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RESUMO

Os fungos endofiticos, que colonizam naturalmente os tecidos de plantas, tém vindo a
crescer de importancia em termos de pesquisa e aplicagdes no ambito da protecdo das
plantas. Todavia, a sua presenga nos tecidos da oliveira ainda permanece bastante
desconhecida. Dessa forma, com o objetivo de identificar e relacionar a presenca de
fungos endofiticos com o fungo patogénico Spilocaea oleaginea, agente causal da
doenca olho-de-pavao na oliveira, durante a primavera ¢ verdo de 2013 colheram-se
folhas das cultivares Cobrangosa, Picual e Galega, que apresentavam lesdes
caracteristicas da presenga da doenca, em quatro olivais localizados em diferentes
regides do Alentejo. Apds a extracdo do DNA total e subsequente PCR com primers
universais para a regido ITS (internal transcribed spacer), foram sequenciados e
analisados dez clones de cada cultivar. De acordo com as bases de dados Fungal
Barcode e NCBI foi identificada a presenca de fungos endofiticos pertencentes a oito
familias, nomeadamente, Botryosphaeriaceae, Dothioraceae, Leptosphaeriaceae,
Mycosphaerellaceae, Phaeosphaeriaceae, Pleosporaceae, Sclerotiniaceae e
Venturiaceae.
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ABSTRACT

Endophytic fungi inhabiting naturally in plant tissues are gaining attention as a subject
for research and applications in Plant Protection. However, little is known about the
endophytes presence in olive tree tissues. For this reason, a first approach was done to
relate the presence of endophytic fungi and the pathogenic fungus Spilocaea oleaginea,
the causal agent of olive peacock disease. For that, in spring and summer of 2013,
leaves of three olive cultivars, Cobrangosa, Picual and Galega, obtained from 4 different
orchards in different regions of Alentejo, showing typical peacock disease lesions, were
collected and the total DNA extracted. A PCR was performed using ITS universal



primers (internal transcribed spacer) and the amplified fragments were cloned. Ten
clones from each cultivar were sequenced and analyzed. A ‘BLAST n’ search allowed
the identification of fungi belonging to eight families, such as Botryosphaeriaceae,
Dothioraceae, Leptosphaeriaceae, Mycosphaerellaceae, Phaeosphaeriaceae,
Pleosporaceae, Sclerotiniaceae and Venturiaceae.
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INTRODUCAO

Os microrganismos endofiticos sdo geralmente fungos ou bactérias presentes no interior
dos tecidos de plantas, que interagem com os seus hospedeiros sem lhes causar doenca
(Schulz & Boyle, 2006). Estes microrganismos, inicialmente classificados como
assintomaticos, e apesar de muitos dos endoéfitos isolados ndo terem efeitos conhecidos
para o hospedeiro, ja& demostraram poderem ter alguma fun¢do para as plantas
hospedeiras (Strobel & Daisy, 2003). No caso particular dos fungos endofiticos, embora
a sua relagdo com o hospedeiro vegetal possa variar de hospedeiro para hospedeiro, a
interacdo entre ambos ainda ¢ pouco conhecida e compreendida (Chapla et al., 2013).
Todavia, o tipo de associagdo entre estes organismos sugere que possam ter co-
evoluido, apresentando uma relagdo mutualistica entre si. Os organismos endofiticos
recebem beneficios da planta como nutrientes e protecdo, enquanto as plantas podem
obter maior resisténcia a ambientes adversos causados quer por fatores bioticos (insetos,
herbivoros, nematodes e microrganismos fitopatogénicos), quer por fatores abidticos
(pH, temperatura, stresse hidrico, ventos fortes e salinidade) (Jalgaonwala et al., 2011;
Chapla et al., 2013).

Nos anos recentes, o estudo da populagdo de fungos endofiticos presente em gramineas,
plantas ndo vasculares, coniferas e angiospérmicas, tem vindo a aumentar (Rodriguez et
al., 2009), o mesmo sucedendo na oliveira (Olea europaea L.), observando-se neste
hospedeiro a existéncia de uma comunidade de fungos endofiticos diversificada e
abundante. No conjunto dos fungos endofiticos ja identificados na oliveira sdo de
destacar, Colletotrichum sp., Diaporthe sp., Fusarium oxysporum, Kabatina sp.,
Phomopsis columnaris, Trichoderma gamssi e Xylaria spp. (Fisher et al., 1992; Martins
et al., 2013; Sia et al., 2013). Todavia, a interacdo entre essa diversidade de fungos
endofiticos e as doengas do olival permanece ainda desconhecida. De entre as varias
doengas que afetam a oliveira no nosso pais, o olho-de-pavao, causado pelo fungo
Spilocaea oleaginea (Castagne) S. Hughes, ¢ uma das mais prevalentes e com grande
impacto na copa da oliveira. Esta doenga tem uma grande dispersdo geografica
abrangendo toda a regido mediterranica, bem como regides temperadas e subtropicais
onde se verifica o cultivo da oliveira (Obanor et al., 2010; Sanei & Razavi, 2011). A
sintomatologia associada ao olho-de-pavao surge especialmente na primavera € no
outono, quando as temperaturas sdo amenas ¢ existe humidade suficiente para promover
a esporulagdo do fungo resultando no aparecimento das lesdes caracteristicas nas folhas.



Permanecendo na arvore em folhas infetadas assintomaticas, este fungo pode originar
elevadas desfoliagdes com o consequente enfraquecimento da arvore e impedindo a
diferenciagdo floral, com consequéncias diretas na produgdo de frutos (Sanei & Razavi,
2011).

Neste trabalho foi feita uma identificagdo preliminar da comunidade de fungos
endofiticos presente em folhas de oliveira com lesdes tipicas da doenga causada pelo
fungo Spilocaea oleaginea, de diferentes cultivares nacionais e recolhidas em diferentes
locais do Alentejo.

MATERIAIS E METODOS

Durante a primavera e verdo de 2013, procedeu-se a recolha de amostras de folhas com
lesdes caracteristicas da doenga olho-de-pavao, pertencentes as cultivares de oliveira
Cobrangosa, Galega e Picual, em olivais de quatro localidades do Alentejo (Evora,
Mitra-Valverde, Monforte e Vidigueira). As folhas foram colhidas aleatoriamente em 10
arvores, sendo posteriormente colocadas em sacos hermeticamente fechados e
transportadas para o laboratério onde foram armazenadas a -20°C, até serem
processadas. Para garantir a exclusividade da andlise apenas as dreas com presenca de
olho-de-pavao, as lesdes concéntricas caracteristicas desta patologia foram cortadas e o
restante material das folhas descartado. A eventual presenga e identificagdo dos fungos
endofiticos presentes nas folhas infetadas foi realizada através da sua identificagdo
molecular. Dessa forma, de cada olival utilizaram-se 500 mg de tecido vegetal com
lesdes, sendo o DNA total extraido de acordo com o protocolo CTAB/Proteinase K. A
identificacdo dos fungos presentes em cada amostra foi realizada através da
amplificagdo por PCR da regido ITS (internal transcribed spacer region) do DNA
ribossomal, recorrendo a um par de primers universais (ITS1/ITS4) (White et al., 1990).
Os produtos de PCR obtidos foram subsequentemente purificados com o kit Illustra
GFX (GE Healthcare) e clonados utilizando o kit de clonagem (Nzytech, Portugal),
seguindo as instru¢des dos fabricantes. Em cada olival experimental, foram obtidos 10
clones, posteriormente sequenciados em ambas as diregdes pela empresa Macrogen
(The Netherlands). As sequéncias obtidas foram posteriormente analisadas com o
programa Bioedit Sequence Aligment Editor v.7.2.3 (Hall, 1999), e a identifica¢do das
familias dos fungos endofiticos presentes em cada amostra e olival foi baseada na
melhor percentagem de semelhanga obtida apds a comparagdo com outras sequéncias
presentes nas bases de dados Fungal Barcode (www.fungalbarcoding.org) e NCBI.
Com base nas sequéncias obtidas dos clones, juntamente com outras existentes no
GenBank, foi construido um dendrograma filogenético pelo método Neighbor-Joining,
com 1000 repeti¢cdes e modelo Jukes-Cantor, gerado pela aplicagio MEGA 6.0 (Tamura
etal., 2013).

RESULTADOS e DISCUSSAO

Apos a analise bioinformatica dos dados, os produtos de amplificagdo correspondentes a
sequéncia ITS1-5.8S-ITS2 variaram entre os 522 pb e 699 pb. Considerando a melhor



percentagem de homologia entre os clones obtidos nos olivais e as sequéncias das bases
de dados consideradas, foi identificada a presenga de fungos endofiticos pertencentes a
oito familias, tdo distintas como Botryosphaeriaceae, Dothioraceae, Leptosphaeriaceae,
Mycosphaerellaceae, Phaeosphaeriaceae, Pleosporaceae, Sclerotiniaceae e Venturiaceae
(Figura 1 e Tabela 1). De entre essas familias merecem destaque as familias
Leptosphaeriaceae, Phaeosphaeriaceae e Pleosporaceae, incluidas na ordem
Pleosporales, que contém fungos endofiticos e epifiticos, passando por parasitas e
saprofitos (Zhang et al., 2009). Também a familia Botryosphaeriaceae inclui fungos
diversos e conhecidos, fitopatogénicos, endofiticos ou saprofiticos, distribuidos por
todas as areas geograficas do globo, com a exceg¢do das regides polares. A sua
associacdo frequente com doencas de plantas tem estimulado o interesse nesta familia
de fungos (Phillips et al., 2013). Por sua vez, a familia Venturiaceae engloba varias
espécies de fungos fitopatogénicos, incluindo a espécie causadora do olho-de-pavao (S.
oleaginea).

Os resultados obtidos permitiram constatar a existéncia de uma variedade de fungos
endofiticos diversificada, em consonancia com outros estudos ja realizados na oliveira
(Fisher et al., 1992; Martins et al., 2013; Sia et al., 2013). Pela analise do dendrograma
(Figura 1) pode observar-se que a diversidade de fungos ndo pareceu variar em fungdo
da cultivar nem com a localizacdo do olival, uma vez que as mesmas familias de fungos
estavam igualmente presentes em oliveiras de cultivares distintas, localizadas no norte e
sul do Alentejo, como sucedeu com as familias Leptosphaeriaceae, Mycosphaerellaceae
e Pleosporaceae. Este estudo permitiu ainda constatar, pela primeira vez, a existéncia de
uma diversidade de familias de fungos associada a lesdes de S. oleaginea, sendo de
referir que algumas das familias identificadas possuem fungos ja conhecidos como
responsaveis pela contengdo de algumas doengas, nomeadamente em vinhas, mostrando
o seu papel no controlo de doengas associadas a fungos, como Botrytis cinerea Pers.
(Martini et al., 2009). Todavia, no estado atual dos conhecimento ndo ¢ ainda possivel
saber se a associagdo de fungos endofiticos com S. oleaginea podera resultar igualmente
num fator de contencdo da doenga ou, pelo contrario, ser um fator de exacerbagdo da
patologia associada ao olho-de-pavao. Desse modo, a continuagdo dos estudos
relacionados com a presenga de fungos endofiticos em tecidos da oliveira revela-se de
grande interesse, tendo em conta o potencial beneficio associado a presenga deste tipo
de fungos na limitagao de fungos patogénicos, como foi ja observado noutras culturas.



Tabela 1. Familias de fungos endofiticos presentes nas folhas de oliveira infetadas com
S. oleagina.

Cultivar Sequéncias | Familia Ir_ocalizagéo
Cobrangosa Cobl - Evora
Cobrangosa Cob2 Leptosphaeriaceae Evora
Cobrangosa Cob6 Botryosphaeriaceae Evora
Cobrangosa Cob7 - Evora
Cobrangosa Cob8 - Evora
Cobrancgosa Cob9 - Evora
Cobrancgosa Cob10 - Evora
Cobrangosa Cobl1 - Evora
Cobrangosa Cobl3 - Evora
Cobrangosa Cobl4 Mycosphaerellaceae | Evora

Galega Mitral Phaeosphaeriaceae Mitra-Valverde
Galega Mitra2 Pleosporaceae Mitra-Valverde
Galega Mitra3 Tremellaceae Mitra-Valverde
Galega Mitra6 Venturiaceae Mitra-Valverde
Galega Mitra8 Elsinoaceae Mitra-Valverde
Galega Mitra9 Dothioraceae Mitra-Valverde
Galega MitralO Pleosporaceae Mitra-Valverde
Galega Mitral2 Mycosphaerellaceae | Mitra-Valverde
Galega Mitral3 - Mitra-Valverde
Galega Mitral6 Xylariaceae Mitra-Valverde
Picual Monl Phacosphaeriaceae Monforte
Picual Mon§8 - Monforte
Picual Mon9 Phaeosphaeriaceae Monforte
Picual Monl5 Phacosphaeriaceae Monforte
Picual Monl6 Phacosphaeriaceae Monforte
Picual Monl7 Pleosporaceae Monforte
Picual Mon18 Mycosphaerellaceae | Monforte
Picual Mon19 Mycosphaerellaceae | Monforte
Picual Mon20 Mycosphaerellaceae | Monforte
Picual Mon21 Montagnulaceae Monforte
Galega Vidl Pleosporaceae Vidigueira
Galega Vid2 Sclerotiniaceae Vidigueira
Galega Vid3 Leptosphaeriaceae Vidigueira
Galega Vid4 Incertae sedis Vidigueira
Galega Vid5 Sclerotiniaceae Vidigueira
Galega Vid6 Leptosphaeriaceae Vidigueira
Galega Vid8 Tremellaceae Vidigueira
Galega Vid9 Phaeosphaeriaceae Vidigueira
Galega Vid10 Leptosphaeriaceae Vidigueira
Galega Vidl2 - Vidigueira




100 | AY438254.1 Mycosphaerellaceae

GU269678.1 Mycosphaerellaceae

Monts Capnodiales
Mon19
Mitra12
Cob14
Mon20

65 HM595525.1 Elsinoaceae . .
looEJNOMOZt—,lE'simaceae Myriangiales
Mitra8 z
43 JQ966214.1 Dothioraceae D :
othideales
37| 100| |Mitrad
99 L JX188092.1 Dothioraceae -
81| EF638773.1 Botryosphaeriaceae

EF445354 Botryosphaeriaceae B Otryo Sphaeriales
Cob6 -

29 Mitra6

100 || EU035435.1 Venturiaceae
99 L EU035434 Venturiaceae

Mitral4

Venturiales

AM921731.1

HMS595540.1 Yylariales E Xylarlales

JX981485.1 Sclerotiniaceae

100 [ JQ346853.1 Pezizomycotina
ﬂ':‘; FJ378725.1 Pezizomycotina
Cob8
Cob13

Mitral3

cob? Helotiales
Cob9

cona - Ascomycota

JF449858.1 Pleosporales
JF449593.1 Phaeosphaeriaceae
Mon8

Mon15

83 Mong Pleosporales

771 KC253943.1 Pleosporaceae
641 Mon17

33| 100}k c753399.1 Pleosporaceae
100 Vid1

Vid12
o 100 || EU479803.1 Uncultured soil fungus
68 - EF159190.1 Uncultured fungus
CBS284.70 Pleosporaceae
CBS161.78 Pleosporaceae

100

100 |, Mitral0

791 Mitra2

JX681101.1 Montagnulaceae
Vid4 -

— JFa49690.1 Epicocoum sp. Incertae sedis

40l GU586847.1 Epicoccum sp.

Vids b

99

JQ993373.1 Tremellaceae
Mitra3
JX164069.1 Tremellaceae

AF280759.1 Schizophyllum commune
AB210077.1 Phlebia sp.

Cob10
Cobl

Basidiomycota

AY969953.1 Uncultured Basidiomycota

1112CRF-ME-FR Cronartium flaccidum

Figura 1. Dendrograma Filogenético exibindo as familias de fungos presentes nas folhas
analisadas.
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