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Resumo

A infecéo pelo fungo Colletotrichum spp. causador da antracnose na cultura da oliveira
(Olea europaea) na cultivar ‘Galega vulgar’, representa uma ameaca para a producdo de
azeitona e na qualidade dos azeites. Neste trabalho um dos principais focos foi a analise
de genes que codificam as espécies reativas ao oxigénio (ROS) na oliveira durante a
interacdo com o fungo. A investigacdo revelou que varios genes estdo potencialmente
relacionados a resposta ao stress oxidativo, estando ativamente envolvidos na defesa da
oliveira contra a infecdo por este fungo. Entre esses genes, o Endochitinase EP3-like
(CHI1) demonstrou desempenhar um papel vital na ativacdo de mecanismos de defesa, e
a producdo de ROS. Esta descoberta tem implicacGes significativas no desenvolvimento
de estratégias de combate ao fungo e no melhoramento genético da oliveira para aumentar

sua resisténcia a antracnose.

Palavras-chave: Antracnose, Olea europeae, oliveira, resisténcia, suscetibilidade



Identification of genes potentially involved in the olive tree's response to infection

by Colletotrichum spp.

Infection by the Colletotrichum spp. fungus, which causes anthracnose in olive trees
(Olea europaea) of the ‘Galega vulgar’ cultivar, represents a threat to olive production
and the quality of olive oils. One of the main focuses of this work was to analyse the
genes that code for reactive oxygen species (ROS) in the olive tree during interaction with
the fungus. The research revealed that several genes are potentially related to the response
to oxidative stress and are actively involved in the olive tree's defence against infection
by this fungus. Among these genes, Endochitinase EP3-like (CHI1) has been shown to
play a vital role in the activation of defence mechanisms and the production of ROS. This
discovery has significant implications for the development of strategies to combat the
fungus and for the genetic improvement of olive trees to increase their resistance to

anthracnose.

Keywords: Anthracnose, Olea europeae, olive tree, resistance, susceptibility
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1 Introducédo



A oliveira (Olea europaea L.) é uma das culturas economicamente mais importantes
dos paises mediterranicos alcangando em Portugal, sobretudo na regido do Alentejo, uma
posicdo de destaque no setor agricola. Ha séculos que é cultivada com o propdsito da
producdo de azeite através dos seus frutos ou para conserva e posterior consumo em
verde. A sua conserva permite um armazenamento de longa duracédo fazendo com que o
seu consumo ndo seja mediado pela sazonalidade da producdo de frutos. O azeite
produzido é rico em compostos fendlicos com grandes beneficios para a saude humana
contribuindo para a prevencédo de doencas cancerigenas e cardiovasculares. Os compostos
fenolicos conferem ao azeite sabor e corpo, tornando-o Unico e essencial na dieta

mediterranea (De Oliveira et al, 2008).

Os fungos fitopatogénicos sdo responsaveis por doencas causadoras de prejuizos
economicamente relevantes na maioria das areas olivicolas. De entre essas doencas,
destacamos a antracnose causada por fungos do género Colletotrichum. Os sintomas da
doencga geralmente ocorrem em frutos maduros, nas condi¢des de humidade elevada do
outono, e caracterizam-se por lesbes escuras, com producdo abundante de massas
alaranjadas de esporos (conidios), que causam a queda de frutos e potencia a sua rapida
degradacdo originando uma perda de qualidade dos frutos que chegam ao lagar,
contribuindo para uma réapida oxidacdo dos azeites provenientes destes frutos
contaminados. Para além dos frutos também a arvore pode ser afetada, apresentando
desfoliacdo e consequente seca de ramos e raminhos, comprometendo a producdo dos
anos seguintes e o desempenho fisiolégico da planta. Existe, no entanto, uma
variabilidade fenotipica natural de resisténcia/suscetibilidade a estes fungos entre as
diferentes cultivares de oliveira, sendo a ‘Galega vulgar’ conhecida como extremamente

suscetivel (Oliveira et al, 2003).

Compreender a resposta da oliveira a infe¢do por Colletotrichum spp. é de extrema
importancia para desenvolver estratégias eficazes de controle da doenca. A resposta da
planta a agentes patogénicos envolve uma interacdo complexa entre os genes da planta e
a sinalizacédo de defesa, que sdo ativados como parte de uma rede de assinatura complexa.
Nesse contexto, a identificacdo dos genes envolvidos na resposta da oliveira a infecao por
Colletotrichum spp. emerge como uma abordagem promissora para elucidar os

mecanismos moleculares subjacentes a essa interacdo planta-patogéneo.

Nos ultimos anos, os avangos foram alcancados na area de gendmica vegetal,

permitindo a identificacdo de genes especificos envolvidos na resposta das plantas a



agentes patogénicos. No entanto, apesar do crescente interesse em estudar a resposta da
oliveira a infecdo por Colletotrichum spp., ainda ha muito espago para se aprofundar o

conhecimento sobre 0s genes especificos envolvidos nessa interacao.

Esta dissertacdo de mestrado visa investigar a resposta da planta oliveira, mais
concretamente da cultivar ‘Galega vulgar’, a infegdo por Colletotrichum spp. por meio da
identificacdo de genes potencialmente envolvidos nesse processo. Espera-se que 0S
resultados obtidos fornecam contribuic@es significativas para o avanco do conhecimento
cientifico na area. Além disso, essa identificacdo pode ter principios importantes para a
sustentabilidade da producdo agricola e a preservacdo de uma cultura agricola
tradicionalmente valiosa. O estudo dos genes e controlo molecular relacionados também
podem abrir novas perspetivas para a engenharia genética de plantas, com potenciais

aplicacdes na resisténcia a doencas ndo apenas na oliveira.



2 Revisdo Bibliografica



2.1 O Olival no Mundo e em Portugal

A oliveira, nativa da regido do Mediterraneo, Asia tropical e Central e de varias
partes de Africa, pertence a familia botanica Oleaceae e género Olea e inclui
aproximadamente 30 espécies, sendo uma das mais antigas culturas da bacia do
Mediterraneo (Langgut et al, 2019). E cultivada maioritariamente para a producéo de
frutos com a finalidade de ser transformada em azeite, mas também para consumo como
azeitona de mesa. A olivicultura tem contribuido para diversos fins como econémicos,
sociais e culturais, gerando empregos e estando muito presente na gastronomia local
(Costa, 1937). Embora a regido do Mediterraneo continue a ser a principal area de cultivo,
esta cultura estende-se ao sul da Africa, América do Sul e do Norte, Austréalia, Jap3o e
China (I0C, 2022). No mapa da figura 2.1 observa-se a difusdo da cultura da oliveira pela

bacia do Mediterraneo.

A KRR e N 4

(= Centro Primdrio de difuséo da oliveira g
(- Centro Secunddrio de difuséo da oliveira \ _
() Centro Tercidrio de difusdo da oliveira >

Figura 1. Mapa da Bacia do Mediterraneo onde esta representada a forma como a oliveira se tem
difundido. Fonte: adaptado de Bohm et al., 2013

De acordo com a FAOSTAT em 2019, os paises que mais produzem azeitonas no
mundo € a Espanha, a Greécia e a Italia, por ordem decrescente, respetivamente. Portugal
em 2019, encontra-se em sétimo lugar com um total de 939.070 toneladas métricas de

azeitonas colhidas nesse ano.

Em Portugal o setor da olivicultura deu continuidade a expansao e modernizacéo

da cultura. A cultura do olival é a que ocupa maior area cultivada sendo a que possui



maior numero de exploracdes agricolas. Comparando os recenseamentos efetuados em
2009 e 2019, verificou-se que a area de olival aumentou 12,3 % com um total de 41 mil
hectares, enquanto o numero de exploraces com olival decresceu 0,6 %. A sua produgéo
estende-se por 377 mil hectares, sendo que 98.9 % ¢é destinado a producdo de azeitona
para azeite. O Alentejo é a principal regido produtora, com 52,4 % em 2019 mais 3,5 %
do que em 2009 da &rea de olivais, seguido de Tras-os-Montes com 21,7 %, com menos
0,7 % do que em 2009 e Beira Interior com 13,1 % com menos 1 % do que em 2009 com
as restantes regides com um total de 12,8 %. A cultura é praticada na sua maioria em
regime intensivo e superintensivo, com densidades médias superiores a 300 arvores por
hectare, sendo mais do que 1/5 da superficie de olival destinado a producdo de azeite. A
maioria das areas exploradas em regime superintensivo com 13.8 % da area em 2019,
apresenta densidades superiores a 1.500 arvores/hectare, sendo que 95.8 % encontram-se
localizados no Alentejo (INE, 2021).

2.2 A Cultura da Oliveira

A cultura da oliveira é altamente adaptavel a uma variedade de tipos de solo,
incluindo solos francos, franco-limosos, franco-argilosos ou franco-argilo-limosos, desde
que apresentem boa estrutura, boa drenagem e sejam ricos em calcario (DRAP Centro,
2018).

As plantas de oliveira demonstram uma preferéncia por um pH do solo situado entre
6,0 e 7,5, considerado ideal para o seu desenvolvimento saudavel. No entanto, elas
possuem uma notavel capacidade de adaptacdo e de se desenvolverem em solos com
valores de pH mais acidos ou alcalinos. Produzem com precipitac@es anuais entre os 800
mm e 0s 1000 mm. Com temperaturas no periodo de repouso compreendidas entre -5 °C
e 9 °C, no periodo de floragdo o olival requer temperaturas mais amenas entre os 12 °C e
0s 25 °C (DRABL, 2005).

A irrigacdo da cultura é crucial para a producdo de azeitonas de forma que atinjam
os calibres desejados. Tem uma grande influéncia na diferenca entre anos de safra e
contrassafra permitindo um aumento substancial de producdo. A cultura da oliveira tem
dois periodos criticos, nos quais a seca pode comprometer a producdo: a fase de

desenvolvimento do caroco e a fase de desenvolvimento da polpa. (DRAP Centro, 2018)



A espécie Olea europaea L., em termos de morfologia apresenta arvores que
podem chegar aos nove metros com tronco grosso e retorcido, ainda que se possam ver
velhas &rvores com mais de 15 ou 20 m de altura com troncos de um e meio a dois metros
de diametro. As folhas sdo persistentes de duracdo entre 1 e 3 anos, sendo as folhas
simples, inteiras, sem estipulas e com um peciolo curto a sua forma varia muito com a
cultivar. A disposigdo das folhas em cada n6 é oposto-cruzada. As inflorescéncias séo
compostas por dois tipos de flores hermafroditas e flores masculinas. As flores
apresentam-se pequenas, actinomorfas, com simetria regular e compdem-se de duas
sépalas, quatro pétalas, dois estames, um pistilo e um ovario supero bicarpelar. O seu
fruto é uma drupa com pericarpo rico em lipidos sendo a Unica espécie da familia das
Oleéceas com fruto comestivel (Rodrigues & Correia, 2009).

Tradicionalmente as variedades mais cultivadas em Portugal eram a ‘Maganilha’
‘Carrasquenha’, a ‘Verdeal’, a ‘Cornezelo’, a ‘Cobrangosa’, a ‘Picual’, a ‘Arbequina’, a
‘Redondil’ ¢ a ‘Galega lato senso’ (DRABL, 2005). Com o surgimento de novos métodos
de conducdo da cultura comecaram contudo a ser utilizadas variedades como a
‘Azeiteira’, a ‘Hojiblanca’ e a ‘Gordal’ (Sales et al., 2020).

A variedade ‘Galega’ ou ‘Galega vulgar’ é cultivada em Portugal ha séculos e
constitui uma parte importante do patriménio cultural do pais e na producdo de azeite
(Lopes et al, 2004). E uma variedade de grande rusticidade, um porte alternado e com
produtividade mediana existindo alternancia de producdes de ano para ano. Com um fruto
de baixo peso (< 2 g), um endocarpo de peso baixo a médio (<0,30ga0,30-0,45¢) e
uma relagdo polpa/caroco baixa (5,6 em média), destaca-se pela excelente qualidade do
azeite e da resisténcia a seca. A ‘Galega’ tem um baixo rendimento em azeite (inferior a
18 %) é ainda caracterizado por uma baixa percentagem de &cido linoleico e uma elevada
estabilidade (Sales et al., 2020). E também muito suscetivel a doencas e pragas como ao
fungo Colletotrichum spp. causador de antracnose, a bactéria Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi causadora da tuberculose da oliveira, a Bactrocera oleae (mosca da
azeitona), a Saissetia olea (cochonilha) e a Capnodium sp. (fumagina). Por outro lado, €
resistente a Verticillium causador da doenca verticiliose, e sofre baixa incidéncia a doenca

olho-de-pavao causada pelo fungo Venturia oleaginea (Cordeiro et al., 2010).



2.3 O fungo Colletotrichum spp.

Existem vérias espécies de fungos pertencentes ao género Colletotrichum que séo
causadoras de doencas em plantas, geralmente referidas como antracnose, atacam uma
vasta gama de hospedeiros. Estes agentes patogénicos tém uma distribuicdo mundial e
uma enorme relevancia global, pois sdo responsaveis por elevadas perdas econémicas nos
hospedeiros que infetam. Os hospedeiros mais comuns incluem muitas plantas
dicotiledoneas, como 0 morango, a magd, os citrinos, as drupas e cereais, como 0 milho
e 0 sorgo (Talhinhas & Baroncelli, 2021).

Quanto ao modo de vida, as espécies do género Colletotrichum podem ser
classificados como necrotroficas, biotroficas, latentes, endofiticas e hemibiotroficas. As
necrotroficas sao aquelas que infetam e colonizam ativamente as células vegetais, levando
a morte celular. As biotréficas sdo aquelas em que o fungo permanece no interior do
tecido vegetal vivo e absorve ativamente os metabolitos da planta para o seu crescimento
sem causar a morte as células da planta. As latentes ou quiescentes tém a capacidade de
definir um periodo alargado no ciclo de vida em que 0 agente patogéenico se encontra
inativo no hospedeiro antes de posteriormente passar a fase ativa. E por fim as endofiticas
que habitam nas plantas e que vivem dentro células da planta hospedeira como simbiontes
sem causar doenca (De Silva et al., 2017). Contudo as espécies de Colletotrichum spp.
podem também ter uma fase biotréfica no inicio do seu ciclo de vida e de seguida mudar
para uma fase necrotréfica, sendo por isso designadas por hemibiotréficas. Para estas
espécies, as vesiculas de infecdo primaria sdo formadas durante a infecdo inicial das
células epidérmicas sem as matar. Seguindo-se uma fase necrotréfica em que as hifas da
infecdo secundaria invadem e matam as células adjacentes (Perfect et al., 1999). O grau
de hemibiotréfia pode variar entre diversas espécies de Colletotrichum, como
Colletotrichum nymphaeae, Colletotrichum acutatum e Colletotrichum godetiae
(Materatski et al., 2018). Esse grau esta relacionado com 0 modo de alimentagdo dessas
espéecies e com 0 momento em que ocorre a transicdo da fase biotréfica para a fase
necrotrofica, sendo influenciado pelo estado do hospedeiro e pelas condi¢Ges ambientais
(De Silva et al., 2017).

A espécie Colletotrichum nymphaeae é uma das espécies causadoras da
antracnose da oliveira que é a doenca mais destrutiva da producdo de frutos e esta
amplamente distribuida em muitas regides olivicolas do mundo, sendo responsavel por

quebras significativas no rendimento da cultura (Moral & Trapero, 2009). Em Portugal,



a doenca atinge niveis epidémicos, com elevada incidéncia e causando frequentemente
perdas totais de rendimento, rivalizando, em termos de perdas, com a mosca da azeitona
(Bactrocera oleae) como o problema fitossanitario mais importante na cultura da oliveira
(Talhinhas et al., 2015). As plantas podem ser afetadas superficialmente em todas as fases
de desenvolvimento, desde as plantulas até as plantas adultas. Os sintomas da antracnose
incluem lesdes necraticas escuras, que sdo ovais ou angulares nos frutos verdes ou a entrar
em maturagdo (Talhinhas & Baroncelli, 2021). Esta doenca € caracterizada pela
mumificacdo dos frutos, folhas murchas, ramos e rebentos mortos, os frutos atacados pelo
fungo que sdo processados no lagar possuem maior acidez levando a depreciacdo do

azeite, com consequente desvaloriza¢do do mesmo (Moral & Trapero, 2009).

2.3.1 Ciclo de vida de Colletotrichum spp.

Para se dar inicio ao ciclo de vida de Colletotrichum spp. sdo necessarias
condicBes climatéricas especificas e favoraveis tais com a humidade relativa igual ou
superior a 98 % , e temperaturas com um 6timo entre 0s 17 °C e os 20 °C mas podendo

ocorrer também com extremos entre 0s 5 °C e 0s 30 °C (Talhinhas et al., 2018).

Colletotrichum spp. tem um ciclo de vida perfeito com uma fase sexuada e uma
fase assexuada (figura 2.2), sendo a fase sexuada responsavel pela variabilidade genética
e a fase assexuada é responsavel pelo aumento populacional do fungo. Este fungo passa
o Inverno sobe a forma sexuada em peritécas localizadas em cancros e residuos vegetais
(Agrios, 2005). A infecdo pela forma assexuada do fungo, da-se na planta quando as
condi¢cdes de humidade e temperatura sdo adequadas, como referido acima. Inicia-se
através de feridas causadas fisiologicamente ou por insetos, como a mosca da azeitona
(Bactrocera oleae), ou através da epiderme que € degradada por enzimas produzidas pelo
apressorio do fungo (O’Connell et al., 2012). A deposicdo dos esporos assexuados
(conidios) nas superficies das plantas marca o inicio do processo de germinagdo dessas
estruturas. Os conidios germinam formando apressorios, que permitem a penetracdo das
hifas nas celulas da epiderme e posteriormente no mesocarpo do fruto. Essa etapa inicial
de crescimento e colonizacdo dos tecidos vegetais é crucial para estabelecer a infecéo.
Posteriormente e apos a colonizagdo dos tecidos, ocorre a esporulagéo, o que resulta em
um aumento significativo do grau de infe¢do e da area infetada (Wharton & Diéguez-
Uribeondo, 2004).



Ascosporos

Germinacdo

Conidios

0

Apressorios

Penetracdo e invasdo do
' ) tecido vegetal
Desenvolvimento de Ascosporos Conidios

Mudanga para a fase necrofita

Hibernagdo do fungo sobre a forma de Sintomas de Antracnose em
micélio no solo ou sobre a planta vérias plantas

Figura 2. Ciclo de vida do fungo Colletotrichum spp. com a fase sexuada e fase assexuada
Fonte: adaptado de De Silva et al., 2017

2.3.2 Meios de protecdo contra a antracnose no olival

Como meios de protecdo para a doenga da antracnose no olival, é recomendado
um maior arejamento e iluminagdo da copa das arvores, sendo isso possivel com podas
que abram o interior da copa favorecendo a entrada de luz e a circulagdo de ar. A
destruicdo das folhas, frutos com indculo e restos de poda, caidos no chdo reduz
significativamente a quantidade de indculo presente no olival. A protecdo contra esta
doenca passa também pelo controlo da mosca da azeitona uma vez que os orificios abertos
por esta, aquando da postura dos ovos, constituem uma porta de entrada, para o fungo
(Lbpez-Escudero et al., 2008).

A utilizag8o de variedades tolerantes ou resistentes como a ‘Cobrangosa’ que e
moderadamente tolerante e a ‘Azeiteira’ que € considerada resistente, nos olivais € uma

opcao viavel, reduzindo o impacto da doenca na oliveira (Materatski et al., 2018).
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Os fungicidas cupricos sobre forma de sulfato de cobre, hidroxido de cobre e
oxicloreto de cobre com agdo preventiva e a trifloxistrobina (fungicida sistémico) com
acdo preventiva e também curativa sdo 0s unicos pesticidas homologados para 0 combate
a antracnose em Portugal e com venda homologada pela DGAV — Direcdo Geral de

Alimentacdo e Veterinaria (https://sifito.dgav.pt/divulgacao/usos). Também a

suplementacdo com célcio foliar depois do endurecimento do caro¢o, aumenta o
endurecimento das paredes celulares da planta e torna-as mais dificeis de penetrar pelo
fungo (White & Broadley, 2003).

2.4 Interacdo da planta com os agentes patogénicos

A interagdo das plantas com o0s agentes patogénicos € um processo complexo e
dindmico que envolve a ativagdo de varios mecanismos de defesa pela planta para resistir
ou tolerar o agente patogénico invasor. Os genes das plantas desempenham um papel
critico nos mecanismos de defesa das plantas contra os agentes patogénicos. Estes genes
codificam varias proteinas que funcionam na sinalizacdo de defesa, no reconhecimento

de agentes patogénicos e nas vias de resposta de defesa (Jones & Dangl, 2006).

As plantas tém desenvolvido varios mecanismos de defesa a ataques de agentes
patogénicos. Estes mecanismos incluem barreiras fisicas, tais como endurecimento das
paredes celulares e possuem também defesas quimicas, como a producdo de compostos
antimicrobianos (Miescher-Institut & Box, 2000). Além disso, desenvolveram um
sistema imunitario intrincado que envolve o reconhecimento de padr6es moleculares
associados aos agentes patogénicos (PAMPS) e a ativacdo de respostas de defesa (Jones
& Dangl, 2006).

Os agentes patogénicos tém, contudo, desenvolvido varias estratégias para
contrariar as defesas das plantas e causar doencas. Isto inclui a secre¢do de proteinas
efetoras que interferem com os mecanismos de defesa das plantas, a manipulacdo das
funcgdes das células hospedeiras, e a evasdo das respostas de defesa das plantas (Zipfel &
Oldroyd, 2017). As proteinas efetoras podem visar varios componentes do sistema
imunitario das plantas, incluindo as proteinas recetoras, moléculas sinalizadoras e fatores
de transcricdo (Win et al., 2012).

O reconhecimento do agente patogénico € designado por imunidade ativada por
PAMPs (PTI). As respostas intracelulares associadas a PT1 incluem fluxos rapidos de ides
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através da membrana plasmatica, ativacdo da MAP quinase, producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), alteracdes répidas na expressao de genes e reforgo da parede
celular. Os agentes patogenicos desenvolveram estratégias para infetar as plantas
hospedeiras, quer evitando o reconhecimento quer suprimindo as etapas de sinalizacao
subsequentes. Em muitos casos, a supressdo da PTI envolve a secrecdo de efetores de
viruléncia pelos agentes patogénicos. Numa coevolucdo dindmica entre plantas e
microrganismos causadores de doenga, algumas plantas evoluiram para um sistema de
resisténcia com proteinas R para reconhecerem estes efetores direta ou indiretamente.
Esta chamada imunidade desencadeada pelo efetor (ETI) é frequentemente acompanhada
de morte celular local, conhecida como resposta hipersensivel (HR). Por sua vez, o0s
agentes patogénicos desenvolveram efetores capazes de suprimir a ETI, e assim se
desenrola a ‘corrida ao armamento’ entre o hospedeiro e 0s agentes patogénicos (figura
2.3) (Zipfel, 2008).

Patogénio
Planta Reconhecimento pelo gene
hospedeira R  compativel com o
patogénio

1

e : « Produg¢do de ROS;
Activacao de mecanismos

de defesa (PTI): * Alteragdo de
. expressdo de genes;

o Reforcos da parede
celular.

Figura 3. Esquema ilustrativa da interacdo e resposta entre agente patogénico e planta hospedeira.
HR: resposta hipersensivel

A interacdo entre genes de plantas e agentes patogénicos € influenciada por varios
fatores ambientais, tais como temperatura, humidade e condi¢des do solo. Por exemplo,
a expressdo dos genes de defesa das plantas pode ser induzida por certos estimulos
ambientais, como stress por falta de agua e temperaturas muito elevadas (Pieterse et al.,

2012). Além disso, alguns agentes patogénicos tém desenvolvido mecanismos para
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manipular o ambiente vegetal de forma a favorecer o seu crescimento e reproducao (Jones
& Dangl, 2006).

Os avancos na biologia molecular e genomica de plantas permitiram aos
investigadores identificar e caracterizar genes envolvidos nos mecanismos de defesa das
plantas, levando ao desenvolvimento de novas estratégias para aumentar a resisténcia
destas aos agentes patogenicos (Boller & Felix, 2009). Por exemplo, ja foram
identificados genes que codificam as proteinas de resisténcia, que sdo recetores que
reconhecem especificamente as proteinas efetoras e desencadeiam respostas de defesa
(Cesari et al., 2014). Ao introduzir estes genes de resisténcia em plantas suscetiveis, estes
investigadores puderam aumentar a sua resisténcia ao ataque de agentes patogénicos.

Alguns genes da planta estdo intrinsecamente ligados a respostas de defesa das
plantas contra a infecdo de agentes patogénicos. O processo de defesa de algumas plantas
a patogéneos especificos envolve uma rede intrinseca de sinais, cujos componentes séo
ainda alvo de estudos. Dentro dos mecanismos de defesa das plantas, os genes R de
resisténcia sdo os mais estudados. O processo € iniciado, quando uma planta tem o gene
resisténcia R e reconhece o agente patogénico correspondente a esse gene R, havendo
assim compatibilidade entre eles, quando ndo ha compatibilidade e a planta ndo possui o
gene R compativel com o agente patogénico, ndo existe resisténcia e da-se infecdo da

planta instalando-se a doenca (Marconi et al., 2011).

2.5 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

As ROS sdo moléculas quimicas intracelulares que contém oxigénio (O) e sdo
reativas em relacdo a lipidos, proteinas e DNA. Incluem o anido superdéxido (027), o
peroxido de hidrogénio (H202), bem como os radicais hidroxilo (OHe). As ROS sdo
quimicamente mais reativas do que o O, e sdo capazes de desencadear varios eventos
biolégicos. Cada espécie reativa ao oxigénio tem propriedades quimicas intrinsecas
diferentes, que determinam a sua reatividade e 0s seus alvos bioldgicos preferenciais. O
O>. é produzido durante o metabolismo oxidativo através da reducdo de um eletrdo do O
molecular. O O% ¢ rapidamente convertido pela superéxido dismutase (SOD) em H-Ox,
que pode afetar a sinalizacdo celular ao interagir com os tiois das proteinas. Ao contrario
do O%, o H,0 pode difundir-se facilmente através das membranas, tornando-o uma

molécula de sinalizagdo intracelular. Na presenca de ides ferrosos ou cuprosos, 0 H20-
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pode transformar-se num radical hidroxilo, que é muito reativo e provoca a oxidacéo de

lipidos, proteinas e DNA, resultando em danos para a célula (Glasauer & Chandel, 2013).

As ROS sdo conhecidas por desempenhar varios papéis na fisiologia vegetal.
Servem como moléculas sinalizadoras que regulam varios processos celulares, como a
divisdo celular, crescimento e diferenciacdo (Fernandez-Ocafia et al., 2011). As ROS
também desempenham um papel importante na resposta a stresses bioticos e abioticos,
ativando mecanismos de defesa, como a producéo de proteinas relacionadas com sistema

imunoldgico da planta (del Rio et al., 2006).

Existem genes ja identificados aos quais foram feitos estudos que comprovam a
sua envolvéncia em mecanismos de defesa nas plantas e com os ROS como € 0 caso do
SOD, onde hé evidéncias de que a sobre-expressdo do SOD pode proteger as plantas
contra condicdes adversas (Bowler et al., 1994) . Este gene que codifica uma enzima que
catalisa a conversdo de radicais superdxidos em peroxido de hidrogénio, uma espécie
menos toxica. A SOD é crucial para a eliminacdo de ROS e para a protecdo das células
contra danos oxidativos (Ferndndez-Ocafa et al., 2011). As familias de genes com
envolvimento no processo de defesa e imunidade das plantas como € o caso da familia da
Glutationa é um dos principais antioxidantes endégenos das plantas, conhecido por
desempenhar um papel importante nos mecanismos de defesa das plantas. A Glutationa
funciona como um substrato nos mecanismos de defesa antioxidante, conjugando-se com
compostos eletrofilicos tdxicos, eliminando radicais livres e reduzindo perdxidos. Ainda
dentro da familia da Glutationa que se divide em varias subfamilias existe a Glutationa
peroxidase e a Glutationa S-transferase, que tém envolvimento no metabolismo

antioxidante das plantas (Anderson & Davis, 2004).

A familia das Quitinases que tém um papel nas plantas de defesa contra ataques de
agentes patogénicos e pode ser dividida em duas subfamilias: as exoquitinases, que
demonstram atividade apenas para a extremidade ndo redutora da cadeia da quitina; e as

endoquitinases, tém o papel da hidrolise de polimeros (Kasprzewska, 2003).

Varios genes relacionados com o metabolismo do oxigénio foram identificados nas
plantas, e 0 seu papel na regulacéo do stress oxidativo tem sido amplamente estudado. O
ascorbato peroxidase (APx) é um gene importante envolvido na limpeza de ROS e na
manutencdo do equilibrio celular redox. Este gene codifica uma enzima que catalisa a

conversdo do perdxido de hidrogénio em &gua utilizando o Ascorbato como agente
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redutor. A Glutationa peroxidase (GPx) é um gene que codifica uma enzima que catalisa
a reducdo do perdxido de hidrogénio e outros peroxidos organicos utilizando a Glutationa
como agente redutor. A GPx desempenha um papel crucial na desintoxicacdo de ROS e

na protecao das células contra danos oxidativos (Chaki et al., 2009).

Vérios estudos demonstraram a importancia das ROS na fisiologia vegetal e na
resposta ao stress. Por exemplo, foi descoberta que a interacdo entre girassol e o mildio
Plasmopara halstedii foi regulada pela sinalizacdo ROS, com as ROS atuando como uma
componente chave da resposta de defesa da planta (Chaki et al., 2009). Foi também
mostrado que a exposicao prolongada a stress de NaCl resultou na resposta diferencial de
enzimas antioxidantes de cloroplastos e mitocondrias em plantas de ervilha, indicando a
importancia dos sistemas de desintoxicacdo de ROS na resposta da planta ao stress
abidtico (Gomez et al., 1999). As ROS também desempenham papéis essenciais no
desenvolvimento das folhas, senescéncia e dorméncia de 6rgdos. Por exemplo, a
expressdo de Catalase2 € reduzida nas folhas de Arabidopsis thaliana apés o inicio da
floracéo. Isso resulta na acumulagdo de H20> promovendo a expressdo de um gene,

necessario para a senescéncia da folha (Huang et al., 2019).
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3 Materiais e Métodos



3.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado no ensaio foi composto por dez plantas de oliveira da
cultivar ‘Galega vulgar’. Estas plantas foram obtidas por cultura in vitro no Laboratorio
de Melhoramento e Biotecnologia Vegetal da Universidade de Evora, tendo sido
posteriormente transplantadas para tabuleiros e mantidas numa estufa localizada na
Herdade da Mitra (Universidade de Evora), onde permaneceram durante um periodo de
90 dias (figura 3.4A). A estufa possui um sistema de arrefecimento por movimento
forcado do ar em conjugacdo com uma parede de arrefecimento evaporativo, e a sua
temperatura média era de 26 °C. Ap0s este tempo, as plantas foram transplantadas para
vasos de 1,5 litros com substrato comercial (Plantobalt, Estonia) e mantidas em condigcfes
de iluminacdo e temperatura controladas (figura 3.4B). O fotoperiodo nesta fase teve

duracdo de 12 h dia/noite e a temperatura média da sala foi de 22 °C.

Figura 4. Plantas de oliveira cultivar ‘Galega vulgar’ utilizadas no ensaio. A: Em estufa; B: No
local do ensaio com condic@es de luz e temperatura controladas
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3.2 Crescimento do isolado de fungo Colletotrichum nymphaeae para inoculacéo
das plantas de oliveira

Um isolado do fungo C. nymphaeae pertencente a colecdo do Laboratério de
Micologia da Universidade de Evora foi selecionado para posterior inoculacdo das
plantas. Porcdes do isolado que estava armazenado a 4 °C em meio de cultura agar
dextrose de batata (PDA) foram repicados para 6 placas de Petri de 6 mm de didmetro
com o referido meio de cultura e mantidos durante 28 dias a 24 °C (figura 3.5). Desta
forma pretendeu-se promover o crescimento de fungo C. nymphaeae para posterior

inoculacéo das plantas de oliveira cultivar ‘Galega vulgar’.

Figura 5. Cultura do fungo C. nymphaeae em placa de Petri de 6 mm com meio de cultura PDA

3.3 Inoculacgéo das plantas de oliveira com C. nymphaeae

Para a realizacdo da inoculacdo das plantas de oliveira cultivar ‘Galega vulgar’ com
o fungo C. nymphaeae fez-se a preparagdo do indculo, que comegou com a raspagem das
seis placas de Petri com o isolado do fungo com o auxilio de &gua estéril e de uma espatula
devidamente desinfetada (figura 3.6A). Este procedimento foi realizado sempre préximo
de um bico de bunsen de forma a manter condi¢des de assepsia. A massa de esporos e
micélio do fungo resultante deste procedimento foi filtrado por gaze esterilizada de forma
a obter apenas os esporos (conidios) (figura 3.6B). Para avaliar a quantidade e qualidade
dos esporos, o produto foi corado com azul de lactofenol em lamina de microscopio e,
com auxilio do microscépio 6tico (Olympus 2X41, Téquio, Japdo) com ampliagdo de 400
X, (figura 3.7) realizou-se a respetiva contagem, com o auxilio de uma cémara de
Marienfeld, que permite a determinacao da concentracao de conidios por mililitro de &gua

ultrapura. Foi ajustada a concentracdo para 1x10°. Uma amostra de fungo foi ainda
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macerada em azoto liquido com o auxilio de um pildo e de um almofariz, e conservada a

-20 °C para posterior extragdo de DNA gendmico (QDNA).

Figura 6. A: Colheita dos esporos do fungo de C. nymphaeae através de raspagem das placas de
Petri onde o fungo foi previamente colocado em meio de crescimento PDA; B: Filtragem do
indculo em gaze esterilizada de onde resultam apenas os conidios

Figura 7. Estruturas do fungo do C. nymphaeae (conidios) coradas com a solucdo de azul
lactofenol observadas ao microscopio 6tico com ampliagdo de 400x.
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As dez plantas de oliveira cultivar ‘Galega vulgar’ foram inoculadas por
pulverizacdo com a suspensdo de C. nymphaeae (Figura 3.8A). Apo6s a inoculagdo, as
plantas foram cobertas com um saco de pléastico de modo a conservar a humidade nas
folhas, favorecendo o crescimento do fungo (Figura 3.8B). Os sacos de plastico foram

retirados 48 horas apés a inoculacao.

Figura 8. Processo de inoculagdo das plantas de oliveira cultivar ‘Galega vulgar’ com C.
nymphaeae; A- Inoculagdo das plantas com pulverizador; B- Plantas cobertas com saco de
plastico para manutencdo da humidade

3.4 Recolha das amostras

Para a recolha de amostras foram selecionadas as dez plantas do ensaio, das quais
foram recolhidas cinco a seis folhas por planta em cada tempo de amostragem.

As recolhas das amostras foram efetuadas em trés tempos diferentes: a primeira
amostragem (TO) foi efetuada antes da inoculacdo das plantas com fungo do C.
nymphaeae, a segunda amostragem foi efetuada 10 dias depois da inoculacdo das plantas
(T1) e a terceira amostragem foi efetuada 35 dias depois da inoculagéo (T2).

Ap0s a recolha, as amostras foram maceradas em azoto liquido com o auxilio de
um pildo e de um almofariz (Figura 3.9A), conservadas em microtubos de 1,5 ml (Figura
3.9B) e mantidas a -80 °C ate posterior utilizacao.
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Figura 9. Processo de maceracdo das amostras das folhas das plantas de oliveira da cultivar
‘Galega vulgar’. A: Maceracdo em azoto liquido com pildo e com almofariz; B: Amostra em
microtubo de 1,5 mL

3.5 Avaliacdo da infecdo de C. nymphaeae nas plantas de oliveira cultivar ‘Galega
vulgar’

3.5.1 Extracdo do gDNA do material vegetal e do fungo

A extracdo do gDNA foi realizada utilizando 0 ‘DNeasy Plant mini kit” (Qiagen,
Hilden, Alemanha), seguindo protocolo do fabricante, tendo sido utilizados 100 mg de
material vegetal e 100 mg de estruturas do fungo C. nymphaeae. Foram utilizadas as dez
plantas do ensaio nos tempos de amostragem TO e T2, e a amostra do fungo, referida em
3.3. No final do procedimento, cada amostra foi eluida em 50 uL de solugdo de eluicdo,

fornecida pelo kit utilizado.

A quantificacdo do gDNA e a avaliacdo da sua pureza foram determinadas no

equipamento Quawell Q9000 micropectotometro (Quawell Technology, Beijing, China).
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3.5.2 Condic¢bes de PCR quantitativo (qPCR) para detecéo de C. nymphaeae.

A detecdo e quantificagdo de C. nymphaeae foi realizada por qPCR nas dez
plantas nos tempos TO e T2, com os primers que ja tinham sido usados em estudos
anteriores para a detecdo deste fungo na oliveira (Azevedo-Nogueira et al., 2021)
(Lime_1F : 5’-GCCAACAAATAAACGCCACT-3’, Lime 2R: 5-
GACTTATTCGGTGACGTGCC- 3°).

Na mistura de reacdo de qPCR foram utilizados 100 ng de gDNA por amostra, 9
pL de NZY gPCR Master Mix Green (Nzytech, Lisboa, Portugal), 400 nM de Primer
Forward e Primer Reverse ¢ 3 uL de agua ultrapura, perfazendo um volume total de 18
puL. O equipamento de gPCR utilizado foi um sistema LineGene9600Plus (BIOER,
Hangzhou, China), tendo sido sempre realizadas trés replicas técnicas de cada amostra.
Em cada placa de gPCR foi incluido controlo negativo e também gDNA do isolado do C.

nymphaeae como controlo positivo.

Os valores de Cycle Threshold (Ct) foram adquiridos por gPCR, para cada
amostra, com as seguintes condicdes: 20 s a 95 °C para uma desnaturacgéo inicial, seguida
de um programa de amplificacdo de 40 ciclos de 15 s de desnaturagéo a 95 °C e 20 s a 60
°C. Adicionalmente foi acrescentada uma curva de dissociacdo (curva de melting), uma
etapa final ao programa para testar a especificidade do qPCR, apresentando um ciclo
unico em 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 min e rump-up 0,2 °C/s a 95 °C durante 15
min. Para avaliacdo da especificidade do teste qPCR das reacgdes foi feita a analise da

curva de melting.

3.6 Estudos da expressdo génica nas plantas de oliveira cultivar ‘Galega vulgar’
3.6.1 Extracdo de RNA e sintese do DNA complementar (cDNA)

A extracdo do RNA foi efetuada em cinco das dez plantas do ensaio, nas quais
ndo foi detetada a presenca do fungo C. nymphaeae antes da inoculacdo (TO) e
simultaneamente, detetada a presenca do fungo 35 dias apos a inoculagdo (T2) (ver
procedimento no ponto 3.5). Foi utilizado o kit ‘RNeasy Plant mini kit” (Qiagen, Hilden,
Alemanha) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante do kit, utilizando 100 mg de
material vegetal de cada uma das cinco plantas recolhidos nos trés tempos de recolha TO,
T1 e T2 perfazendo um total de 15 amostras. No final, foi utilizada 50 puL de agua isenta
da enzima RNase para eluicdo do RNA total das células vegetais. O RNA foi conservado
a-80°C.
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A quantificacdo do RNA e a avaliacdo da sua pureza foram determinadas em
Quawell Q9000 micropectotometro (Quawell Technology, Beijing, China). A sintese do
cDNA foi realizada apds descongelar em gelo e homogeneizar as amostras de RNA
recolhido anteriormente. Foi utilizado o kit da “Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit” (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) utilizando-se 1000ng de RNA. Em
sequida efetuou-se uma diluicdo em solugdo aquosa do cDNA de cada amostra numa
concentracéo de 1:10, sendo esta diluigdo a solucdo de trabalho para prosseguir os estudos

de expressao génica por gPCR.

3.6.2 Desenho de primers e avaliacdo de especificidade e eficiéncia

Para os estudos de expressdo génica, foram selecionados os genes de referéncia
de acordo com estudos realizados previamente: Actina (ACT), Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e Fator de elongacéo (EF1a) (ver na Tabela 1). Os genes alvo
foram selecionados com base em informagdes anteriores relativas ao seu envolvimento
no sistema imunitario das plantas ao ataque de agentes patogénicos, sendo estes 0s
seguintes: SOD; Endochitinase EP3-like (CHI1); Glutathione S-transferase L3-like
(TransFL3); Glutathione peroxidase 2 (PEROX2); Glutathione S-transferase THETA 1
(THETA); Glutathione S-transferase DHAR2-like (TransfDHAR); Glutathione
peroxidase 5 (PEROX5); e Glutathione peroxidase 8 (PEROX8) (ver na Tabela 2). As
sequéncias dos genes foram retiradas da base de dados ensemblplant

(https://plants.ensembl.org/index.html). Os primers utilizados foram desenhados no

software Primer 3.0 (https://www.bioinformatics.nl/cqi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi). As sequéncias dos primers e respetivo tamanho de

amplicdo esta indicado nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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Tabela 1. Identificacdo dos genes de referéncia com a sua sequencia¢do e tamanho dos amplicdes.
pb: pares de bases

Identificacdo Sequéncia dos primers Tamanho dos ]
Genes L Referéncia
dos genes 523 amplicdes (pb)

ACT | OE9A095224 | Fw: TTGCTCTCGACTATGAACAGG 106 Velada et al. 2018
Rv: CTCTCGGCCCCAATAGTAATA
Fw: ACAGCTCCTGGTAAGGGTGA Ray & Johnson

GAPDH | OE9A027234 Rv: GGCTTGCGTCAAGAAGTCT 210 2014

Fw: TTTTGAGGGTGACAACATGAT

EFla OE9A002593 Rv: CAGGGTTGGGCCCTTGTAC 64 Velada et al. 2018

Tabela 2. Identificagdo dos genes alvo com a sua sequenciagao e tamanho dos amplicdes. pb:

pares de bases

G Identificacdo Sequéncia dos primers Tamanho dos
enes
dos genes (523 amplicdes (bp)
Fw: AGAAGGAGATGCTCCGACAA
SOD OE9A101614T2 214
Rv: GGTGCCATCTTCACCAACTT
Fw: TGTTGCCTACTCTCATTTTTGC
CHI1 OE9A109397T1 155
Rv: CCGGCCCATAGTTGAAGTT
Fw: TGCCAAACAGAACTTTGCAG
TransFL3 OE9A006478T1 152
Rv: ATGGCCCATCATCGAATTTA
Fw: TGCAGCCCCTCTCTACAAGT
PEROX?2 OE9A032703T1 172
Rv: GCCCAAAGCATCTTGAATGT
Fw: AATGGACGTTTTCTGCTTGG
THETA OE9A088562T3 169
Rv: GAGGTCTCGTCGCATTCTTC
Fw: GTCCATTCTGCCAAAGGGTA
TransfDHAR | OE9A054227T1 226
Rv: ACTTCAGGAGGAGCAGACGA
Fw: TGCGGATACACGAATTTGAA
PEROX5 OE9A093520T2 218
Rv: TAGACTGGAGCGGCATCTTT
Fw: GCAGAGAAAGACCCAGCATC
PEROX8 OE9A035552T1 190
Rv: TCTCCAGCCCTTGATCTTTG

Para o célculo da especificidade dos primers foi necessario avaliar o padréo da curva de

melting gerado apds amplificagcdo. As condi¢des de gPCR utilizadas foram idénticas as

descritas em 3.5.2.

Para a determinacédo da eficiéncia de cada par de primers foi utilizado o cDNA

obtido anteriormente (3.5.2), e preparada uma mistura composta pelas 15 amostras
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selecionadas do ensaio. De seguida, realizou-se a preparacdo de cinco de diluicdes em
série da concentracdo de cDNA (1:10, 1:40, 1:160, 1:640 e 1:2560). As rea¢des de gPCR
foram realizadas em triplicado, tendo sido também incluidos controlos negativos em cada
placa. Foram determinados os valores do declive e da linearidade (R?) para cada par de

primers. O valor da eficiéncia (E) foi calculado para cada par de primers através da

1
declive

formula: E(%) = (10 —( ) — 1) x 100 (Rasmussen, 2001).

3.6.3 A avaliacdo da estabilidade da expressdo dos genes

A avaliacdo da estabilidade da expressdo dos genes de referéncia e a selecdo da
combinacdo mais apropriada de genes a ser utilizada para a normalizacdo dos dados, foi
feita utilizando a aplicacdo de estatistica geNorm (Vandesompele et al., 2002). O
parametro de estabilidade que permite selecionar os genes de referéncia é o parametro M
que devera ter um valor inferior a 1.5. Para estudar a expressdo do gene alvo, os valores
de Ct foram regredidos no logaritmo da curva cDNA previamente construida.
Subsequentemente, o valor das unidades arbitrarias normalizadas dos genes alvo, para
cada amostra, foi calculado utilizando fatores de normalizagdo obtidos para 0s genes de

referéncia.

3.6.4 Tratamento estatistico

Foi feita uma transformacao logaritmica de base “e” dos dados de expressao dos
genes obtidos anteriormente, usando o teste de analise de variancias (ANOVA) no
software IBM SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics for Windows, version 21.0, Armonk,
NY IMB Corp) com um nivel de significancia definido como p < 0,05. As comparagdes
multiplas foram feitas através do teste de Bonferroni (Jafari & Azuaje, 2006).
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4  Resultados e Discussao



4.1 Avaliacdo do nivel de infecdo por C. nymphaeae em plantas de oliveira ‘Galega
vulgar’

Para se avaliar o nivel de infecdo por C. nymphaeae em plantas de oliveira ‘Galega
vulgar’ foi diagnosticada a presenca do fungo antes da inoculacdo do fungo (TO) e com
35 dias ap0s a inoculacdo (T2). Para tal foram comparados os valores de Ct médios de
cada planta obtidos por qPCR antes da inoculacdo e ap6s a inoculacdo. Foi verificada
uma amplificacdo do fungo nas amostras sendo comprovada desta forma que o fungo
infetara as plantas (figura 4.10). Foi realizada a quantificacdo do gDNA de cada amostra

bem como a avaliacéo da sua qualidade (apéndice A).

vvvvv

Fluorescence
|

10003 795.03

Tt
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4042

Cycle

Figura 10. Resultado do gPCR do gDNA do fungo C. nymphaeae e das amostras de oliveira
‘Galega vulgar’, demonstrando que o fungo esta presente nas plantas.'+’: controlo positivo
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No tempo de recolha TO verificou-se a amplificacdo em quatro das dez amostras
testadas, existindo um pico de melting coincidente com o pico de amplificacdo do
controlo positivo. Nas restantes seis amostras constatou-se que 0 seu pico de melting néo
coincidia com o pico de amplificacdo do fungo C. nymphaeae. Em T2 amplificaram com
0 seu pico de melting coincidente ao do fungo C. nymphaeae em cinco das seis amostras
das plantas que em TO néo tiveram qualquer amplificacdo, sendo indicativo da infecéo
com o fungo C. nymphaeae. Este critério levou a decisdo de selecionar as plantas
referenciadas com os numeros 3, 6, 7, 8 e 9, onde o fungo néo foi identificado em TO e

simultaneamente identificado em T2 para os estudos de expressdo génica (tabela 4.3).

Tabela 3. Valores Ct obtidos por qPCR de cada planta de oliveira ‘Galega vulgar’ recolhidas antes
da inoculacéo (T0) e 35 dias apos inoculacdo com o fungo C. nymphaeae (T2) e do fungo C.
nymphaeae utilizado como controlo positivo. A verde estdo indicadas as plantas selecionadas de
expressao, nas quais o fungo néo foi identificado em TO e simultaneamente identificado em T2.
Ct: Cycle Threshold; N/D: ndo detetado

Planta Tempo de ct Tempo de ct
amostragem amostragem
1 TO 34,75 T2 35,07
2 TO 37,2 T2 N/D
3 TO N/D T2 29,26
4 TO 35,52 T2 29,68
5 TO N/D T2 30,44
6 TO N/D T2 29,86
7 TO N/D T2 33,22
8 TO N/D T2 29,16
9 TO N/D T2 33,26
10 TO 33,52 T2 32,02
C. nymphaeae (controlo
positivo) 10.83
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4.2 Resultados das analises de expressao genética por qPCR

Nas cinco plantas selecionadas e em cada um dos diferentes tempos de anélise TO,
T1 e T2, avaliou-se a qualidade do RNA pela determinacgéo das absorvancias. Os racios
260/280 e 260/230 de valor superior a 1,8 séo indicativos de boa qualidade de RNA
(Rienth et al., 2014). Avaliou-se a concentragdo do RNA que devera ser superior a 60

no/ul (apéndice B).

4.2.1 Avaliacdo da especificidade dos primers

Por avaliacdo da curva de melting foi avaliada para todos os pares de primers
utilizados. O padrdo da curva de melting correspondente ao maximo de especificidade
correspondera a um pico unico, o qual indicara a temperatura de melting do amplicdo para
cada fragmento amplificado (Reed et al., 2007). Foi verificada a existéncia de um Unico
pico para cada combinacdo de primers, o que significa a amplificacdo de apenas um
fragmento especifico, confirmando-se desta forma a especificidade dos primers (figura
4.11).

29



1600
o=
1200
o=
24003
21003
3003
o=
2400
2100~
1800
900
[T
300

-}

Te

TransFL3

prees

2000
1800
1600 =
1400
1200
1000
800~
600
400
200
o
2400 -
300
o
200
2100
800
'ISW-
-
o
a0
20
0
-

30



Derivatives
I
g

Temperature

Derivatives

8.5

T I O S S O N I N R O T A
60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 M 9%
Temperature

27003

Derivatives

T 1

1

U | I I I
76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 9%
Temperature

Figura 11. Especificidade dos primers avaliada pela analise dos picos de melting

4.2.2 Avaliacdo da linearidade e eficiéncia de amplificacdo dos primers

gPCR utiliza a linearidade da amplificagdo do RNA para determinar quantidades

relativas da sequéncia conhecida em cada amostra. A avaliagdo da eficiéncia é um

indicador auxiliar para verificar se a amplificacdo dos genes ocorreu de forma adequada.

A faixa de eficiéncia ideal situa-se entre 90 % e 110 %, permitindo concluir que a

eficiéncia ideal foi alcancada em todos os pares de primers (Bustin et al., 2009), tendo
obtido resultados de eficiéncia a variarem entre 93,81 % e 107,48 %. Os resultados do

calculo da eficiéncia de amplificacdo dos primers encontram-se retratados na tabela 4.4.
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Tabela 4. Avaliacdo da linearidade e eficiéncia de amplificacdo dos primers utilizados nos estudos
de expressdo génica

] Linearidade Eficiéncia
Genes Declive

(R?) (%)
ACT -3,4072 0,9989 96,56
GAPDH -3,3856 0,9999 97,40
EFla -3,1547 0,9974 107,48
SOD -3,4797 0,9994 93,81
CHI1 -3,4681 0,9743 94,24
TransFL3  -3,2284 0,9889 104,05
PEROX2 -3,1547 0,9626 102,73
THETA -3,4376 0,9839 95,38
TransfDHAR -3,1564 0,993 107,40
PEROX5 -3,4039 0,9985 96,68
PEROXS -3,2173 0,7075 104,55

De modo a avaliar a estabilidade dos genes de referéncia utilizou-se o parametro
M do software geNorm (Vandesompele et al., 2002) que devera ter um valor inferior a
1,5. Os resultados obtidos por este parametro foram os seguintes: a ACT = 0,747, o
GAPDH = 0,903 e 0 EFla = 0,716, ou seja, todos os genes testados séo adequados para

a normalizacdo dos genes alvo.

4.2.3 Analise da expressao génica

A anélise da expressdo dos genes alvo foi conduzida nas plantas de oliveira de
cultivar ‘Galega vulgar’ antes e depois da infec@o pelo fungo C. nymphaeae. Os valores
de expressao relativos foram apresentados como a média (transformados em Log10) £ o
erro padrdo da média, obtidos a partir de trés replicas técnicas para cada uma das cinco
plantas, nos trés tempos analisados: TO, T1 e T2. Os resultados dessa analise foram

representados na figura 4.12.

A anélise estatistica da expressdo dos genes para cada gene alvo permitiu
comparar os valores de expressdo dos genes (unidades arbitrarias normalizadas) ao longo
do tempo do ensaio. Os genes SOD, TransfDHAR e Perox5 ndo indicaram evidéncias

estatisticas da expressao de genes ao longo do tempo do ensaio, ao apresentarem valores
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de p-value superiores a 0,1. No caso dos genes TransFL3, Perox2, THETA e Perox8 a
anélise demonstrou tendéncia ascendente ao apresentar um p-value maior que 0.05 e
menor que 0,1. A analise de variancias demonstrou diferencas significativas na expressao
génica entre os diferentes tempos analisados para o gene CHI1 com um valor de p-value
de 0,024, com o T2 a apresentar um valor se expressao significativamente superior a TO
(apéndice C). As comparagdes multiplas entre os tempos TO, T1 e T2, para o gene CHI1
detetaram valores unitéarios arbitrarios significativamente mais elevados deste gene (TO
vs. T2 = 0,0266).

As comparacdes multiplas para os genes TransFL3, Perox2, THETA e Perox8
detetaram-se valores elevados significativamente diferentes, mas apenas estatisticamente
significativos para valores de p-value entre 0,05 e 0,1: em TransFL3 (TO vs. T2 =0,0702);
em THETA (T1 vs. T2 =0,0971); em Perox2 (TO vs. T2 = 0,0963); e em Perox8 (TO vs.
T2 =0,0903) (apéndice D).

As ROS tém um papel fundamental na ativacéo das defesas das plantas, induzindo
alteracOes na expressdo dos genes, perante o stress bidtico e abidtico a que estdo sujeitas.
A producdo de ROS resulta da resposta imunitaria inata das plantas, que tem de ser
suprimida pelo agente patogénico para evitar a ativacao de defesas mais fortes da planta
(Sahu et al., 2022). A funcdo das ROS ja vem sendo associada a maltiplas tarefas dentro
das defesas da planta como a transferéncia de vesiculas, para a entrega de sinais de ROS
em locais especificos, para a endocitose de recetores especificos durante a ativacdo da
defesa e para a dessensibilizacdo e reciclagem de recetores imunitérios (Torres, 2010).

O gene CHI1, pertencente a familia das Quitinases desempenha um papel
importante na resposta de defesa das plantas contra agentes patogénicos, nomeadamente
fungos. A quitina, um polissacarideo estrutural encontrado nas paredes celulares de
muitos fungos, é uma componente chave na interacdo planta/patogéneo (Kombrink &
Thomma, 2013). As enzimas da familia das Quitinases tem a capacidade de degradar a
quitina (Mauch & Staehelin, 1989). Como tal na presenca do fungo C. nymphaeae 0s
sinais de defesa da planta foram acionados e por isso obteve-se uma expressao gerada em
resposta a infecdo ao longo do tempo do ensaio, indicando sua potencial importancia na

defesa da planta contra o agente patogénico (figura 4.12).

Os genes alvo, TRANSFL3, THETA, Perox2 e Perox8 (ver na figura 4.12),

apresentaram tendéncia nos resultados estatisticos pertencem a mesma familia de genes,
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a familia das Glutationas, sdo um dos principais antioxidantes enddgenos das plantas,
conhecido por desempenhar um papel importante nos mecanismos de defesa das plantas.
Funcionado como substrato nos mecanismos de defesa antioxidante, conjugando-se com
compostos eletrofilicos toxicos, eliminando radicais livres e reduzindo peroxidos
(Anderson & Davis, 2004). Podem estar ainda relacionados a producgéo de proteinas de
resisténcia, incluindo proteinas envolvidas no reconhecimento e neutralizacdo de agentes
patogénicos. Essas proteinas desempenham um papel crucial na resposta das plantas,
ativando respostas de defesa especificas para combater uma infecdo (De Lorenzo et al.,
2011). A identificacdo desses genes pode vir a ser um avanco significativo, pois pode
fornecer alvos potenciais para a engenharia genética visando aumentar a resisténcia da

oliveira & antracnose.
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5 Conclusdo



A antracnose da oliveira € amplamente reconhecida nos paises produtores de
azeitona, em particular em Portugal, especialmente nas regiGes onde a cultivar 'Galega’ é
cultivada, uma vez que esta variedade apresenta uma alta suscetibilidade a doenca, tendo
em conta o cenario obvio de alteragcdes climaticas e a constante adaptacdo dos agentes
patogénicos ao clima e aos tratamentos fitossanitarios. Tendo em conta estes factos, a
identificacdo de genes potencialmente implicados na resposta da oliveira a infecdo por
agentes causadores de doenca, nomeadamente C. nymphaeae reveste-se de importancia
significativa. Essa abordagem possibilita a compreensao da fundacao genética subjacente
a interacdo entre a oliveira e o C. nymphaeae, contribuindo assim com informacdes de
grande relevancia sobre os mecanismos envolvidos na resisténcia e suscetibilidade da

planta a essa infecéo.

As ROS tém um papel central em situacoes de stress abidtico e bidtico como o stress
hidrico, salinidade excessiva do solo, perante altas temperaturas e na reacdo a patogéneos.
As ROS atuam como sinalizadores e mediadores de respostas envolvidas na ativacgao de

mecanismos de defesa e adaptacao a diferentes cenarios.

De entre os genes-alvo estudados, o gene CHI1 revelou uma regulagdo positiva
significativa (p <0,005) entre TO e T2 em resposta a infecdo por C. nymphaeae, tornando-

0 um candidato promissor para ser posteriormente utilizado em analises funcionais.

Ao identificar os genes que estdo envolvidos na resposta da oliveira a infecédo por C.
nymphaeae, torna-se possivel obter informacgoes sobre as vias metabdlicas, processos de
sinalizacdo e mecanismos de defesa ativados durante a interacdo planta-patogéneo. As
informagdes podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes e
sustentaveis para o controlo da antracnose, como a selecdo de variedades de oliveira mais

resistentes ou o desenvolvimento de abordagens de controle bioldgico.

Salienta-se a importancia deste estudo para a identificacdo de genes candidatos para
incorporar novas fontes de resisténcia da oliveira a antracnose com a promoc¢do do
desenvolvimento de estratégias de gestdo sustentaveis podendo facilitar a aplicacdo de
técnicas de melhoramento genético, visando o desenvolvimento de variedades de oliveira

com maior resisténcia a antracnose.

Embora os resultados deste estudo tenham fornecido informagdes importantes sobre
0s genes potencialmente envolvidos na resposta da oliveira & infe¢do por C. nymphaeae,

é importante ressaltar que ainda ha muito a ser explorado nessa area. Além disso, estudos
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mais aprofundados sdo necessarios para entender completamente 0s mecanismos

moleculares envolvidos e sua interacéo.
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7 Apéndices



Apéndice A: Resultados de concentracédo e avaliacdo da qualidade do gDNA das amostras.

Anélise do gDNA

Apéndice B: Resultados das analises de RNA.

Amostras | Concentragdo | 260/280 | 260/230
(mg/pl)

TO-3 13.85 1.314 1.238
TO-6 16.8 1.355 0.828
TO-7 13.5 1.28 0.701
TO-8 11.3 1.245 0.621
T0-9 20.35 1.433 0.774

Fungo 33.2 1.809 0.377
T2-3 25.6 1.395 0.287
T2-6 12.5 1.605 1.25
T2-7 15.8 1.519 1.097
T2-8 12.2 1.452 0.968
T2-9 9.2 1.6 1.957

Analise do RNA
Amostras | Concentracdo | 260/280 | 260/230
(mg/ul)

TO-3 183.6 2.141 1.603
TO-6 228.28 2.122 2.043
TO-7 91.8 2.027 1.193
TO-8 81.4 1.995 0.65
T0-9 353.2 2.105 1.937
T1-3 184.32 2.073 1.064
T1-6 86.24 2.053 1.085
T1-7 93.32 1.987 1.232
T1-8 85.84 1.987 0.551
T1-9 100.08 2.003 0.989
T2-3 117.68 2.057 1.095
T2-6 232.68 2.035 0.562
T2-7 92.88 1.849 0.826
T2-8 108.12 1.91 0.32
T2-9 147.12 1.664 0.641

44



Apéndice C: Resultados da anélise estatistica ANOVA no software IBM SPSS Statistics (IBM
SPSS Statistics for Windows, version 21.0, Armonk, NY IMB Corp) com um nivel de
significancia definido como p < 0.05.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
SOD Between Groups .362 2 181 1.458 274
Within Groups 1.363 11 124
Total 1.725 13
CHI1 Between Groups 299 2 150 5.566 -
Within Groups .295 11 .027
Total 594 13
TransFL3 Between Groups 198 2 .099 3.740 .058
Within Groups 292 11 027
Total 490 13
PEROX2 Between Groups 434 2 217 3.110 .085
Within Groups 768 11 .070
Total 1.203 13
THETA Between Groups .389 2 194 3.875 .053
Within Groups 552 11 .050
Total .940 13
TransfDHAR  Between Groups .010 2 .005 .340 719
Within Groups 165 11 015
Total 175 13
PEROX5 Between Groups 147 2 .074 1.669 233
Within Groups 485 11 .044
Total 632 13
PEROX8 Between Groups .884 2 442 3.902 .052
Within Groups 1.247 11 113
Total 2.131 13
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Apéndice D: Resultados das analises das compara¢Ges multiplas, através do teste de Bonferroni.

Multiple Comparisons

Bonferroni
Mean Difference 95% Confidence Interval
Dependent Variable (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
SOD T0 T1 .189254| .236175 1.000 -47677 .85528
T2 -212039| .222668 1.000 -.83997 41589
T1 T0 -189254| 236175 1.000 -.85528 AT677
T2 -401293( .236175 352 -1.06731 26473
T2 T0 212039| 222668 1.000 -41589 .83997
T1 401293| 236175 352 -.26473 1.06731
CHI1 TO T1 -063887( .109941 1.000 -.37392 24615
T2 -328733'| 103653 [[NOSH -62104 -03643
T1 T0 .063887| .109941 1.000 -.24615 37392
T2 -.264846( .109941 104 -57488 04519
T2 10 328733 103653 [[NO2Y| 03643 62104
T1 264846 .109941 104 -.04519 57488
TransFL3 TO T1 -062993( 109258 1.000 -.37110 24512
T2 -270875| .103010 .070 -56137 01962
T1 T0 .062993|  .109258 1.000 -.24512 37110
T2 -207882( .109258 251 -51599 .10023
T2 T0 .270875| .103010 .070 -.01962 56137
T1 .207882|  .109258 251 -.10023 51599
PEROX2 TO T1 -133939( 177280 1.000 -.63387 .36600
T2 -409871( 167141 .096 -.88121 06147
T1 T0 .133939| .177280 1.000 -.36600 63387
T2 -275932 177280 A44 -77587 .22400
T2 T0 409871 167141 .096 -.06147 88121
T1 275932 .177280 444 -.22400 77587
THETA T0 T1 .038557| .150237 1.000 -.38512 46223
T2 -329122( 141644 121 -.72856 .07032
T1 T0 -.038557| .150237 1.000 -46223 .38512
T2 -367679| 150237 097 -.79135 .05599
T2 T0 329122| 141644 121 -.07032 72856
T1 367679| .150237 097 -.05599 79135
TransfDHAR TO T1 .009279| .082109 1.000 -.22227 .24083
T2 -051631| .077413 1.000 -.26994 .16668
T1 T0 -009279| .082109 1.000 -.24083 22227
T2 -060910( .082109 1.000 -.29246 17064
T2 T0 .051631| .077413 1.000 -.16668 .26994
T1 .060910| .082109 1.000 -17064 29246
PEROX5 TO T1 -011631| .140821 1.000 -.40875 .38549
T2 -218888( .132767 382 -59330 .15552
T1 T0 .011631| .140821 1.000 -.38549 40875
T2 -207257| 140821 507 -.60438 .18986
T2 T0 .218888| .132767 382 -.15552 59330
T1 .207257| .140821 507 -.18986 60438
PEROX8 TO T1 -012053| .225819 1.000 -.64887 62476
T2 -529792| .212904 .090 -1.13019 .07060
T1 T0 .012053| .225819 1.000 -62476 64887
T2 -517738| .225819 128 -1.15455 .11908
T2 T0 529792  .212904 .090 -.07060 1.13019
T1 517738| .225819 128 -.11908 1.15455
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