) ndo teria um efeito significativo no numero detetado de ASVs, revelando
uma adequada profundidade na amostragem.

Quase todas as curvas de rarefacao relativas aos epifitos aparentam ter atingido o plateau, pelo
que as comunidades microbianas epifiticas estdo bem representadas (Figura 23.a). Por outro lado,
grande parte das curvas de rarefacdo dos enddéfitos ndo atingiram o plateau, principalmente nas amostras
provenientes de azeitonas semi-maduras (Figura 23.b), indicando que mais ASVs seriam identificadas
com uma maior profundidade de sequenciacdo. Posto isto, podemos concluir que neste trabalho a
comunidade fungica epifitica esta melhor representada do que a comunidade endofitica. Isto pode dever-
se, pelo menos em parte, ao facto da extracdo de DNA ter incidido em grande parte no DNA da oliveira
em vez de na sua comunidade flngica.

As curvas de rarefacdo das amostras epifiticas e endofiticas sugeriram que as azeitonas verdes
provenientes de agricultura biolégica apresentaram maior riqueza do que as provenientes de producao
integrada. Isto pode dever-se ao facto de na agricultura bioldgica ndo serem usados produtos quimicos,
que limitem a riqueza fungica, ao contrario do que acontece na producdo integrada. Observando as
curvas de rarefacdo dos endofitos, verifica-se uma maior riqueza fungica nas azeitonas semi-maduras
comparativamente as verdes. Ja em 2015, Abdelfattah ef a/. verificou que o numero de faxa fungicos em
azeitonas variou de 44 (em azeitonas colhidas em junho) para 88 (em azeitonas colhidas em dezembro),
refletindo um aumento da riqueza fungica endofitica da azeitona ao longo da sua maturacao. No presente
trabalho, verificou-se ainda uma maior riqueza fungica nas azeitonas semi-maduras provenientes da
cv. Madural, comparativamente a cv. Cobrancosa. Este resultado sugere que o gendtipo do hospedeiro,
a nivel do cultivar, modela a riqueza da comunidade fungica endofitica da azeitona como ja fora reportado

para outros 6rgados da oliveira por Costa ef a/ (2019).
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Figura 23. Curvas de rarefacao para as amostras flngicas epifiticas (a) e endofiticas (b) da azeitona, tendo
em consideracao aquelas obtidas para azeitonas verdes ou semi-maduras, ou para a cv. Madural ou cv.

Cobrancosa. As curvas de rarefacdo foram obtidas no software Past3 v3.26.
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De um modo geral, as curvas de rarefacdo sugeriram que as amostras estavam bem
representadas e que as amostras endofiticas apresentavam uma maior riqueza do que as epifiticas. As
diferencas entre as comunidades foram também avaliadas recorrendo a uma analise Non-Metric
Multidimensional Scaling (NMDS), com base no indice de dissimilaridade de Bray-Curtis, que tem em

consideracdo a abundancia (Figura 24).
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Figura 24. Andlise Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS) para
verificacdo do agrupamento das comunidades fungicas enddfiticas e
epifiticas pelo coeficiente de Bray-Curtis (2D Stress = 0,18).

A analise de agrupamento NMDS resultou numa boa representacdo das comunidades fungicas
endofiticas e epifiticas da azeitona (2D Stress < 0,2 (Figura 24). Verificou-se também uma maior
dispersao das amostras dos epifitos, comparativamente as amostras dos endofitos, o que era previsivel,
uma vez que os endofitos sdo protegidos das condicdes ambientais pelos tecidos das plantas,
encontrando-se num ambiente mais constante. Para verificar a dissimilaridade entre a comunidade
epifitica e endofitica da azeitona foi realizada uma analise de similaridade (ANOSIM), concluindo-se que
a comunidade endofitica e epifitica sado significativamente diferentes em termos de composicdo de
espécies (ANOSIM, #=0,28, p=0,001). Posto isto, podemos concluir que a comunidade flungica
endofitica e epifitica da azeitona sdo distintas, ao nivel da sua composicdo. Um resultado semelhante foi

verificado para as respetivas comunidades das folhas da arvore em estudo, a oliveira (Gomes et a/. 2018).

Comparagdo da comunidade fungica de azeitonas em diferentes estados de
maturacdo, modos de producdo e cultivares
As azeitonas consideradas neste estudo tém sido descritas como apresentando diferente

suscetibilidade a doenca da gafa (Cordeiro ef a/. 2011). As azeitonas verdes, tal como as provenientes
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de producao integrada e da cv. Cobancosa sdo menos suscetiveis a doenca, comparativamente as semi-
maduras, provenientes de agricultura biologica e da cv. Madural, respetivamente. Neste subcapitulo,
procurou-se compreender de que forma a comunidade fungica da azeitona se relaciona com a tolerancia
a doenca. Nesse seguimento, foram averiguadas as diferencas ao nivel da riqueza e composicdo da
comunidade fungica de azeitonas de diferentes estados de maturacdo, modos de producao e cultivar. A
riqueza (S, numero total de ASVs) é a medida mais simples de diversidade observada numa comunidade,
podendo ser adicionalmente avaliada através do calculo de indices de diversidade. Os indices mais
usados sdo o indice de Shannon (/) e o indice Simpson (1-£), que tém em consideracao para além da
riqueza as abundancias de espécies. A diversidade das diferentes comunidades fungicas foi entao
comparada através da riqueza (S) e indices diversidade [Simpson (1-£) e Shannon ()] (Tabela 7).

A rigueza da comunidade flungica total da azeitona variou significativamente entre os estados de
maturacao, modos de producao e cultivares estudados. As azeitonas verdes apresentaram uma menor
riqueza da comunidade fungica total, comparativamente as azeitonas semi-maduras, sendo que apenas
a riqueza da comunidade endofitica variou significativamente entre os estados de maturacdo. Estes
resultados sugerem que o estado de maturacao tem um maior impacto na riqueza da comunidade
fungica endofitica do que na epifitica. De acordo com a tabela 7, as azeitonas provenientes de agricultura
bioldgica apresentaram maior riqueza a nivel da comunidade fungica endofitica e epifitica do que as
provenienetes de producdo integrada. Este resultado indica que o modo de producdo afeta tanto a
comunidade endofitica como a epifitica da azeitona. Por fim, a comparacéo da riqueza entre cultivares
de oliveira revelou que a cv. Madural apresentou maior rigueza da comunidade fungica total da azeitona
do que cv. Cobrancosa, contudo apenas a comunidade endofitica foi afetada significativamente. Estes
resultados sdo corroborados pelas curvas de rarefacdo representadas na figura 23. Os indices de
diversidade (7-D e H) nao revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os estados de
maturacao das azeitonas, modos de producéo ou cultivares. No entanto, estes fatores afetam a riqueza
da comunidade fungica da azeitona, sendo que no geral tm maior impacto na comunidade flungica
endofitica do que na epifitica. Indicam ainda que o fator ‘modo de producéo’ é o que mais afeta a riqueza
da comunidade fungica da azeitona. Posto isto, podemos concluir que a riqueza da comunidade fungica
endofitica e epifitica ndo € modelada igualmente pelos mesmaos fatores, o que ja fora verificado em folhas
da oliveira (Gomes et al,, 2018). Uma vez que se verificaram diferencas significativas ao nivel da riqueza
das comunidades fungicas, uma analise mais detalhada da estrutura e composicao das comunidades
sera posteriormente apresentada.

A abundancia relativa e riqueza das ordens fungicas endofiticas e epifiticas da azeitona foi

comparada entre estados de maturacdo, modos de producéo e cultivares da oliveira (Figura 25).
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Tabela 7. Riqueza fungica (S) e indices de diversidade [Simpson (Z-0) e Shannon (4)] das amostras epifiticas e
endofiticas de azeitonas com diferentes estados de maturacdo, provenientes de modos de producdo e cultivares
distintos. Os resultados sdo representados pelo valor médio + DP. Letras sobrescritas denotam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05), onde as letras maisculas (A-B) se referem a diferenca entre epifitos e endofitos
e as minusculas (a-b) entre os estados de maturacdo/modo de producao/cultivar. As diferencas significativas estao
destacadas a negrito.

Maturacao
Verdes Semi-maduras
S H' 1-D S H' 1-D
Epifitos 711£29,5™  31:04™  09:002™ 717:269™  31:05™  00:008™
Endsfitos 93:8£331°%  33:04™  0,9+003™ 127.2:207 % 33:03™  0.9:0,00™
TOTAL  817+343%  32:04%  09:002° 100,1:336° 32404  0,9:0,03°
Modo de producao
Agricultura Bioldgica Producao integrada
S H' 1-D S H' 1-D
Epfitos 81,3:290™  32:04™  09:0,03™ 653:238°°  30:04™  00:004"
Endofites  122:227,1 Ba 55.03™  09:002™ 102,9:299 2°  31:03™  00:003
TOTAL 101,2+436,6 % 33:03°%  0,9:0,03° 81,6:339°  31:04°  09:0,03°
Cultivar
Madural Cobrancosa
S H' 1-D S H' 1-D
Eniftos 76,7430,6 ™ 3.2:05"  09:0,04" 667:255™ 3103  09:003™
Endofitos  130:04269 Ba 55.23M  (09:002™ 98.4:262 0 32:03™  00:002
TOTAL 102,5¢395%  33:04%  0,9:0,03° 82,5:309°  3,1:03° 0,9:0,03°

Como ja evidenciado aquando da avaliacdo da comunidade fungica global da azeitona,
Saccharomycetales foi a ordem mais abundante da comunidade epifitica da azeitona,
independentemente do seu estado de maturacéo, modo de producéo e cultivar. A abundancia relativa
desta ordem variou entre 42% em azeitonas verdes e 55% em azeitonas semi-maduras. Foi também a
ordem mais rica na comunidade epifitica em todas as condicOes testadas, excetuando na cv. Madural
(onde tanto Sacchraomycetales quanto Pleosporales representaram 21% da riqueza total) e na agricultura
biologica (onde a ordem mais rica foi Pleosporales, representando 21% da riqueza total). Nas restantes
condicdes, a riqueza da ordem Saccharomycetales variou entre 19% nas azeitonas semi-maduras e 24%

nas azeitonas provenientes de producao integrada.
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Figura 25. Abundancias relativas (a) e riqueza (b) das ordens fungicas enddfiicas e epifiticas associadas a azeitonas
provenientes de diferentes estados de maturacao, modos de producéo e cultivares, revelada por metabarcoding. Ordens

com abundancia reltiva e/ou riqueza superior a 1% estao evidenciadas nas cores representadas na legenda.
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Tal como previamente discutido aquando da avaliacdo da comunidade fungica global, a ordem
fungica mais abundante na endosfera da azeitona foi Dothideales, independente do estado de maturacao,
modo de producao e cultivar, variando entre 38% (em azeitonas verdes e azeitonas provenientes de
agricultura bioldgica) e 56% (em azeitonas provenientes de producao integrada). Independentemente da
proveniéncia, Pleosporales foi a ordem mais rica da endosfera da azeitona, sendo as azeitonas
produzidas por agricultura biolégica as que apresentam a menor riqueza desta ordem (18% da riqueza
total) e as azeitonas verdes a maior riqueza (25%).

A comunidade fungica epifitica das azeitonas verdes diferiu da comunidade das semi-maduras,
sobretudo ao nivel da ordem Saccharomycetales. A sua abundancia relativa aumentou 1,3 vezes das
azeitonas verdes para semi-maduras. A nivel da riqueza a maior variacdo verificou-se na ordem
Dothideales, que apresentou uma reducao de 0.6 vezes das azeitonas verdes para as semi-maduras. Na
comunidade endofitica das azeitonas verdes, Dothideales representou 37% da abundancia total e nas
semi-maduras 53%, sendo a ordem que mais variou entre estados de maturacdo, apresentando um
aumento em abundancia de 1,4 vezes com a maturacdo. A riqueza desta comunidade verificou uma
variacdo, sobretudo na ordem Pleosporales, que representou 25% da riqueza total nas azeitonas verdes
descendo para 19% em azeitonas semi-maduras (diminuicao de 0,76 vezes).

0O modo de producao afetou maioritariamente a abundéancia relativa da ordem Dothideales na
comunidade epifitica. Esta ordem apresentou uma reducao de 0,45 vezes na abundancia relativa, quando
comparando azeitonas provenientes de um modo de producdo integrada (29%) com as de agricultura
biolégica (20%). A riqueza da comunidade fungica epifitica sofreu a sua maior variacao ao nivel da ordem
Hypocreales, apresentando uma riqueza 2,2 vezes superior em azeitonas provenientes de producao
integrada (11% da riqueza total) do que em azeitonas biolégicas (5%). Tal como na comunidade fungica
epifitica, na endofitica verificou-se a maior oscilacdo da abundancia relativa na ordem Dothideales. Esta
ordem foi aquela que apresentou uma maior reducéo (0,67 vezes), comparando azeitonas provenientes
de producao bioldgica (55%) com azeitonas biologicas (37%). Ao nivel da riqueza, Pleosporales foi a
ordem que mais contribuiu para a diferenca da comunidade endofitica, apresentando uma reducéo de
0,74 vezes das azeitonas provenientes de producao integrada (23%) para as biologicas (17%).

A cultivar afetou maioritariamente a abundancia relativa da ordem Dothideales na comunidade
fungica epifitica, sendo esta 2,9 vezes mais abundante na cv. Madural (29% da abundancia total) do que
em cv. Cobrancosa (10%). Ao nivel da riqueza, a ordem mais afetada foi Pleosporales, sendo 1,25 vezes
mais rica na cv. Madural (20% da riqueza total) do que na cv. Cobrancosa (16%). A ordem Pleosporales
foi também a que sofreu uma maior variacdo da abundancia ao nivel da comunidade fungica endofitica

entre as cultivares, sendo 1,87 mais abundante na cv. Cobracosa (15%) comparativamente a cv. Madural
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(15%). Ao nivel da riqueza, Xylariales foi a ordem que mais variou entre os enddfitos, sendo 1,5 vezes
mais rica na cv. Cobrancosa relativamente a cv. Madural (6%).

Estes resultados sugerem que o estado de maturacdo, modo de producéo e cultivar tm um maior
impacto ao nivel da abundéncia relativa das ordens flingicas do que na sua riqueza, sendo a abundancia
da ordem Dothideales a principalmente afetada pelos fatores em estudo. Deste modo, foram realizados
testes estatisticos (ANOSIM) com base no indice de Bray-Curtis para verificar se a estrutura da
comunidade flungica da azeitona varia significativamente entre estados de maturacdo, modos de
producdo e cultivares (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados do teste estatistico ANOSIM com base no indice de Bray-Curtis para a
comunidade fungica epifitica, endofitica e total da azeitona. Os resultados s&o representados
pelo valor de Ae p. As diferencas significativas (p<0,05) estdo destacadas a negrito.

Estado de Maturagao Modo de Produgéo Cultivar
Epifitos R=0.07 p=0.04 R=0.004 p=0.47 R=0.005 p=0.48
Endofitos R=0.29 p=0.001 R=0.11 p=0.005 R=-0.009 p=0.52
TOTAL R=0.02 p=0.12 R=0.01 p=0.28 R=0.01 p=0.76

De acordo com os resultados da tabela 8, o unico fator que contribuiu significativamente para a
variacdo da estrutura da comunidade fungica epifitica foi o ‘estado de maturacdo’ (ANOSIM, #=0,07,
p=0,04). Ja a estrutura da comunidade endofitica foi afetada significativamente pelo estado de maturacéo
(ANOSIM, #=0,29, p=0,001) e modo de producdo (ANOSIM, #7=0,11, p=0,005). Apesar disso, nenhum

dos fatores testados contribuiu significativamente para a estrutura da comunidade fungica total da
azeitona. Estes resultados permitem inferir que os fatores testados neste trabalho (estado de maturacéo,
modo de producdo e cultivar) tém maior impacto na estrutura da comunidade fungica endofitica da
azeitona do que na epifitica. Verifica-se igualmente que o estado de maturacéo é, dos fatores testados, o
que mais influencia a estruturacdo da comunidade fungica da azeitona. Estes resultados foram
complementados com as respetivas analises Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS), com base no
indice de dissimilaridade de Bray-Curtis (Figura 26).

Nos graficos NMDS verificou-se uma maior dispersdo nas amostras epifiticas (Figura 26.a)
relativamente as endofiticas (Figura 26.b,c), o que ja era esperado tendo em conta os resultados
presentes na figura 24. Nao se verificaram agrupamentos evidentes na comunidade epifitica (Figura
26.a), o que corrobora o baixo valor A obtido na analise ANOSIM (#=0,07, p= 0,04). Analisando a
comunidade fungica endofitica, as azeitonas verdes apresentam comunidades mais distintas entre si do
que as das semi-maduras. Aquando da colheita das azeitonas semi-maduras, a disponibilidade de

azeitonas aparentemente sas foi muito reduzida, pelo que grande parte das azeitonas apresentava
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sintomatologia da gafa. Isto pode justificar, pelo menos em parte, o facto das azeitonas semi-maduras
apresentarem uma comunidade fungica mais idéntica entre si do que as verdes (Figura 26.b). Também
na comunidade fungica endofitica das azeitonas provenientes de agricultura biologica se verificou maior
heterogeneidade na estrutura das comunidades, do que nas provenientes de producao integrada (Figua
26.c). Isto deve-se, possivelmente, ao facto de em producao integrada serem usados produtos quimicos
que condicionam a comunidade flngica da azeitona, o que ndo acontece em agricultura biologica. De
realcar ainda que os agrupamentos entre as comunidades endofiticas de azeitonas com diferentes
estados de maturacdo sdo mais evidentes do que entre modos de producao, o que é corroborado pelo
maior valor de / obtido na analise ANOSIM relativo ao estado de maturacdo (F= 0,11, p=0,005) em

comparacao com o modo de producdo (R= 0,29, p=0,001).
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Figura 26. Analises Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS) para verificacdo do agrupamento das
comunidades fungicas epifiticas (a) e enddfiticas (b,c) pelo coeficiente de Bray-Curtis (2D Stress = 0,18).

Grupos fingicos potencialmente envolvidos na suscetibilidade e folerdncia das oliveiras

4 doenca da gafa
No subcapitulo anterior, verificou-se que o estado da maturacdo, modo de producao e cultivar da
oliveira afetam a riqueza e/ou estrutura da comunidade fungica endofitica e/ou epifitica da azeitona.
Assim sendo, neste capitulo sera analisada de que forma a riqueza e estrutura da comunidade fungica
se relacionam com a suscetibilidade das azeitonas a doenca da gafa, a fim de detetar grupos fungicos
relevantes para a fitossanidade da oliveira. O estado de maturacdo, modo de producao e cultivar para
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além de afetarem a riqueza fungica endofitica e/ou epifitica da azeitona afetaram também
significativamente a riqueza fungica total presente nas azeitonas. Posto isto, analisou-se detalhadamente

as variacdes da riqueza na comunidade fungica endofitica e epifitica da azeitona (Tabela 9).

Tabela 9. Riqueza fungica (S das amostras epifiticas e endofiticas da azeitona, provenientes de estados de maturacao,
modos de producéo e cultivares diferentes. Os resultados sdo representados pelo valor médio + DP. As diferencas
significativas (p < 0,05) estdo evidenciadas por: letras maisculas sobrescritas (A-B) quanto aos modos de producéo,
letras minusculas sobrescritas (a-b) quanto aos estados de maturacéo, e letras gregas sobrescritas (a-B) quanto aos
cultivares.

Verdes Semi-maduras
S S
Madural 109,2:+44,1 2@ 57.0:25 5 %
Agricultura bioldgica
A A
3 Cobrangosa 83,8429 5 2 80,8+38,8
& Madural B Bb
adura 433132 89.8+23,0 %
Producao integrada
Cobrangosa 45,047 2 53 55,5:27 8 26
Madural 152,0+9,8 "2 148 4:15,5 7%
Agricultura biologica
g Cobrancosa 104,8:31,6 6 105,2+34,2 "6
3
c
(]
Madural 74,036,152 141,6+19,9 "0
Producao integrada
Cobrangosa 63,0+14,0 22 113,6:6,4 "6

Os resultados revelaram que a comunidade fungica epifitica e endofitica ¢ mais rica em azeitonas
verdes de agricultura bioldgica, do que em azeitonas verdes de producdo integrada. De modo a
compreender as diferencas entre a riqueza fungica em azeitonas verdes de ambos os modos de producéo
realizou-se um diagrama de Venn (Figura 27.a), que revelou a existéncia de 506 ASVs exclusivas da
comunidade fungica das azeitonas verdes biologicas e 331 ASVs exclusivas das azeitonas verdes
provenientes da producdo integrada. As ASVs exclusivas da agricultura biologica e da producdo integrada
foram classificadas quando a sua ordem fungica e representadas percentualmente na figura 28.

As riquezas exclusivas de cada modo de producao diferiram entre si principalmente ao nivel da
ordem Dothideales (Figura 28). Esta ordem representou 7,2% da riqueza exclusiva de agricultura bioldgica
e apenas 0,3% da riqueza exclusiva de producdo integrada. Sabe-se que Dothideales é uma das maiores
ordens de fungos fitopatogénicos (Callan & Carris, 2004), pelo que, a sua maior incidéncia em azeitonas
biolégicas podera estar associada a maior suscetibilidade destas azeitonas a doenca da gafa. As ASVs

Dothideales exclusivas de agricultura bioldgica consistiram em Aureobasidium spp. (27%), Aureobasidium
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pullulans (23%), Hormonema spp. (15%), Dothideaceae (15%) outros Dothideales (12%) e Pseudoseptoria
spp. (8%) (anexo 3). Apesar de 50% dos membros da ordem Dothideales exclusivos de agricultura
bioldgica consistirem em Aureobasisium spp., um género frequentemente descrito como ndo patogénico,
esta ordem também incluiu membros fitopatogénicos como Pseudoseptoria spp. (Carmona et al. 1996).
Também a abundancia do agente causador da doenca da gafa (Colletotrichum spp., ordem Glomerellales
da classe Sordariomycetes) foi duas vezes maior em azeitonas verdes biologicas (2,2% de abundancia
relativa) do que naquelas provenientes de producao integrada (1,1%). Este resultado esta de acordo com
a maior suscetibilidade & gafa das azeitonas biologicas, comparativamente as de producéo integrada. A
maior suscetibilidade em agricultura biolégica pode dever-se ao facto de nao serem utilizados quimicos,
permitindo assim a maior estabilizacao no microbioma da oliveira de espécies prejudiciais a sua
fitossanidade (potencialmente membros Dothideales, mas também dos agentes causadores da doenca

da gafa).

a) b) c)
AB
506

Figura 27. Diagrama de Venn com as ASVs exclusivas e compartilhadas entre a comunidade fungica: (a) das azeitonas
verdes de agricultura biologica (AB) e de producao integrada (Pl); (b) das azeitonas verdes (V) e semi-maduras (SM) de
producdo integrada; (c) das azeitona Madural (M) e Cobrancosa (C).
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Figura 28. Riqueza fungica exclusiva de azeitonas verdes biologicas (AB) e provenientes de producao integrada (Pl).
Ordens com riqueza superior a 1% estao evidenciadas nas cores representadas na legenda.
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A riqueza da comunidade fungica endofitica e epifitica das azeitonas de producdo integrada
aumentou com a maturacao do fruto, ao contrario do verificado na comunidade fungica das azeitonas
biologicas, sendo que estas mantiveram uma riqueza elevada independentemente do estado de
maturacdo do fruto (Tabela 9). De modo a compreender as diferencas entre a riqueza fungica em
azeitonas verdes e semi-maduras de producao integrada foi realizado um diagrama de Venn (Figura
27.b), que revelou a existéncia de 124 ASVs exclusivas da comunidade fungica nas azeitonas verdes e
436 ASVs exclusivas da comunidade fungica nas azeitonas semi-maduras provenientes da producao
integrada. As ASVs exclusivas das azeitonas verdes e semi-maduras da producdo integrada foram
classificadas quando a sua ordem fungica e representadas percentualmente na figura 29.

As ASVs exclusivas de cada estado de maturacdo diferiram entre si principalmente ao nivel da
ordem Hypocreales (Figura 29). Esta ordem representou 22% da riqueza exclusiva das azeitonas verdes
e apenas 10% da riqueza exclusiva das semi-maduras de producdo integrada. As espécies da ordem
Hypocreales tém sido amplamente utilizadas na erradicacéo de pragas do solo e plantas (Kaya & Lacey,
2007), pelo que a sua elevada riqueza em azeitonas verdes comparativamente as semi-maduras, pode
estar relacionada com a sua menor suscetibilidade a doenca da gafa. As ASVs Hypocreales exclusivas
das azeitonas verdes de producdo integrada consistiram em Sarocladium strictum (26%), Trichothecium
roseum (13%), Fusarium spp. (19%), Gibberella spp. (13%), Nectriaceae (13%), Acremonium spp. (11%)
e Fusarium proliferatum (6%) (anexo 4). Destes, Sarocladium strictum, Trichothecium roseum e
Acremonium spp. ja foram descritos como agentes de biocontrolo contra agentes fitopatogénicos (Rojas
et al. 2020, Jayaprakashvel et a/ 2010, Sathiyabama & Balasubramanian, 2018 ). Além disso, nas
azeitonas verdes de producao integrada verificou-se uma menor abundancia relativa do agente causador
da doenca da gafa (Collefotrichum spp., classe Sordariomycetes), relativamente as azeitonas semi-
maduras, observando-se um aumentou de cerca de 6 vezes durante a maturacéo (de 0,2% em azeitonas
verdes para 1,2% nas semi-maduras). Efetivamete, as azeitonas semi-maduras de producao integrada
apresentam maior suscetibilidade a doenca da gafa do que as verdes (Moral ef a/ 2014). A menor
suscetibilidade das azeitonas verdes podera assim dever-se a estes dois fatores, maior riqueza fungica
de membros Hypocreales e menor abundancia de Colletotrichum spp. comparativamente as azeitonas
semi-maduras, 0s quais poderao estar relacionados.

A comparacao da riqueza da comunidade fungica entre cultivares da oliveira revelou que a cv.
Madural apresenta, geralmente, maior riqueza fungica do que a cv. Cobrancosa (Tabela 9). Assim sendo,
foi gerado um diagrama de Venn para compreender as diferencas entre a riqueza fungica das cvs.

Madural e Cobrancosa (Figura 27.c). Existem 434 ASVs exclusivas da comunidade fungica nas azeitonas
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da cv.Madural e 353 ASVs nas azeitonas da cv. Cobrancosa, as quais foram classificadas quanto a sua

ordem fungica e representadas percentualmente na figura 30.
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Figura 29. Riqueza fungica exclusiva de azeitonas verdes (V) e semi-maduras (SM) de producao integrada. Ordens com
riqueza superior a 1% estdo evidenciadas nas cores representadas na legenda.
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Figura 30. Riqueza fungica exclusiva de azeitonas Cobrancosa (C) e Madural (M). Ordens com riqueza superior a 1%
estdo evidenciadas nas cores representadas na legenda.
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As ASVs exclusivas de cada cultivar diferiram entre si, principalmente ao nivel da ordem Xylariales
(Figura 30). Esta ordem foi 2,5 vezes mais rica em azeitonas da cv. Cobrancosa (10%) do que nas da cv.
Madural (4%). A ordem Xylariales € uma das mais ricas em espécies produtoras de metabolitos
secundarios e recentemente varios membros desta ordem tém vindo a demonstrar capacidade de
biocontrolo de agentes fitopatogénicos (Becker & Stadler, 2021). Posto isto, a riqueza desta ordem em
azeitonas da cv. Cobrancosa pode estar relacionada com a sua menor suscetibilidade a doenca da gafa,
relativamente a azeitonas da cv. Madural. As ASVs da ordem Xylariales, exclusivas das azeitonas da
cv. Cobrancosa, consistiram em membros das familias Xylariaceae (33%), Sporocadaceae (27%), outras
familias Xylariales (13%), assim como Pseudophloeospora jollyi (7%), Eutypa spp. (6%), Phialemoniopsis
spp. (6%), Daldinia vernicosa (2%) Phialemoniopsis cornearis (2%) Pestalotiopsis spp. (2%) e
Annulohypoxylon spp. (1%) (anexo 5). Membros de Phialemoniopsis spp. e Annulohypoxylon spp. ja
foram descritos como agentes de biocontrolo de agentes fitopatogénicos (Amninder ef a/. 2014, Gauchan
et al, 2020). Em 2015, Landum et a/., descreveram membros da ordem Xylariaceae como agentes de
biocontrolo de Colletfotrichum acutatum. Nas azeitonas da cv. Cobrancosa verificou-se uma abundéancia
relativa de Colletotrichum spp. de 1,9%, enquanto que as da cv. Madural apresentaram apenas uma
abundancia de 1,4%, o que corresponde a uma reducao de 0,73 vezes. Este resultado esta relacionado
com a maior tolerancia das azeitonas cv. Cobrancosa a doenca da gafa, relativamente as da cv. Madural.
De salientar que neste estudo apenas foram consideradas azeitonas aparentemente saudaveis, pelo que
a cv. Cobrancosa apesar de apresentar uma maior abundancia de Collefotrichum spp. nao apresentava
sintomatologia da gafa. A menor suscetibilidade de Cobrancosa a doenca da gafa pode assim dever-se a
maior riqueza da ordem Xylariales relativamente a cv. Madural, a qual pode condicionar a abundancia
do agente causal da gafa. Deste modo, na tentativa de relacionar a tolerancia da cv. Cobrancosa a gafa
com a presenca de determinados grupos fungicos, foram averiguadas as ASVs exclusivas da comunidade
epifitica e endofitica desta cultivar (Figura 31).

a) b)

Figura 31. Diagrama de Venn com as ASVs exclusivas e compartilhadas entre a
comunidade fungica epifitica (a) e endofitica (b) de azeitonas das cvs. Madural (M) e
Cobrancosa (C).

As azeitonas das cvs. Madural e Cobrancosa partilharam 57% e 70% das suas comunidades
fungicas endofiticas e apenas 49% e 51% das epifiticas, respetivamente. Assim sendo compatilharam
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mais a sua riqueza fungica endofitica da azeitona do que a epifitica. Os grupos taxonémicos exclusivos
da comunidade epifitica e endofitica da cv. Cobrancosa estdo representados na Figura 32.

Os grupos taxondmicos epifiticos exclusivos da cv. Cobrancosa apresentaram, no geral, maior
riqueza e abundancia relativa do que os endofiticos (Figura 32). Os epifitos exclusivos das azeitonas da
cv. Cobrancosa, Soracladium strictum (abundancia de 1,3%; riqueza de 2,1%), Caloplaca spp.
(abundancia de 0,8%; riqueza de 1%) e Phialemoniopsis cornearis (abundancia de 0,04%; riqueza de
0,3%), ja foram previamente destacados pela sua capacidade antiflingica, inclusivamente contra agentes
fitopatogénicos (Rojas et al, 2020, Manojlovic et al, 2005, Mastan et al, 2019). Também
Pseudobillarda sp. (abundancia de 0,8%; riqueza de 1%) ja foi descrita como agente de biocontrolo do
nematode parasita de plantas Rotylenchulus reniformis (Russi, 2012). No entanto, nenhum relato sobre
a relacao deste género com as plantas é conhecido. Fusicolla spp., Kazachstania humilis, Aspergillus

tardicrescens e Parafenestella spp. ndo foram descritos, até ao momento, como agentes fitopatogénicos
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Figura 32. Abundancias relativas e riqueza dos grupos taxondmicos
epifiticos (a) e endofiticos (b) presentes exclusivamente em azeitonas
das cvs. Cobrancosa e Madural.
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nem como potenciais agentes de biocontrolo. Os restantes géneros e espécies epifiticos exclusivos da
cv. Cobrancosa foram descritos como sendo fitopatogénicos (Trouillas & Gubler, 2004; Loureiro et al.
2018; Kraus et al. 2020; Shamoun et a/. 2003; Hanso & Drenkhan). Colletotrichum spp. (abundancia
de 1,6%; riqueza de 1%) foi um dos géneros fitopatogénicos encontrados exclusivamente na episfera da
cv. Cobrancosa, o que corrobora a maior tolerancia desta cultivar a doenca da gafa, comparativamente
a cv. Madural. Apesar deste género estar presente na episfera das azeitonas da cv. Cobrancosa nenhuma
destas exibiu sintomatologia da gafa. Nas azeitonas aparentemente sas da cv. Madural nado foram
identificadas ASVs de Collefotrichum spp. na sua episfera, sugerindo que a sua auséncia pode evitar o
aparecimento dos sintomas da gafa.

Dos faxa endofiticos exclusivos da cv. Cobrancosa, Bamettozyma californica (abundancia de
0,05%; riqueza de 0,8%) foi previamente reportada por exibir /n vifro efeitos antagonistas
contra Colletotrichum gloeosporioides (Fu et al. 2016). Espécies do género Amanita (abundancia de
0,01%; riqueza de 0,3%) apresentam também capacidade inibitdria /7 vitro contra agentes fitopatogénicos
(Rodrigues & Martins, 2005). Jackrogersella multiformes, Podospora spp. e Lophiostormna spp. nao foram
descritos, até ao momento, como agentes fitopatogénicos nem como potenciais agentes de biocontrolo.
Os restantes grupos taxondmicos endofiticos exclusivos da cv. Cobrancosa foram previamente descritos
como sendo agentes fitopatogénicos (Yamada ef a/ 1990; Hlaiem et a/. 2018; Pereyra & Dill-Macky,
2008; Celiker et al. 2012; Vicente et a/. 2008; Phookamsak et a/. 2014). Posto isto, na comunidade
fungica epifitica de cv. Cobrancosa detetaram-se mais provaveis agentes de biocontrolo de Colletotrichum
spp. do que na comunidade endofitica. Além disso, os potenciais agentes de antagonismo epifiticos
apresentam também maior abundancia e riqueza do que os endofiticos. Soracladium strictumn, Caloplaca
spp., Phialemoniopsis cornearis, Pseudobillarda spp., Barnettozyma californica e Amanita spp., deverdo
ser considerados para futuros ensaios de antagonismo contra Collefotrichum spp. No entanto,
Soracladium strictum parece o mais promissor uma vez que apresentou uma abundancia e riqueza
elevada comparativamente aos restantes. Além disso, ja se verificara anterioremente neste trabalho uma
elevada riqueza desta espécie em azeitonas verdes (menos suscetiveis a doenca) comparativamente as
semi-maduras (mais suscetiveis a doenca) de producado integrada (anexo 4). O estudo da funcao
ecolégica de Fusicolla spp., Kazachstania humilis, Aspergillus tardicrescens, Parafenestella spp.,
Jackrogersella multiformes, Podospora spp. e Lophiostorna spp. na oliveira podera ser pertinente para a
selecao de agentes de biocontrolo.

O estado de maturacdo, modo de producédo e cultivar para além de afetarem a riqueza da
comunidade fungica endofitica e/ou epifitica afetaram também a estrutura destas comunidades (Tabela

8). Deste modo, foram realizados testes estatisticos (ANOSIM) com base no coeficiente de Bray-Curtis
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para verificar como a estrutura da comunidade flungica varia entre grupos que diferem apenas no estado
de maturacdo, modo de producdo ou cultivar da azeitona (Tabela 10). Os resultados da tabela 10
permitiram concluir que a estrutura das comunidades fungicas epifiticas nao variou entre azeitonas em
diferentes estados de maturacdo, modos de producdo ou cultivares. Isto indica que estes fatores tém
pouca influéncia na estruturacdo da comunidade fungica epifitica como ja fora constatado anteriormente
(Tabela 8). Verificou-se que o estado de maturacao ¢ o fator que mais afeta a estruturacdo da comunidade
endofitica, seguido pelo modo de producéo e finalmente pela cultivar, estando de acordo com os dados
da tabela 8. As azeitonas de producao integrada sofreram alteracdes significativas na estrutura da sua

comunidade fungica endofitica com a maturacéo do fruto, independentemente da cultivar. Posto isto,

Tabela 10. Resultados do teste estatistico ANOSIM com base no coeficiente de Bray-Curtis entre grupos fungicos
provenientes de azeitonas que variam apenas no estado de maturacdo (a), modo de producdo (b) ou cultivar (c). Os
resultados sdo representados pelo valor de Ae p. As diferencas significativas (p<0,05) estao destacadas a negrito.

a) Estado de Maturagéo
Madural p=0,89 R=-0,16
“ Agricultura Biolégica
S Cobrangosa p=0,15R=0,10
E
& Madural p=0,12 R=0,26
Producéo Integrada
Cobrangosa p=0,5 R=-0,01
Madural p=0,01 R=0,96
9 Agricultura Biolégica
= Cobrangosa p=0,23 R=0,08
ke]
= Madural p=0,01 R=0,66
Producéo Integrada
Cobrangosa p=0,03 R=0,28
b) Modo de Produgio
Madural p=0,37 R=0,07
Verdes
8 Cobrangosa p=0,45 R=-0,004
E
& Madural p=0,64 R=-0,07
Semi-maduras
Cobrangosa p=0,63 R=-0,06
Madural p=0,05 R=0,14
@0 Verdes
= Cobrangosa p=0,22 R=0,11
ke]
b Madural p=0,13 R=0,13
Semi-maduras
Cobrangosa p=0,003 R=0,49
c) Cultivar
Agricultura bioldgica p=0,51 R=-0,03
“ Verdes
o Producgéo intergada p=0,55 R=-0,03
E
o Agricultura bioldgica p=0,90 R=0,11
Semi-maduras
Producgéo intergada p=0,11 R=0,18
Agricultura biolégica p=0,87 R=-0,25
) Verdes
£ Producgo intergada p=0,11 R=0,27
O
& . Agricultura biolégica p=0,003 R=0,45
Semi-maduras
Produgéo intergada p=0,59 R=-0,04
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foi verificado qual o impacto da maturacdo na comunidade endofitica das azeitonas provenientes de
producdo integrada (Figura 33). As abundancias relativas das ordens de cada estado de maturacéo
diferiram entre si, principalmente ao nivel da ordem Dothideales (Figura 33). Esta ordem representou
uma abundancia relativa de 46% nas azeitonas verdes e de 62% nas semi-maduras provenientes de
producao integrada. Nas azeitonas semi-maduras, a ordem Dothideales foi constituida por Aureobasidium
spp. (97%) e membros Dothideaceae (3%) (anexo 4). Averiguando a abundancia relativa de Colletotrichum
spp., constatou-se que este género apresentou uma abundancia relativa de 0,5% em azeitonas verdes e
de 0,2% nas semi-maduras na endosfera, o que contrasta com a sua maior abundancia total nas
azeitonas semi-maduras do que nas verdes (0,2% em azeitonas verdes e 1,2% nas semi-maduras). O
aumento da abundancia de Aureobasidium spp. na comunidade endofitica nas azeitonas semi-maduras,
comparativamente as verdes (Figura 33), pode ser responsavel pela diminuicdo da abundéancia de
Colletotrichum spp. na endosfera, uma vez que este género foi descrito como um agente de biocontrolo
eficaz contra varios agentes fitopatdgenicos (Nigro ef a/. 2018). Isto sugere que a elevada abundancia de
Colletotrichum spp. em azeitonas semi-maduras de producao integrada comparativamente as verdes

deve-se, sobretudo, a presenca de Colletotrichum spp. na episfera.

3.4. Conclusao
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Figura 33. Abundancias relativas das ordens fungicas endofiticas associadas a azeitonas verdes (V) e semi-maduras
(SM) provenientes de producdo integrada. Ordens com abundancia relativa e/ou riqueza superior a 1% estdo
representados na legenda.

0 isolamento e caracterizacdo dos fungos da endosfera e episfera da azeitona permitiu distinguir
um total de 1.350 ASVs. Estas pertenceram ao filo Basidiomycota e, maioritariamente, ao filo
Ascomycota. Neste estudo, detetaram-se na azeitona, pela primeira vez, as classes Saccharomycetes,
Lecanoromycetes, Taphrinomycetes, Agaricomycetes, Pezizomycetes e Leotiomycetes, através de uma
abordagem metabarcoding. Aureobasidium foi o género mais abundante no fruto em estudo. A
comparacao entre a comunidade endofitica e epifitica da azeitona permitiu concluir que estas diferem

significativamente quanto a sua composicao. Independentemente do estado de maturacao, modo de
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producdo ou cultivar da oliveira, Saccharomycetales ¢ a ordem fungica mais abundante na episfera e
Dothideales na endosfera da azeitona. Dos fatores testados neste trabalho (estado de maturacédo, modo
de producao, e cultivar), o ‘modo de producdo’ foi o que mais afetou a riqueza da comunidade fungica
da azeitona e o ‘estado de maturacao’ a estrutura da comunidade. Em ambos os casos, a comunidade
fungica endofitica da azeitona foi mais afetada do que a comunidade epifitica.

As azeitonas verdes de agricultura biologica apresentaram maior riqueza fungica do que as
azeitonas verdes de producao integrada, sobretudo ao nivel da ordem Dothideales. Assim sendo, a maior
suscetibilidade das azeitonas biologicas a gafa podera estar associada a maior rigueza em fungos
prejudiciais a fitossanidade, dada a evidente riqgueza em fungos da ordem Dothideales, que inclui muitas
espécies fitopatogénicas. Nas azeitonas verdes de producdo integrada verificou-se uma maior riqueza
relativa da ordem Hypocreales (sobretudo da espécie Soracladium strictum) comparativamente as semi-
maduras. A maior suscetibilidade das semi-maduras parece relacionar-se com o0 aumento da abundancia
de Colletotrichum spp. na episfera. Na endosfera destas azeitonas, a abundancia de Colletotrichum spp.
diminui com o amadurecimento do fruto, possivelmente devido ao aumento da abundancia do género
Aureobasidium.

Este estudo corrobora a ja reportada maior tolerancia das azeitonas da cv. Cobrancosa a doenca
da gafa comparativamente as da cv. Madural (Cordeiro ef a/. 2011). Na episfera das azeitonas da cv.
Madural, aparentemente sas, nao foram detetado Colletotrichum spp., sugerindo que a sua possivel
presenca poderia eventualmente potenciar o aparecimento de sintomatologia da gafa. Por outro lado, as
azeitonas da cv. Cobrancosa, apesar de apresentarem Colletotrichum spp. na sua episfera, ndo
desenvolveram sintomatologia da gafa. A maior tolerancia das azeitonas da cv. Cobrancosa a presenca
de Colletotrichum spp. podera relacionar-se com a sua maior riqueza relativa da ordem Xylariales,
comparativamente as da cv. Madural.

Os epifitos Soracladium strictum, Caloplaca spp., Phialemoniopsis cornearis, Pseudobillarda
spp., e os endofitos Barnettozyma californica e Amanita spp. estao exclusivamente presentes na cultivar
mais tolerante e ja foram descritos como potenciais agentes de biocontrolo. Posto isto, deverdo ser
considerados para futuros ensaios de antagonismo contra Colletotrichum spp.. Nao obstante,
Soracladium strictum parece ser a espécie mais promissora, uma vez que apresentou uma riqueza e
abundancia elevada em cv. Cobrancosa, comparativamente aos restantes potenciais agentes de
biocontrolo. Além disso, foi verificada a sua elevada riqueza em azeitonas verdes provenientes de
producdo integrada (pouco suscetiveis a doenca da gafa), comparativamente as semi-maduras (mais

suscetiveis a doenca da gafa).
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4, Conclusao
Este trabalho teve como principal objetivo avaliar as potencialidades do microbioma nativo da oliveira na

luta bioldgica contra a doenca da gafa. Para isso estudaram-se os mecanismos de interacao entre fungos
nativos da oliveira (Penicillium spp.) e 0s seus agentes causadores da gafa (Colletotrichum spp.). Os
testes de antagonismo entre Colletotrichum spp. e Penicillium spp. foram realizados em cultura dupla /n
vitro e comprovaram a capacidade inibitéria de Penicillium spp. A inibicdo foi conseguida devido a
mecanismos de antibiose. Dos indculos Colletotrichum spp. testados, C. fiorinae foi 0 mais inibido por
Penicillium spp. e 0s inoculos com maior capacidade de inibicao foram P aff. commune e
P. roseopurpureum. Estes induziram alteracdes morfolégicas nas hifas de Colletotrichum spp.
(ramificacao ou agregacao de hifas), sendo que os danos foram mais evidentes quando ocorriam na
presenca simultanea de duas espécies Penicillium, comparativamente na presenca de apenas uma. Sera
necessaria investigacdo adicional para avaliar o potencial de Penicillium spp. como agentes de
biocontrolo, pois os metabolitos secundarios produzidos /n7 wiro podem nao ser expressos ou ter menor
expressao /n vivo. Além das abordagens culturais usadas para a selecao de agentes de biocontrolo, foi
também considerada uma abordagem nao cultural. Através de uma analise por metabarcoding utilizando
a regiao ITS como barcode, comparou-se a comunidade fungica (epi- e endofitica) de azeitonas de
diferentes proveniéncias com o objetivo de selecionar potenciais agentes de biocontrolo da doenca. As
azeitonas provieram de dois sistemas de producéao diferentes (agricultura biolégica e producao integrada)
e de duas cultivares com diferentes suscetibilidades a gafa (cv. Madura/ - moderadamente suscetivel —
e cv. Cobrangosa — resistente). A comunidade fungica associada a cada cultivar foi também investigada
em frutos em diferentes estados de maturacéo (verdes e semi-maduros).

Este foi o primeiro estudo que caracterizou separadamente a comunidade flingica endofitica e
epifitica da azeitona recorrendo a esta metodologia. Pela primeira vez foram detetados membros das
classes Saccharomycetes, Lecanoromycetes, Taphrinomycetes, Agaricomycetes, Pezizomycetes e
Leotiomycetes na azeitona através desta abordagem. Fungos que, previamente foram descritos como
abundantes na azeitona, foram igualmente detetados neste trabalho, como é o caso do género
Aureobasidium. As comunidades fungicas epi- e endofiticas apresentaram diferencas, a nivel da riqueza
e estrutura entre estados de maturacdo, modos de producao e cultivares. Independentemente destes
fatores, Saccharomycetales foi a ordem fungica mais abundante na episfera e Dothideales na endosfera
da azeitona. O fator ‘modo de producao’ foi o que mais afetou a riqueza da comunidade flingica da
azeitona e o fator ‘estado de maturacéo’ a estrutura da comunidade. Em ambos os casos, a comunidade
fungica endofitica da azeitona foi mais afetada do que a comunidade epifitica. Além disso, a comunidade

fungica epifitica revelou-se mais divergente em comparacdo com a comunidade endofitica. Esse resultado
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pode estar relacionado a endosfera ser mais propensa a reter comunidades microbianas do que a
episfera, cujas comunidades de fungos estdo mais expostas as condicdes ambientais. Além disso, deve
ser tida em consideracdo a variacdo quimica que ocorre na endosfera da azeitona, no decorrer da
maturacao da azeitona e de acordo com a cultivar em consideracao.

Os resultados deste trabalho indicam que a suscetibilidade das azeitonas a doenca da gafa podera,
em parte, estar relacionada com a presenca e abundancia de determinados faxa fungicos. A riqueza da
ordem Dothideales podera estar relacionada com a suscetibilidade da azeitona e a riqueza das ordens
Hypocreales e Xylariales podera relacionar-se com a sua tolerancia. O modo de producao integrada
resultou numa reducédo para metade do inoculo Colletotrichum spp., comparativamente a producao
biologica. Contudo, a maturacdo das azeitonas de producdo integrada resultou no aumento da
abundancia relativa de Collefotichum spp., que ocorreu principalmente ao nivel da episfera. Na endosfera
a abundancia do agente causador da gafa diminuiu com o amadurecimento do fruto, possivelmente
devido ao aumento em abundancia do género Aureobasisium spp.. Este estudo corroborou ainda a maior
tolerancia das azeitonas da cv. Cobrancosa relativamente as da cv. Madural. Isto porque as azeitonas da
cv. Madural, aparentemente sas, ndo apresentaram Colletotrichum spp. na sua episfera. A possivel
presenca de espécies deste género poderia eventualmente conduzir ao aparecimento de sintomatologia
da gafa. Pelo contrario, as azeitonas da cv. Cobrancosa apresentaram Collefotrichum spp. na sua
episfera, mas nao desenvolveram sintomatologia da gafa.

As cultivares em estudo exibiram quantidades diferentes de fungos com funcdes ecoldgicas
distintas, o que podera explicar, pelo menos em parte, as suas diferentes suscetibilidades a doenca da
gafa. Considerando que a cv. Cobrancosa é tolerante e a cv. Madural suscetivel a gafa, foram
selecionados os candidatos mais promissores para o controlo biolégico do agente causal da gafa.
Verificou-se que a comunidade fungica exclusiva das azeitonas da cv. Cobrancosa contém
microrganismos benéficos como: Soracladium strictum, Caloplaca spp., Phialemoniopsis cornearis,
Pseudobillarda spp., Barnettozyma californica e Amanita spp. que poderdo ajudar no combate a doenca.
Estes microrganismos deverao ser explorados como antagonistas de Collefotrichum spp., de modo, a
que, futuramente, possam constituir agentes de biocontrolo com um impacto positivo significativo na
producdo de azeitona/azeite. O género Penicillium, que exibiu neste trabalho atividade antagonista /in
vitro contra Collefotrichum spp., foi detetado nas azeitonas pelo que seu estudo /7 vivo sera pertinente.

Este trabalho contribuiu para o melhor conhecimento da estrutura da comunidade fungica da
azeitona e permitiu selecionar espécies com potencial bioprotetor da oliveira. Globalmente, os resultados
permitiram revelar relacbes microrganismo-microrganismo e microrganismo-hospedeiro demontrando a

importancia de integrar as abordagens culturais e ndo culturais no estudo do microbiota vegetal. Os
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resultados deste trabalho demonstram ainda a importancia dos estudos /7 vivo, uma vez que as

interacdes entre microrganismos pode ser alterada pela presenca de outros.
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5. Anexos

Anexo 1. Extracdo de DNA dos epifitos da azeitona:

1.

oW

N o

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Adicionar ao pellet proveniente do isolameto dos fungos epifitos 1000 uL de PBS buffer
(1X, pH 6.7);

Agitar durante 3 min a 160 rpm;

Centrifugar a 400 gpor 5 min;

Recolher o sobrenadante num novo tubo e centrifugar a 8000 gdurante 15 min;
Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em 500 uL de buffer de
suspensdo (10 mM Tris-HCL; 1 mM EDTA; 20 mg/mL lisozima; 30 uL de 20 mg/mL
Proteinase K);

Vortexar e misturar por inversao;

Incubar a 37°C durante 30 min;

Adicionar 500 UL de buffer de lise (100mM Tris-HCL pH8.0; 50 mM EDTA; 0,5 M
NaCl; 4% SDS; 2%PVP);

Incubar a 60°C por 30 min misturando por inversao a cada 5 min;

Adicionar 250 uL de acetato de potassio (5M);

Adicionar 250 L de fenol:cloroférmio 25:24 e misturar por inversao;

Centrifugar a 3000 gdurante 8 min;

Recolher fase aquosa;

Adicionar 60 L de acetato de sddio (3M) e 1000 uL de etanol absoluto (-20°C);
Incubar 3 min a temperatura ambiente;

Centrifugar a 14000 gdurante 10 min;

Descartar sobrenadante e secar ao ar;

Eluir o DNA em 40 L de agua ultra-pura.

Anexo 2. Extracdo de DNA dos endofitos da azeitona:

L.

No ok wd

®

10.
11.
12.

Adicionar a 20 gde azeitona 800 uL de CTAB buffer (2% CTAB, 1% PVP, 100 mM
EDTA pH 8, 100 mM Tris-HCI pH 8, 20% SDS, 1.4 M NaCl) pré-aquecido a 65°C;
Incubar durante 30 minutos a 65°C com agitacdo (300 rpm) de 5-5 min;
Arrefecer em gelo;

Adicionar 800 uL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1);

Retirar 600 L e adicionar 500 pL de cloroférmio;

Centrifugar a 3000 gdurante 8 min;

Recolher 500 uL e precipitar o DNA com 2/3 de isopropanol (-20°C) e 1/10 de acetato
de sadio por 30 min a -20°C;

Centrigugar a 10000 gdurante 10 min a 4°C;

Adicionar 1500 pL de etanol a 70% (-20°C);

Centrifugar 10 min a 10000 g (4°C);

Descartar o sobrendate e secar o pellet ao ar;

Eluir o DNA em 40 L de agua ultra-pura.
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Anexo 3. Grafico krona da riqueza das ASVs Dothideales
isoladas exclusivamente de azeitonas verdes biologicas.

Gibberella

Anexo 4. Grafico krona da riqueza das ASVs Hypocreales
isoladas exclusivamente de azeitonas verdes de producéo
integrada.
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Anexo 5. Grafico krona da riqueza das ASVs Xylarieales
isoladas exclusivamente de azeitonas da cv. Cobrancosa.
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Anexo 6. Grafico krona da abundancia da ordem Dothideales
em azeitonas semi-maduras de producao integrada.

85



