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Resumo

ANTUNES, Eva Juimara Ricardo. Mecanismos fisico-quimicos de defesa ao
Colletotrichum acutatum em frutos de oliveira produzidos na Regido Sul do
Uruguai. 2024. 90f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias - Fruticultura de Clima
Temperado) — Programa de Pdés-Graduacdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

A antracnose da oliveira, causada por Colletotrichum spp., € uma doenca fungica
importante nas regibes olivicolas que provoca podriddo nos frutos,
comprometendo a producao e a qualidade dos mesmos. O nivel de resisténcia
das cultivares varia de acordo com a genética e a fase de maturacéo dos frutos.
Assim, com este estudo teve-se por objetivo identificar o nivel de suscetibilidade
de quatro cultivares de oliveira (Arbequina, Picual, Frantoio e Manzanilla de
Sevilla) ao Colletotrichum acutatum em dois estadios de maturacdo dos frutos,
verdes e maduros. Além disso, buscou-se investigar o papel da espessura da
cuticula e do teor de compostos fendlicos totais como mecanismos defensivos
envolvidos na suscetibilidade dos frutos a antracnose em dois estadios de
maturacgdo, verdes e maduros. O estudo foi conduzido no Instituto Nacional de
Investigacdo Agropecuéria - INIA Las Brujas - Departamento de Canelones,
Uruguai nos anos de 2023 e 2024. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro blocos. Os frutos verdes e maduros foram inoculados
com solugdo fangica de 1x10° esporos/mL e mantidos em incubacéo durante
15 dias paralelamente com o material controle. Durante este periodo, o
desenvolvimento e a evolugéo do fungo foram avaliados periodicamente aos 2,
3,4,5,7,10, 11, 12, 13 e 15 dias ap0s a inoculacdo, com base na incidéncia e
severidade da doenca. Para a andlise anatbmica da cuticula, os frutos foram
seccionados na regido equatorial e infiltrados com parafina liquida a 60 °C com
sistema automatico de preparacao de amostras, tipo carrossel, SLEE MTP. Apés
a infiltracdo, os segmentos foram submetidos ao processo de inclusdo em
parafina utilizando o equipamento modelo YDL-6L da YIDI. ApGs 24 horas, 0s
segmentos foram cortados em um micrétomo rotativo manual SLEE, Modelo
CUT 4062, seguidos pela montagem das laminas. Posteriormente, as laminas
foram submetidas a coloracdo com Safranina. As imagens foram obtidas por
microscopia Optica e a espessura da cuticula efetuada com o software (livre)
Image J. A espessura foi determinada através largura e do comprimento da
cuticula dos frutos, tomando-se como base um conjunto de seis células
epidérmicas consecutivas. Os compostos fendlicos totais foram quantificados em
frutos sadios com espectrofotometria, seguindo a metodologia de Folin-
Ciocalteau. A incidéncia e a severidade da doenca apresentaram variacdes
significativas entre as cultivares no estadio verde. No entanto, em frutos
maduros, a severidade da doenca foi uniforme entre as cultivares. A
suscetibilidade a antracnose variou entre as cultivares nos frutos verdes,
enquanto, nos frutos maduros, nao foram observadas diferengas significativas.
Tanto a espessura da cuticula quanto os compostos fenélicos totais variaram
entre as cultivares e os estadios de maturacdo. Nos frutos verdes, a cultivar
Frantoio foi a menos suscetivel a antracnose, enquanto Arbequina e Picual
apresentaram suscetibilidade moderada, e Manzanilla foi a mais suscetivel. Ja



nos frutos maduros, todas as cultivares foram igualmente suscetiveis. Os
mecanismos fisico-quimicos néo influenciaram na suscetibilidade dos frutos.

Palavras-chave: Olea europaea; oleuropeina; antracnose; suscetibilidade;
cuticula.



Abstract

ANTUNES, Eva Juimara Ricardo. Physicochemical defense mechanisms
against Colletotrichum acutatum in olive fruits produced in the Southern
Region of Uruguay. 2024. 90f. Dissertation (Master of Science - Temperate
Climate Fruticulture) — Postgraduate Program in Agronomy. Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2024.

Olive Anthracnose, caused by Colletotrichum spp., is a significant fungal disease
in olive-growing regions that leads to fruit rot, compromising both production and
quality. The level of resistance among cultivars varies according to genetic factors
and the stage of fruit maturation. This study aimed to identify the susceptibility
levels of four olive cultivars (Arbequina, Picual, Frantoio, and Manzanilla de
Sevilla) to Colletotrichum acutatum at two stages of fruit maturation: green and
mature. Additionally, the study sought to investigate the role of cuticle thickness
and total phenolic compound content as defensive mechanisms involved in the
susceptibility of fruits to anthracnose at both maturation stages. The research
was conducted at the National Institute of Agricultural Research - INIA Las Brujas
- Canelones Department, Uruguay, in 2023 and 2024. The experimental design
was completely randomized, consisting of four blocks. Green and mature fruits
were inoculated with a fungal solution of 1x10"5 spores/mL and incubated for 15
days alongside control material. During this period, the development and
progression of the fungus were periodically assessed at 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11, 12,
13, and 15 days post-inoculation, based on disease incidence and severity. For
the anatomical analysis of the cuticle, fruits were sectioned at the equatorial
region and infiltrated with liquid paraffin at 60 °C using an automatic sample
preparation system, carousel type, SLEE MTP. After infiltration, the segments
were subjected to paraffin embedding using the YDL-6L model equipment from
YIDI. After 24 hours, the segments were cut using a manual rotary microtome
SLEE, Model CUT 4062, followed by slide mounting. Subsequently, the slides
were stained with Safranin. Images were obtained via optical microscopy, and
cuticle thickness was measured using the free software ImageJ. The thickness
was determined by the width and length of the cuticle of the fruits, based on a set
of six consecutive epidermal cells. Total phenolic compounds were quantified in
healthy fruits using spectrophotometry, following the Folin-Ciocalteau
methodology. Disease incidence and severity showed significant variations
among cultivars at the green stage. However, in mature fruits, disease severity
was uniform across cultivars. Susceptibility to anthracnose varied among
cultivars in green fruits, while no significant differences were observed in mature
fruits. Both cuticle thickness and total phenolic compounds varied among
cultivars and maturation stages. In green fruits, the Frantoio cultivar was the least
susceptible to anthracnose, while Arbequina and Picual showed moderate
susceptibility, and Manzanilla was the most susceptible. In mature fruits, all
cultivars were equally susceptible. The physical-chemical mechanisms did not
influence the susceptibility of the fruits.

Keywords: Olea europaea; oleuropein; anthracnose; susceptibility; cuticle.
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1 Introducéo

Em todas as areas de cultivo de oliveiras (Olea europaea L.), doencas
causadas por fungos patogénicos podem ser transmitidas por varios meios,
incluindo ar, &gua, solo e equipamentos. Essas doencas tém um impacto
econdmico significativo, afetando a saude das plantas e a qualidade dos frutos,
0 gque pode resultar em perdas econémicas consideraveis para os produtores.

A antracnose € umas das doencas mais impactantes da cultura, originada
por patdégenos das espécies do género Colletotrichum, que causam perdas
significativas na producédo (Cacciola et al., 2012; Moral; De Oliveira; Trapero,
2009; Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). O 6leo extraido de frutos infectados
por C. acutatum apresenta alta acidez, qualidade nutricional reduzida e
alteracdes no perfil organolépticos, que comprometem a sua qualidade e
aceitabilidade. (Leoni et al., 2018; Miho et al., 2024). A infecc&o pode levar a uma
gueda dréastica na producdo, com impactos econdmicos substanciais em todas
as regides produtoras de azeitonas (Cacciola et al., 2012).

A maior parte dos olivais estad concentrada em paises da regido da bacia
do Mediterraneo, destacando-se a Unido Europeia como a principal responsavel
pela de producdo de azeite, sendo a Espanha o principal pais produtor. Na
América do Sul, paises como Peru, Argentina, Chile, Uruguai e Brasil sdo os
principais produtores de azeitonas, entre 0os quais o Peru e a Argentina sdo os
maiores produtores, respondendo por 70% da producdo (FAO, 2024). A
Argentina lidera a producao de azeite com cerca de 35 mil toneladas, o que faz
do pais o maior produtor da América do Sul. O Chile segue com uma producao
de cerca de 20 mil toneladas (COI, 2024). O Uruguai, apesar de enfrentar
desafios climéticos, continua a crescer e produziu cerca de 2 mil toneladas de
azeite de oliva extra virgem na safra 2023 (MGAP-DIEA, 2023).

A antracnose da oliveira € endémica na bacia do Mediterraneo Ocidental,
mas se dispersou para outras regides globais, causando preocupacdo em areas
de cultivo emergentes (Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). No campo, a
susceptibilidade dos frutos a antracnose varia conforme a cultivar e o estadio de
maturagdo. Frutos em estadios iniciais de desenvolvimento geralmente

apresentam maior imunidade a infec¢do, enquanto frutos maduros sdo mais
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suscetiveis, manifestando sintomas classicos de podridao (Moral; De Oliveira;
Trapero, 2009).

Nos ultimos anos, a incidéncia e a gravidade da doenca tém aumentado
consideravelmente. Esse aumento é amplamente influenciado por fatores como
as condicdes climaticas, a suscetibilidade das diferentes cultivares de oliveiras e
a viruléncia dos isolados fungicos (Lesk; Rowhani; Ramankutty, 2016; Moral; De
Oliveira; Trapero, 2009). A severidade dos sintomas provocados por patégenos
pode variar significativamente entre diferentes cultivares, e essa variabilidade
esta frequentemente associada a composi¢cao bioquimica do fruto e a outros
mecanismos de defesa da planta (Moral; De Oliveira; Trapero, 2009; Riolo et al.,
2023). A resisténcia das plantas a patdgenos resulta, portanto, de uma
combinacdo de mecanismos fisicos e bioquimicos, que influenciam a forma
como cada cultivar responde ao ataque.

A cuticula do fruto € uma barreira fisica importante que pode impedir a
penetracdo de fungos. A espessura da cuticula varia entre diferentes cultivares,
influenciando diretamente a resisténcia a antracnose (Gomes et al., 2012). Além
disso, mudancas metabdlicas durante o amadurecimento dos frutos, como a
alteracdo na concentracdo de compostos fendlicos, podem desempenhar uma
importante fungcdo na defesa bioquimica contra patégenos (Cecchi et al., 2015).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios com propriedades
antioxidantes e antifungicas. Eles sdo encontrados em varias partes da planta,
incluindo frutos e folhas, e sua concentracao pode variar significativamente entre
cultivares e estadios de maturacdo (Gomes et al., 2012; Miho et al., 2024; Moral;
Trapero, 2009). A composicéao fendlica esta associada a resisténcia dos frutos
ao C. acutatum, embora a relacéo entre compostos fendlicos totais e resisténcia
a antracnose ainda nao esteja completamente elucidada (Moral et al., 2017).

Portanto, considerando a importancia econémica da olivicultura e os
graves danos causados pela antracnose, é fundamental aprofundar os estudos
sobre a relacédo entre os mecanismos de defesa e a resisténcia das plantas. Além
dos trabalhos existentes, € necessario entender melhor a resposta de diferentes
cultivares ao principal agente causador da doenca, Colletotrichum acutatum, e
investigar os mecanismos que influenciam a defesa e a suscetibilidade das

plantas na interacdo com esse patdgeno.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudar e avaliar os mecanismos de defesa que influenciam a

suscetibilidade dos frutos de diferentes cultivares de oliveira a antracnose
causada por Colletotrichum acutatum em condi¢des controladas.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a suscetibilidade de quatro cultivares de oliveira em
diferentes estadios de maturacéo dos frutos;

e Avaliar e quantificar a espessura da cuticula e sua eficacia na protecao
dos frutos contra a antracnose;

e Determinar os niveis de compostos fendlicos totais nos frutos e sua

influéncia na suscetibilidade das cultivares a antracnose.
2.3 Hipotese
As cultivares de oliveira apresentam variacfes na espessura da cuticula

dos frutos e no teor de compostos fendlicos totais, que atuam como

mecanismos de defesa contra a antracnose.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Descricao botéanica e aspectos morfolégicos

A oliveira pertence a familia botanica Oleaceae (Figura 1), que inclui
espécies frequentemente encontradas em regides tropicais e temperadas
(Barranco Navero; Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017; Coutinho; Ribeiro;
Cappellaro, 2009). Cientificamente conhecida como Olea europaea L., esta
espécie € amplamente cultivada com o objetivo principal de produzir frutos que
sdo comercializados tanto como azeitonas de mesa quanto para a producao de

azeite (Barranco Navero; Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017).

Figura 1- Classificagcao taxondmica de Olea europaea L.

Dominio: Eucariota
Reino: Plantae
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Lamiales
Familia: Oleaceae
Género: Olea

Espécie: O. europaea

Fonte: adaptado de Olive Oil Source, 2020.

7

O género Olea é composto por aproximadamente 35 espécies. No
entanto, Olea europaea L. apresenta duas subespécies distintas: as variedades
cultivadas pertencem a subespécie sativa (Olea europaea L. subsp. sativa),
enquanto as formas selvagens sdo classificadas como subespécie sylvestris
(Olea europaea L. subsp. sylvestris) (Bohm, 2013). E importante destacar que
Olea europaea L. € a Unica espécie da familia Oleaceae que produz frutos
comestiveis (Barranco Navero; Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017;
Coutinho; Ribeiro; Cappellaro, 2009).

A oliveira cultivada é conhecida por desenvolver plantas de porte médio,
gue atingem entre 4 e 8 metros de altura e se destacam por sua longevidade,
com alguns exemplares podendo viver por mais de 2000 anos, além de

apresentarem uma copa densa e um sistema radicular profundo (Bohm, 2013).
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Conforme apresentado na Figura 2, dentre outras caracteristicas
descritas a seguir, a copa tem um formato arredondado e é tipicamente densa e
ramificada, mas a forma que cada arvore adquire € influenciada pelas condicdes
agrondmicas e ambientais as quais esta sujeita durante seu crescimento,
especialmente em funcéo das praticas de poda (Barranco Navero; Fernandez
Escobar; Rallo Romero, 2017).

Figura 2 - llustracdo das partes estruturais Olea europaea L.: a) arvore; b) ramo; c) flor
hermafrodita ou estaminada; d) fruto; e) fruto maduro; f) corte longitudinal do fruto maduro; g)
endocarpo (caroco).

mesocarpo
epicarpo

' \ @ndocarm
. .
f g

Fonte: adaptado de Humphries (2006).

O sistema radicular é do tipo pivotante quando se desenvolve a partir de
sementes, com o envelhecimento resultando na formacéo de raizes ramificadas.
Por outro lado, as plantas originadas de estaquia, comuns nos pomares
comerciais, apresentam predominantemente um sistema radicular fasciculado
(Rodrigues; Correia, 2009).

O tronco da oliveira é normalmente espesso, com uma superficie
ondulada e casca de cor cinza ou verde acinzentada, sendo possivel distinguir
duas partes: a inferior, mais grossa e localizada ao nivel do solo, e a superior,
gue se ramifica logo acima do tronco (Rodrigues; Correia, 2009).

Os ramos terminais sdo flexiveis e capazes de suportar uma grande

qguantidade de frutos. No entanto, quando ndo ha uma gestéo adequada, a copa



17

assume uma forma densa e arredondada, com ramos em cascata, 0 que
prejudica a penetracao de luz no interior da arvore (Queiroga et al., 2022).

A forma e dimenséo das folhas podem variar de acordo com a cultivar
(Rodrigues; Correia, 2009). As folhas quando totalmente expandidas tém
formato simples e eliptico-lanceolado, medindo de 3 a 8 cm de comprimento e 1
a 1,5 cm de largura (Figura 2b). O lado adaxial € verde-escuro e brilhante devido
a cuticula espessa, enquanto o lado abaxial é coberto por tricomas,
apresentando uma coloracdo branco-prateada (Barranco Navero; Fernandez
Escobar; Rallo Romero, 2017; Neto et al., 2008).

As flores sdo agrupadas em inflorescéncias paniculadas, que se
desenvolvem nas axilas foliares do crescimento vegetativo do ano anterior a
floracdo (Rodrigues; Correia, 2009). As inflorescéncias sdo compostas por dois
tipos de flores: as hermafroditas, que possuem estames e pistilo bem
desenvolvidos, e as estaminiferas ou masculinas, caracterizadas por um ovario
rudimentar ou ausente e que nao originam frutos (Rodrigues; Correia, 2009). O
namero de flores por inflorescéncia é influenciado pela cultivar, bem como pelas
condi¢cbes de crescimento, incluindo a posi¢céo da inflorescéncia na planta e o
processo de brotagcédo (Rapoport; Fabbri; Sebastiani, 2016).

Os frutos da oliveira, chamados de azeitona, sdo botanicamente
classificados como drupas e sdo constituidos por trés partes anatdbmicas
distintas: epicarpo, mesocarpo e endocarpo lenhoso que envolve a semente
(Barranco Navero; Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017; Lanza; Di Serio,
2015). A azeitona apresenta uma fina camada extracelular, conhecida como
cuticula, composta principalmente por polimeros (cutina) e lipidios insolaveis
(ceras) (Lanza; Di Serio, 2015).

De forma geral, o fruto é constituido basicamente por uma composicao
que inclui agua (50,0%), gordura (22,0%), acucar (19,1%), além de celulose
(5,8%), proteinas (1,6%) e compostos inorganicos (1,5%) (Boskou, 1988;
Niaounakis; Halvadakis, 2006). As propriedades quimicas e organolépticas dos
frutos podem apresentar pequenas variacbes, que estdo principalmente
relacionadas a cultivar, as condicdes de cultivo e ao estagio de maturacao do
fruto (Bianchi, 2003; Charoenprasert; Mitchell, 2012; Hammami; Manrique;
Rapoport, 2011).
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Outras caracteristicas morfolégicas da cultura sdo visualizadas e
diferenciadas em func¢éo da idade da planta. Na fase juvenil, os ramos possuem
espacamento entre entren0s de menor comprimento, além de folhas curtas e
grossas. Porém, na fase adulta, o comprimento dos entrends é maior e as folhas
apresentam uma estrutura mais ampla e espessura afilada (Barranco Navero;
Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017; Neto et al., 2008).

3.2 Origem e distribuicéo da Oliveira

A oliveira é uma planta nativa que tem acompanhado a evolu¢do humana,
estabelecendo uma relacdo simbidtica com a expansdo das civilizacdes, sua
presenca foi registrada pela primeira vez no Mediterraneo Oriental (Kostelenos;
Kiritsakis, 2017).

A origem da oliveira remonta a uma regiao geogréfica que se estende do
Sul do Caucaso até as altas planicies do Ird, passando pela Palestina e pela
zona costeira da Siria. A regido oriental da bacia do Mediterraneo, € amplamente
reconhecida como o local de sua origem (Besnard; Terral; Cornille, 2018)
baseado na descoberta de carocos de azeitona e fragmentos de madeira em
sepulturas antigas (Galili et al., 1997; Liphschitz, 1986), em povoacdes dos
periodos Paleolitico (Kislev; Nadel; Carmi, 1992) e Neolitico (Hadjisavvas, 1992;
Liphschitz, 1986).

A partir dai sua presenca se expandiu, abrangendo também Chipre e a
Anatolia, continuando sua disseminacéo através do Egito e povoando as areas
limitrofes da regido do Mediterraneo (Barranco Navero; Fernandez Escobar;
Rallo Romero, 2017).

Pesquisas arqueolodgicas realizadas nas llhas Ciclades e em outras
regibes da Grécia trouxeram a tona folhas de oliveira fossilizadas (Figura 1). De
acordo com os métodos modernos de andlise, essas folhas parecem ter uma
idade estimada entre 50 e 60 mil anos, o0 que corrobora com a ideia de que a
Grécia é uma das terras nativas da oliveira (Kostelenos; Kiritsakis, 2017).

A domesticagdo da oliveira teve inicio durante os periodos Paleolitico e
Neolitico, aproximadamente entre 10.000 e 3.000 a.C.. Esse processo

provavelmente teve origem na antiga Mesopotamia, dispersando-se
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posteriormente para o Egito por volta de 2.000 a.C., alcangando as ilhas, a Asia
Menor, a Palestina e a Grécia continental por volta de 1.800 a.C. (Bohm, 2013).

Estudos arqueobotanicos indicam que a domesticacdo da oliveira teve
inicio ha aproximadamente cinco a seis mil anos no Oriente Proximo,
possivelmente fazendo dela uma das primeiras espécies de arvores a serem
domesticadas (Kaniewski et al., 2012; Sebastiani; Busconi, 2017).

Durante a primeira metade do primeiro milénio a.C., a oliveira expandiu-
se pela Assiria, e a partir do século VI a.C., ela se disseminou por toda a bacia
do Mediterrédneo, alcangando regides como a Libia, Tripoli (na Tunisia) e a ilha
da Sicilia, de onde foi introduzida no sul da Italia e acabou se estendendo por
todo o pais (Figura 3) (Bohm, 2013).

Figura 3 — llustracdo da migragdo da Olea europaea na bacia do Mediterraneo
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Fonte: Bohm (2013).

A expansdo maritima dos fenicios promoveu a disseminacédo do cultivo da
oliveira nas ilhas gregas, estendendo-se posteriormente para o norte da Africa,
Sicilia, sul da Italia e Peninsula Ibérica (Barranco Navero; Fernandez Escobar;
Rallo Romero, 2017). Por volta de 1000 a.C., os fenicios introduziram as oliveiras
na Espanha e no norte da Africa, enquanto os gregos as levaram para a ltalia, e
a expansao do Império Romano disseminou as oliveiras por toda a bacia do
mediterraneo (Vossen, 2007).
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Foi a partir dessa regido que a oliveira se distribuiu para diferentes partes
do mundo, incluindo paises como o Peru, o Chile, o Uruguai, a Argentina e
também para as regides costeiras do México e dos Estados Unidos, como a
California (Figura 4) (COl, 2024).

Figura 4 — llustracéo da migracdo ultramarina da Olea europaea na Idade Moderna.
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Fonte: Bohm; Gouveia, (2013).

Devido as condi¢bes adversas que limitam o cultivo da oliveira, eventos
climaticos extremos, especialmente aqueles relacionados a temperatura do ar,
desempenham um papel fundamental. A temperatura do ar € o principal fator
ambiental que restringe o crescimento e a producéo das oliveiras (Garcia et al.,
2018; Moriondo et al., 2015). Sua distribuicédo € delimitada entre as latitudes de
30° a 45° em ambos os hemisférios (Guerra et al., 2015). A oliveira demonstra
resisténcia ao déficit hidrico e ao calor (Rugini; Cristofori; Silvestri, 2016), sendo
gue temperaturas entre -5 °C e -10 °C causam danos irreversiveis aos ramos do
ano, enquanto temperaturas abaixo de -10 °C resultam na morte da parte aérea
(Cordeiro; Calderon; Inés, 2018).

3.3 Importancia econémica da oliveira

A regido mediterranea € responsavel por cerca de 96% da area global

dedicada ao cultivo de oliveiras, cobrindo aproximadamente 10 milhdes de
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hectares (FAO, 2024). A producdo mundial de azeitonas é de cerca de 20.5
milhdes de toneladas, com a Unido Europeia (UE) contribuindo
significativamente para essa grande producdo (FAO, 2024). Espanha, ltalia e
Portugal juntos respondem por 60% da producao global de azeitonas, sendo a
Espanha a maior produtora com aproximadamente 40% do total, o que equivale
a 8.25 milhdes de toneladas (Figura 5) (FAO, 2024). Outros paises com clima
mediterraneo, como Turquia e Marrocos, também sdo produtores-chave de
azeitonas, com producdes anuais de aproximadamente 1.738 e 1.590 mil de

toneladas, respectivamente (FAO, 2024).

Figura 5 — Classificagdo dos maiores produtores mundiais de azeitonas.
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Fonte: elaborada pela autora, 2024, com dados da FAO (2023).

Na América do Sul, varios paises se destacam na producao de azeite,
incluindo Argentina, Peru, Chile, Uruguai e Brasil (FAO, 2024). O Brasil, sendo
considerado o maior pais da América do Sul, também contribui para essa
producgéo. De acordo com o Instituto Brasileiro de Olivicultura (Ibraoliva, 2022),
seu territdrio possui cerca de 10 mil hectares dedicados ao cultivo de oliveiras.

O Estado do Rio Grande do Sul (RS), na regidao Sul do Brasil, lidera a
producdo nacional de azeitonas, com aproximadamente 7 mil hectares de area
plantada (Ibraoliva, 2022). Na safra 2022/23, a producao de azeite no estado foi
de 580,23 mil litros (Rio Grande do Sul, 2023). Atualmente, o RS conta com 340
produtores distribuidos em 110 municipios, destacando-se Encruzilhada do Sul,
Pinheiro Machado, Cangucu, Cagapava do Sul, Sdo Sepé, Cachoeira do Sul,

Santana do Livramento, Bagé, Sdo Gabriel, Viamé&o e Sentinela do Sul como
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principais areas de cultivo (Rio Grande do Sul, 2023). A producdo de azeite &
realizada em 17 instalacdes de extracdo, que atualmente envasam 70 marcas
distintas. Desde 2017, o numero de instalacbes de extracdo aumentou 112,5%,
enguanto o niumero de marcas cresceu mais de 310% no mesmo periodo (Rio
Grande do Sul, 2023).

As principais cultivares de oliveiras plantadas no RS sédo: Arbequina
(97%), Koroneiki (94%), Picual (75%), Arbosana (63%), Frantoio (50%), Coratina
(30%), Manzanilla (22%) e Grappolo (8,3%) (Rio Grande do Sul, 2023). A
expectativa € de um aumento na producdo nos proXimos anos, pois muitos
olivais ainda ndo entraram na fase produtiva. No entanto, o Brasil continuara a
depender de importacdes significativas para atender a sua demanda interna (Rio
Grande do Sul, 2023).

Globalmente, o Brasil € o segundo maior importador de azeite de oliva,
com média de importagdes das Ultimas trés safras de 55.155 toneladas, e de
azeitonas de mesa, com 80.825 toneladas (COI, 2024). O maior importador sdo
os Estados Unidos, com o volume de 211.503 toneladas de azeite de oliva e
100.813 toneladas de azeitonas de mesa (COI, 2024).

No contexto mundial, os principais mercados importadores de azeite sao
0s EUA (36%), a Unido Europeia (14%), o Brasil (8%), o Japao (7%) e o Canada
(5%), que juntos representam 70% das importacdes globais (COI, 2021). No
Brasil, ha uma grande dependéncia de importacdes tanto de azeitonas de mesa
guanto de azeite de oliva. Esses produtos vém de diversas origens, destacando-
se Portugal (60%), seguido pela Espanha (18%), Argentina (9,5%), Chile (5%),
Italia (5%) e outros paises (3%) (Figura 6) (FAO, 2024).
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Figura 6 — Classificacao dos paises exportadores de azeite e azeitonas para o Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2024, com dados da FAO (2024).

Segundo o Conselho Oleicola Internacional (COI), o consumo de azeite
de oliva no Brasil cresceu quase 200% de 2004 a 2019. No entanto, apenas
cerca de 5% desse consumo é atendido pela producao nacional, destacando-se
a importancia econémica da cultura no pais e sua significativa dependéncia das
importacdes de azeite e outros produtos da oliveira (COIl, 2024).

A producao de azeite no Brasil ainda € modesta e caracteriza por ser uma
industria em fase inicial, mas ja conquistou reconhecimento internacional pela
alta qualidade dos azeites produzidos (Oliveira; Henkes, 2021). A cadeia
produtiva da olivicultura no pais é promissora, com qualidade comparavel e, em
alguns casos, superior a encontrada na Espanha, tanto para azeitonas quanto
para azeite de oliva (Oliveira; Henkes, 2021; Teramoto; Bertoncini; Prela-
Pantano, 2013).

Na América do Sul, o Uruguai é o segundo menor pais, situado na regido
temperada do sudeste do continente, com coordenadas geograficas entre 30° e
35° de latitude sul e 53° e 58° de longitude oeste (COI, 2021). Por estar na
mesma faixa de latitude da bacia do Mediterraneo, o Uruguai possui um grande
potencial para o desenvolvimento do setor olivicola.

A atividade oleicola é conhecida no Uruguai desde o inicio dos anos 1900,
mas foi nas ultimas duas décadas que a producdo comercial teve uma forte
expanséo (Moreira et al., 2023). Desde 2000, foram plantados massivamente

pomares com Vvariedades adequadas para a producdo de azeite virgem,
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utiizando um sistema intensivo de cultivo seco (285-400 arvores/ha),
aumentando a area dedicada a oliveira de 500 para 7.000 hectares, totalizando
1,7 milh&o de oliveiras, com uma média de 289 arvores por hectare (MGAP-
DIEA, 2020). A producéo € predominantemente concentrada na regiao oriental,
que cobre 81% da &rea cultivada, enquanto as regides central e sul apresentam
uma densidade média mais alta, com 375 arvores por hectare (Figura 7).

Figura 7 — Mapa ilustrativo da distribuicdo das areas cultivadas e densidade de oliveiras no
Uruguai por regiao.
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Fonte: MGAP - DIEA, Censo dos Produtores de Azeitona (2020).

Segundo o censo do setor oleicola publicado em dezembro de 2023 pelo
Ministério da Pecuéria, Agricultura e Pesca do Uruguai, o pais produziu
aproximadamente 2.047 toneladas de azeite de oliva extra virgem na safra
2022/23 (Dawson, 2024). Além disso, a instituicdo informou que, entre marco de
2022 e abril de 2023, o Uruguai exportou 530 toneladas de azeite de oliva extra

virgem, com um valor total de US$ 2,4 milhdes (Dawson, 2024).
3.4 Principais doencas da oliveira
A oliveira, assim como a maioria das outras culturas, enfrenta diversos

fatores bioticos e abibticos que podem afetar direta ou indiretamente a cultura. A

producdo da azeitona de mesa e azeite de alta qualidade, além da sobrevivéncia
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das oliveiras, pode ser prejudicada por uma série de doencas que afetam a
planta (Domingues et al., 2016; Martins; Pereira; Baptista, 2019). Dentre os
fatores bidticos, as pragas e doencas representam os principais causadores de
prejuizos, com potencial para resultar em perdas consideraveis de producéo.

Ao longo do ciclo de vida do olival, a importancia relativa das doencas e
pragas se modifica, como por exemplo, durante a fase de estabelecimento e
formacdo das plantas, ganham maior relevancia aquelas que impactam o
sistema radicular, como Phytophthora sp. e Fusarium sp., bem como as que
provocam a desfolha, como o Repilo (Spilocaea oleagina), o Emplumado
(Pseudocercospora cladosporioides) e a presenca de formigas (COI, 2021).

Durante a fase produtiva ou adulta, diversas doencas e pragas se tornam
predominantes, impactando negativamente tanto a produtividade quanto a
qualidade dos frutos. Esses efeitos podem ocorrer por meio de danos diretos ou
pela diminuicdo da capacidade fotossintética da planta (COI, 2021). A incidéncia
de pragas e doencas nos olivais pode comprometer a produtividade, e a
intensidade e ocorréncia variam de acordo com a regido e as condicdes
climéticas (Scheunemann; Bernardi; Nava, 2009).

As doencas que afetam a oliveira sdo principalmente causadas por fungos
e bactérias, enquanto virus, fitoplasmas e nematoides tém uma importancia
menor (Barranco Navero; Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017).

As enfermidades de origem fungica estdo entre as mais significativas, com
potencial para causar desfolha, reducdo do vigor, morte de plantas, danos nos
frutos, apodrecimento e subsequente queda dos frutos. Esses sintomas
impactam diretamente a produtividade, a qualidade e os aspectos econémicos

da atividade (Martins; Pereira; Baptista, 2019).

3.4.1 Antracnose da oliveira

A antracnose da oliveira € uma doenca causada pelo fungo Colletotrichum
spp., sendo o Colletotrichum acutatum a espécie predominante (Moral; De
Oliveira; Trapero, 2009). Esta doenca é considerada a mais prejudicial a
producéo de azeitonas em nivel mundial, causando murcha das inflorescéncias,

apodrecimento e consequente queda dos frutos, resultando em significativas
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perdas de producéo (Cacciola et al., 2012; Domingues et al., 2016; Wrege et al.,
2009).

As infeccbes fungicas do género Colletotrichum na oliveira afetam
diretamente folhas, ramos, brotos, frutos e o vigor das arvores (Cacciola et al.,
2012; Martins; Pereira; Baptista, 2019). Entre as doencas da parte aérea, a
antracnose é uma das mais importantes (Cacciola et al., 2012), sendo o principal
fator limitante na producdo de azeitonas em zonas olivicolas suscetiveis a
condigbes umidas (Loureiro; Talhinhas; Oliveira, 2019; Trapero-Casas et al.,
2010).

Além de causar perdas significativas na producdo de azeitonas, essa
doenca também resulta em uma consideravel diminuicdo na qualidade do azeite
(Miho et al., 2024). O azeite obtido de azeitonas afetadas por antracnose
apresenta baixa qualidade, evidenciando um aumento na acidez e uma redugéo
na estabilidade oxidativa e nos compostos fendlicos. Devido a estes fatores,
sensorialmente, o azeite pode apresentar notas de sabor associadas a terra ou
ao mofo (Carvalho; Simdes-Lopes; Monteiro da Silva, 2008; Peres et al., 2021;
Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018).

A severidade e a incidéncia da doenca variam de acordo com a
suscetibilidade das cultivares, as condi¢des climaticas e a viruléncia do agente
patogénico, podendo ocasionar reducfes significativas na producdo, com
potencial de atingir até 50% de perdas (Domingues et al., 2016).

Em casos mais severos de ataque, os danos causados pela antracnose
podem resultar em uma reducdo de até 80% na producdo. Mesmo infecces
leves que permitem colheitas em niveis aceitaveis diminuem a estabilidade
oxidativa do azeite, resultando em uma qualidade quimica e sensorial
extremamente baixa (Loureiro; Talhinhas; Oliveira, 2019; Talhinhas et al., 2005).
Situacbes de danos extremos ocorrem, por exemplo, em Portugal, onde os
prejuizos podem alcancar 100% de perda de producédo (Talhinhas et al., 2005).
Em casos de epidemias graves podem causar desfolha e morte dos ramos,
impactando negativamente as safras subsequentes (Moral; De Oliveira; Trapero,
2009; Talhinhas et al., 2011).
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3.4.1.1 Origem e distribuicdo geogréfica da doenga

A antracnose é encontrada em todos 0s continentes, com a maior
incidéncia observada na regido oeste da bacia Mediterranea, onde é endémica
(Materatski et al., 2018; Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). E amplamente
reconhecida como a doenca mais prejudicial para as oliveiras em todo o mundo
(Moral; Trapero, 2009). A antracnose € amplamente disseminada em todo o
mundo, especialmente em paises como Espanha, Portugal, Grécia e Italia. No
entanto, a doenca também ocorre em outros paises produtores de azeitonas,
incluindo Montenegro, Jap&do, Uruguai, Argentina, Brasil, Africa do Sul,
California, China, india, Australia e Nova Zelandia (Duarte et al., 2010; Filoda et
al., 2021; Mugnai; Surico; Ragazzi, 1993; Sergeeva; Spooner-Hart, 2010).

A primeira descricdo documentada dessa doenca em Portugal foi
realizada por (Almeida, 1899), o qual a nomeou como gafa da oliveira, tendo
como agente causal Gloeosporium olivarum, e desde entdo, houve inUmeros
registros de surtos, destacando sua relevancia (Cacciola et al., 2012). Outras
denominagfes surgiram, como na lItalia, onde essa doenca é conhecida como
'lebbra’ (lepra), enquanto na Espanha é referida como 'azeitona com sab&o' ou
'mumificada’ (mumificacdo) (Filoda et al., 2021; Graniti et al., 1993; Martin;
Garcia-Figueres; Trapero, 2002). Na Espanha, o termo 'repilos’ ¢é
frequentemente empregado para se referir de forma abrangente a antracnose, a
mancha do pavéo e a cercosporiose, que, assim como a antracnose, afetam os
frutos, resultando em desfolha e deterioracdo das copas (Moral et al., 2005).

No Brasil, foram registradas duas espécies do género Colletotrichum
associadas a doenca: Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum.
A ultima foi detectada pela primeira vez em 2008, em plantagfes localizadas no
municipio de Maria da Fé, em Minas Gerais (Duarte et al., 2010). Essas espécies
fazem parte de complexos de espécies dentro do género Colletotrichum,
refletindo a diversidade e complexidade na identificacdo dos patdgenos
responsaveis pela antracnose. A ocorréncia de espécies pertencentes a estes

complexos, também foi registrada no Rio Grande do Sul (Finger et al., 2018).
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3.4.1.2 Sintomatologia

A antracnose da oliveira se manifesta por meio de dois sintomas
principais: um que afeta os frutos, causando podriddo e mumificacdo, e outro
gue impacta a planta, resultando em desfolha e dessecacdo dos ramos (Moral
et al., 2015; Sergeeva; Nair; Spooner-Hart, 2008; Talhinhas et al., 2015).

Nas folhas, os sintomas incluem ferrugem, clorose, necrose e eventual
gueda (Materatski et al., 2018). Os ramos, especialmente os inferiores, tendem
a morrer devido a persisténcia e exposicdo a umidade (Martins; Pereira; Baptista,
2019). As flores podem estar assintomaticamente infectadas desde o inicio da
floracdo até o desenvolvimento dos frutos, resultando em deterioracdo e queda
(Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). Os frutos sdo particularmente suscetiveis,
com os sintomas tipicos da doen¢a manifestando-se principalmente quando em
fase de maturacdo avancada (Cacciola et al., 2012).

Lesbes escuras, geralmente deprimidas, com producdo abundante de
conidios alaranjados em mucilagem no epicarpo, sdo comuns (Talhinhas et al.,
2011). Nos frutos em maturacdo, uma podriddo parda pode ser identificada
internamente ao redor da depressao inicial, antes do aparecimento dos sintomas
na superficie da cuticula (Agosteo; Macri; Taccone, 2005; Materatski et al.,
2019). Em condicbes ambientais favoraveis, até mesmo frutos verdes de
cultivares suscetiveis podem ser gravemente afetados (Cacciola et al., 2012).

Os sintomas mais caracteristicos sdo observados em frutos maduros,
com o ataque frequentemente ocorrendo na regido apical, a area mais exposta
a umidade (Cacciola et al., 2012; Mateo-Sagasta, 1968; Talhinhas et al., 2011).
Sob alta umidade, os frutos infectados apresentam podriddo marrom a escura
com uma matriz gelatinosa laranja contendo conidios liberados dos acérvulos.
Enquanto, em condi¢cdes de baixa umidade, os frutos tendem a mumificar e
perder peso devido a desidratacdo (Cacciola et al., 2012). Frutos afetados caem
prematuramente, enquanto alguns mumificados permanecem nos ramos
(Cacciola et al., 2012).



29

3.4.1.3 Etiologia e taxonomia

O agente causal da antracnose da azeitona foi inicialmente identificado
como Gloeosporium olivarum Alm. (Almeida, 1899) e depois reclassificado como
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Arx, 1970) (Figura 8).
Com o tempo, essa espécie foi considerada um grupo que incluia vérias espécies
mais peculiares (Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). Colletotrichum acutatum
J.H. Simmonds (Simmonds, 1968), tornando-se uma espécie importante, com

um numero crescente de fungos atribuidos a ela (Baroncelli et al., 2017).

Figura 8 - Quadro ilustrativo da evolu¢do da taxonomia dos agentes causais da antracnose da
oliveira pertencentes ao género Colletotrichum spp.
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Fonte: adaptado de Talhinhas et al. (2018).

C. acutatum s.s.

Em 1999 foram reconhecidos dois agentes causais da antrachose da
azeitona: C. acutatum e C. gloeosporioides (Martin; Garcia-Figueres, 1999).
Existem seis espécies no complexo de C. acutatum (C. fioriniae, C. simmondsii,
C. nymphaeae, C. acutatum sensu stricto (s.s.), C. godetiae e C. rhombiforme)
(Baroncelli et al., 2017) e duas no complexo de C. gloeosporioides (C.
theobromicola e C. gloeosporioides (s.s.)) (Damm et al., 2012; Mosca et al.,
2014; Weir; Johnston; Damm, 2012) reconhecidas como causadoras da
antracnose da azeitona. Fungos de quatro espécies do complexo C.
gloeosporioides e um do complexo de C. boninense foram isolados de azeitonas
com sintomas tipicos de antracnose (Mosca et al., 2014; Schena et al., 2014),
mas sua patogenicidade para a azeitona nao foi confirmada (Talhinhas; Loureiro;
Oliveira, 2018).
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Os meios de identificacao das espécies de Colletotrichum baseiam-se nas
diferencas morfoldgicas e fisiologicas, incluindo a coloracdo da colbnia, a forma
e dimensdes dos conidios, a temperatura ideal de crescimento, a taxa de
crescimento, a presenca ou auséncia de setas, a sensibilidade ao fungicidas
especificos e a habilidade de hidrolisar caseina (Freeman; Katan; Shabi, 1998;
Martin; Garcia-Figueres, 1999; Martin; Garcia-Figueres; Trapero, 2002; Moral et
al., 2017). A diversidade entre e dentro desses complexos tem sido objeto de
estudos, fundamentados nas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e
moleculares dos isolados (Damm et al., 2012; Talhinhas et al., 2005).

Atualmente, considera-se que a antracnose da azeitona é causada por
pelo menos 13 espécies do género Colletotrichum, agrupadas principalmente
aos complexos C. acutatum sensu lato (s.l.) e C. gloeosporioides (s.l.) (Talhinhas
et al., 2011), além do complexo C. boninense (Moral et al., 2018), com a
possibilidade de que o numero efetivo de espécies seja ainda maior (Talhinhas;
Loureiro; Oliveira, 2018). Dentro do complexo C. acutatum, a espécie C. godetiae
é predominante na Grécia, lItalia, Montenegro e Espanha, enquanto C.
nymphaeae é a mais comum em Portugal. Na Tunisia, Australia e Africa do Sul,
C. acutatum €é a espécie mais frequente e, nos ultimos anos, tem substituido C.
godetiae na ltalia (Cacciola et al., 2012; Moral et al., 2014; Mosca et al., 2014;
Schena et al., 2014; Talhinhas et al., 2005). No Brasil, C. acutatum foi identificado
como causador de doencas em frutos de azeitona no Estado de Minas Gerais
(Duarte et al., 2010).

Embora C. gloeosporioides seja um agente significativo da antracnose da
oliveira, sua associacdo com surtos epidémicos € menos comum do que o
complexo C. acutatum (Schena et al., 2014), sendo este prevalente em olivais
onde a doenca ocorre de forma epidémica (Cacciola et al., 2012; Moral;
Bouhmidi; Trapero, 2008; Talhinhas et al., 2005).

3.4.1.4 Epidemiologia e ciclo de vida

O ciclo de vida do Colletotrichum spp. abrange estagios sexuados e
assexuados, sendo este Ultimo responsavel pela disseminacdo e infeccdo do
fungo (Gomes et al., 2012). Os estagios iniciais da infeccdo da azeitona sao

muito semelhantes aos de outros hospedeiros-Colletotrichum (Gomes et al.,
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2009). Os fungos patogénicos adotam diferentes estratégias de infeccdo: a
biotrofia, fase assintomatica, na qual eles requerem que as células do hospedeiro
permanecam vivas para completar seu ciclo de vida; a necrotrofia, fase
destrutiva, onde o fungo destréi as células do hospedeiro e se alimenta do
conteddo celular; e a hemibiotrofia, em que o fungo comega com um
comportamento biotréfico e, em estagios posteriores, se torna necrotréfico
(Azevedo-Nogueira; Martins-Lopes; Gomes, 2020; Gomes et al., 2012, 2009).

A interacao patégeno-hospedeiro comeca com (I) aderéncia e germinacao
do conidio a superficie do hospedeiro, (II) formacao e maturagdo do apressoério,
(1) penetragdo na cuticula do hospedeiro, (V) crescimento e colonizagdo nos
tecidos vegetais, (V) inicio da fase necrotréfica, (VI) desenvolvimento
necrotrofico, (VII) producdo de acérvulos e (VIII) esporulacdo (Gomes et al.,
2009; Wharton; Diéguez-Uribeondo, 2004) (Figura 9).

Figura 9 - llustracdo do esquema representativo das etapas do processo de infegcdo
hemibiotréfica por Colletotrichum spp. As fases |, II, I, IV correspondem as fases em que o fungo
se desenvolve em biotrofia. As fases V, VI, e VIl correspondem ao desenvolvimento necrotrofico.
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Fonte: adaptado de Azevedo-Nogueira; Martins-Lopes; Gomes (2020).
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O patégeno pode induzir necrose nos ovarios e botées florais, e em casos
mais severos, levar ao colapso total da inflorescéncia, resultando na formacéao
de massas de conidios de coloracdo salmado em condicfes de alta umidade
(Filoda et al., 2021). No entanto, as flores da oliveira podem ser infectadas
assintomaticamente por espécies de Colletotrichum, com a manifestacdo da
doenca ocorrendo somente durante a frutificacéo (Sergeeva; Nair; Spooner-Hart,
2008; Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018).

O fungo infecta os frutos por meio de ferimentos causados
fisiologicamente, por vetores ou pela epiderme deteriorada devido as enzimas
produzidas pelo apressorio (Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). Em seguida,
penetra nas células da epiderme e, posteriormente, no mesocarpo do fruto com
estruturas chamadas hifas (Bailey et al., 1996; Graniti et al., 1993). Em condi¢des
ambientais umidas, aparecem estruturas de frutificacdo assexuadas, chamadas
acérvulos, sobre as lesdes dos frutos. Essas estruturas, que sdo a forma
predominante de reproducdo, formam massas mucilaginosas de coloracao
alaranjada, onde se encontram grandes concentra¢cdes de conidios aglomerados
(Carlquist, 1977; Graniti et al., 1993; Mateo-Sagasta, 1968; Moral; Trapero,
2009). Os conidios sao liberados a medida que os acérvulos amadurecem e se
projetam para fora por meio de fendas formadas na epiderme dos frutos (Graniti
et al., 1993).

Os frutos doentes dessecam como resultado do apodrecimento do tecido
e mumificam, sendo importantes reservatérios de indculo, pois conseguem
liberar conidios de forma constante por pelo menos 6 meses (Moral; Trapero,
2009; Talhinhas et al., 2011; Zachos; Makris, 1963). Além dos frutos mumificados
gue permanecem na planta, os fungos Colletotrichum séo capazes de sobreviver
em folhas e ramos de oliveiras e também outras plantas, como conidios em
repouso (Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018). A importancia epidemiolédgica das
muUmias no solo € considerada baixa, uma vez que elas se decompdem
rapidamente (Moral; Trapero, 2012; Talhinhas et al.,, 2011; Zachos; Makris,
1963). Contudo, as mumias raramente permanecem nas arvores por longos
periodos (Moral; Trapero, 2012). Em média, apenas uma mumia por arvore se
mantém no dossel até o proximo outono, indicando que os 6rgaos vegetativos
das plantas sdo os principais reservatorios de inoculo (Talhinhas; Loureiro;

Oliveira, 2018). Esses fungos preferem infectar frutos maduros, entretanto, na
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auséncia deles, conseguem sobreviver como conidios latentes em diversas

partes da planta (Figura 10).

Figura 10 - llustracdo da representacdo esquematica do ciclo de vida do Colletotrichum spp.
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Fonte: adaptado de Cacciola et al. (2012).

Lesdes em frutos doentes geram uma grande quantidade de conidios que
podem causar infec¢Bes secundarias, e em condicdes de laboratério com alta
umidade e temperaturas entre 20 e 25 °C, os sintomas podem aparecer de um
a nove dias apoés a inoculacéo de frutos maduros (Talhinhas; Loureiro; Oliveira,
2018).

Quando as condi¢Bes climaticas sao favoraveis, especialmente em
outonos amenos com chuvas frequentes e longos periodos de alta umidade, a
gravidade da doenca pode se intensificar rapidamente. Em climas né&o
Mediterranicos, nomeadamente em climas subtropicais, o0 risco € ainda maior
devido, as chuvas de verdo que favorecem a manutencéo e a acumulacao de
in6culo (Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018).

A temperatura ideal para a germinacao de conidios de C. nymphaeae e

C. godetiae varia em torno de 20 e 25 °C (Moral; Trapero, 2012). Para que a
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infeccdo do hospedeiro ocorra, é necessério ter agua livre ou umidade relativa
superior a 98% (a gravidade da doen¢a aumenta com periodos de umidade que
podem durar até 48 horas) e uma temperatura entre 17 e 20 °C, embora a
infeccdo também possa ocorrer em temperaturas de 5 a 30 °C, com periodos
latentes mais longos (Barranco Navero; Ferndndez Escobar; Rallo Romero,
2017; Moral; Trapero, 2012).

3.3. Interacao Olea europaea e Colletotrichum spp.

3.3.1. Resisténcia/suscetibilidade

As interacOes entre Olea europaea e Colletotrichum spp. estéo fortemente
relacionadas com a cultivar e o estadio de maturacao dos frutos. Frutos maduros
tendem a ser mais suscetiveis ao fungo, pois a maturacao reduz os mecanismos
de defesa, como os compostos fendlicos presentes em frutos imaturos (Moral;
Bouhmidi; Trapero, 2008). A incidéncia e a severidade da doenca sao
paradmetros fundamentais para determinar a suscetibilidade das cultivares, e
ambos tém aumentado nos ultimos anos. Esses fatores sdo amplamente
influenciados pelas condi¢Bes climaticas, pela suscetibilidade das cultivares e
pela viruléncia dos isolados fungicos (Lesk; Rowhani; Ramankutty, 2016; Moral;
Trapero, 2009).

Além das condi¢cdes ambientais, a suscetibilidade das cultivares de
azeitona, o estadio de maturacdo das drupas e as diferencas na viruléncia das
espécies de Colletotrichum sdo os principais fatores que desencadeiam o
aparecimento e condicionam a severidade das epidemias (Riolo et al., 2023).

Embora as cultivares de azeitona sejam classificadas em categorias de
resisténcia a antracnose, como resistentes, moderadamente suscetiveis,
suscetiveis e altamente suscetiveis, variacdes na suscetibilidade dentro da
mesma cultivar ocorrem devido as avaliagbes realizadas em condi¢cdes de
infeccdo natural, onde diferentes espécies de Colletotrichum e condicdes
ambientais impactam o desenvolvimento da doenca (Moral; Trapero, 2009).

Em varios paises olivicolas onde a antracnose esta presente, foram
observadas diferencas na suscetibilidade entre as cultivares de azeitona e a

resisténcia genética a doenca tem sido considerada parte de uma estratégia
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integrada para o0 manejo da antracnose (Cacciola et al., 2012; Moral et al., 2014,
2017, 2018; Moral; Bouhmidi; Trapero, 2008; Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018)

A suscetibilidade as infec¢des de oito cultivares de azeitona amplamente
cultivadas em Portugal por varias espécies de Colletotrichum (C. acutatum, C.
godetiae, C. nymphaeae, C. fioriniae, C. rhombiforme e C. gloeosporioides), foi
investigada, revelando uma alta variabilidade na viruléncia entre as espécies de
Colletotrichum e uma interagao significativa entre cultivares e isolados de
Colletotrichum (Talhinhas et al., 2015). Uma cultivar representativa para cada
classe de suscetibilidade (altamente suscetivel, suscetivel, moderadamente
suscetivel, resistente e altamente resistente) foi selecionada, utilizando 'Picual’
como representante de cultivares resistentes e 'Frantoio’ como representante de

cultivares altamente resistentes (Moral et al., 2017, 2021).

3.4.1.5 Mecanismos de defesa

As plantas tém uma série de mecanismos estruturais de defesa contra
patégenos. A interacdo € um processo dinamico e complexo, que envolve Varios
mecanismos de defesa das plantas, permitindo-as resistir ou tolerar a invasao
desses agentes patogénicos (Ngou; Ding; Jones, 2022). Para garantir sua
sobrevivéncia, as plantas desenvolveram defesas que podem ser classificadas
como constitutivas, consideradas barreiras pré-formadas; e defesas induzidas,
como transducéo de sinal e expressdo génica, produzidas apds a deteccao de
patdgeno (Freeman; Beattie, 2008; Mithofer; Boland; Maffei, 2018).

Os mecanismos constitutivos, por exemplo, incluindo barreiras fisicas e
guimicas, fornecem uma protecéo inicial contra o ataque do agente patogénico.
Esses mecanismos sdo projetados para prevenir 0 ataque e a propagacao de
organismos invasores que causam danos significativos (Broekaert et al., 2006;
Freeman; Beattie, 2008), atuando como a primeira linha de defesa das plantas
contra agentes patogénicos (Gomes et al., 2012). Na oliveira e na azeitona,
estruturas como a cuticula, a epiderme do fruto ou a existéncia de tricomas nas
folhas, além de compostos lipidicos e fendlicos, atuam na defesa contra a
penetracdo de agentes patogénicos.

As respostas de defesa induzidas sistemicamente sao ativadas perante

um sinal, ou seja, quando o patdégeno entra em contato com o hospedeiro, por
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exemplo, pode haver o espessamento da parede celular e de outras estruturas,
além da sintese de metabdlitos secundarios (flavonoides, fitoalexinas e outros
compostos fendlicos), favorecendo um ambiente hostil e toxico para o
crescimento do patégeno (Anand et al., 2009; Dixon, 2001; Gomes et al., 2012;
Tonnessen et al., 2015). ApGs reconhecerem a presenca de um patégeno, esses
mecanismos sao ativados e desencadeiam respostas tanto no local da infeccao
quanto em &reas distantes e tecidos nado infectados (Gomes et al., 2012; Jones;
Dang, 2006).

A primeira linha de defesa é a superficie da planta, que os patdgenos e
pragas, incluindo fungos, bactérias e insetos, precisam aderir e penetrar para
causar danos (Arya et al., 2021). A cuticula é uma importante barreira fisica
constitutiva que compde a epiderme, cobre as células epidérmicas e atua como
interface entre a planta e o meio ambiente. Sua funcéo principal nos frutos é
controlar a difusdo de uma matriz de moléculas como agua, gases e solutos dos
tecidos internos (Chen et al., 2011, Isaacson et al., 2009), além de desempenhar
um papel significativo nas interagdes fruto\patégeno (Gomes et al., 2009).

A espessura da cuticula é um parametro quantitativo que esté relacionada
a uma maior protecdo das azeitonas contra patdégenos e pode variar entre
cultivares e com a maturacdo dos frutos (Gomes et al., 2012; Hammami;
Rapoport, 2012). Azeitonas resistentes a Colletotrichum acutatum apresentam
cuticula mais espessa, que pode constituir um obstaculo mecénico eficaz contra
o ataque do patdgeno (Gomes et al., 2012).

Os compostos fendlicos podem atuar como mecanismos de defesa
constitutivos e induzidos. Constitutivamente, eles estdo presentes na planta
como parte de sua defesa basica e continua contra patégenos (Boudet, 2007).
Indutivamente, sua producéo pode aumentar em resposta a ataques patogénicos
ou estresses ambientais, reforcando a capacidade defensiva da planta
(Vanderplank, 2012).

Os compostos fendlicos representam o segundo maior grupo dos
metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas. Eles tém sido vinculados a
resisténcia de frutas como abacate, manga, noz e morango contra patdogenos
fungicos necrotroficos e hemibiotréficos (Buonaurio et al., 2023; Prusky, 1996;
Roy; Nuckles; Archbold, 2018) incluindo a azeitona (Moral et al., 2014).
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Em azeitonas, os compostos fendlicos se destacam pelas suas
propriedades antifungicas (Buonaurio et al., 2023) e alteracdes metabdlicas
nesses compostos, também tém sido associadas a maior susceptibilidade do
fruto maduro ao Colletotrichum (Gomes et al., 2012; Moral et al., 2017). Diversos
estudos indicam que a alta concentracdo de compostos fendlicos em azeitonas
imaturas constitui um importante fator de resisténcia (Gomes et al., 2012; Moral;
Bouhmidi; Trapero, 2008; Moral; Trapero, 2009).

4 Metodologia
4.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido durante o periodo de fevereiro a junho de
2023, com frutos de oliveira provenientes de um olival experimental de 17 anos
de idade, n&o irrigado conduzido com 0s manejos e tratos -culturais
recomendados para a cultura, localizado no Instituto Nacional de Investigacao
Agropecuaria - INIA Las Brujas - Departamento de Canelones, Uruguai (34°40°
S; 56°20’ W; altitude 21 m)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
blocos, quatro cultivares, Arbequina, Picual, Frantoio e Manzanilla de Sevilla e
dois estadios de maturacdo (verde e maduro). Os referidos estadios foram
determinados de acordo com o indice de maturacao do fruto (IM), que varia de 0
(verde intenso) a 7 (polpa roxa até o caroco) (Figura 11) (Barranco Navero;
Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017). Utilizou-se o IM 1 para frutos verdes

e de 4 a 5 para frutos maduros em todos os parametros avaliados.

Figura 11 - Determinacgéo do indice de maturacdo das azeitonas segundo o método Barranco
Navero; Fernandez Escobar; Rallo Romero, 2017.
0 1 2

eceg

Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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4.1.1 Inoculagédo e incubagéo dos frutos

Utilizou-se o isolado fungico de Colletotrichum acutatum N°81 pertencente
a colecdo do Departamento de Protecdo Vegetal, Faculdade de Agronomia,
Universidade da Republica, Uruguai e previamente obtido de azeitonas
infectadas (Montelongo et al., 2013). Para a producéo de esporos, o fungo foi
replicado em duas placas de Petri contendo BDA (Batata Dextrose Agar), por um
periodo de incubacéo de 7 dias, a 24 °C (Figura 12 A). Passado este periodo, a
cultura foi raspada superficialmente com uma alca de Drigalski e 4gua destilada
(Figura 12 B). A concentracao da suspensao foi ajustada através de contagem
em uma camara de Neubauer e microscépio 6tico a concentracdo de 1x10°

esporos/mLtem agua destilada (Figura 13).

Figura 12 — Materiais utilizados no preparo da solucéo para contagem de conidios ap6s 7 dias
de incubacgédo a 24°C em meio BDA. A: placa de Petri com crescimento da col6nia fungica; B:
raspagem superficial do fungo com agua destilada.

~——

Fonte: acervo pessoal, 2023.
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Figura 13 — Contagem de conidios da solucéo preparada a partir da colénia de crescimento em
placa de Petri para ajuste de concentragdo. A: microscépio éptico; B: camara de Neubauer; C:
camara de Neubauer com solu¢éo de conidios vista no microscopio éptico.

Fonte: acervo pessoal, 2024.

Foram coletados 3.200 frutos distribuidos entre quatro cultivares, quatro
blocos, dois tratamentos (inoculado e controle) e dois estadios de maturacdo
(verde e maduro). Os frutos foram superficialmente esterilizados por imerséo
sequencial em &lcool a 95% por 60 segundos, hipoclorito de sodio a 1% (NaClO)
por 60 segundos, imersos trés vezes em agua destilada e lavados em agua
corrente (Figura 14 A). Em seguida, foram armazenados em bandejas plasticas
contendo papel absorvente para retirar o excesso de agua.

O grupo inoculado foi submerso em uma suspensao de conidios por 30
minutos, enquanto o grupo controle foi imerso em agua destilada estéril pelo
mesmo periodo (Figura 14 B) (Moral; Bouhmidi; Trapero, 2008). Para cada
cultivar, bloco, tratamento e estadio de maturagéo, foram selecionados 35 frutos
para avaliacao, e os restantes descartados. Assim, cada tratamento consistiu em
quatro blocos de 35 frutos, com quatro cultivares em dois estadios de maturacao,
totalizando 2.240 frutos avaliados. Posteriormente, os frutos selecionados foram
colocados individualmente em bandejas plasticas usadas para cultivo, cada uma
com 77 células, sendo alocado um fruto por célula. Cada bandeja foi capaz de
armazenar dois blocos (Figura 14 C).
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Figura 14 - Materiais utilizados e processo de inoculacdo. A: esterilizacé@o dos frutos; B: processo
de inoculacéo; C: disposicao dos frutos nas bandejas plasticas.

-

Fonte: aervo pesal, 2023.

Posteriormente cada bandeja de cultivo, contendo os frutos, foi colocada
sobre uma bandeja plastica, usada como base, com uma folha de papel filtro
umedecida com agua destilada (Figura 15 A e B) e envolvidas com saco plastico
transparente também previamente umedecido, criando assim uma camara
umida (Figura 15 C). Durante todo o ensaio, essa configuracdo foi mantida
para favorecer a germinacado dos esporos e o desenvolvimento do fungo. Os
frutos foram incubados a 24 °C, com 80% de umidade relativa (Riolo et al., 2023)

e fotoperiodo de 12 horas.

Figura 15 - Materiais utilizados para armazenamento dos frutos apds o processo de inoculagao.
A: bandeja plastica, com papel absorvente; B: bandeja de cultivo sobre a bandeja pléstica base;
C: saco plastico envolvendo o conjunto composto por uma bandeja de cultivo, contendos os
frutos, e uma bandeja plastica.

Fonte: acervo pessoal, 2024.
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4.1.2 Cuticula dos frutos

Trés frutos por bloco de cada cultivar e ponto de maturacdo foram
seccionados ainda na planta com um bisturi de modo longitudinal tangencial na
regido equatorial exposta ao sol, evitando o caroco (Figura 16 A). As amostras
foram armazenadas em tubos Falcon de 15 mL devidamente identificados,
contendo uma solucdo FAA (Formol : acido acético glacial : etanol 70%) na
proporcdo de 5:5:90 (Johansen, 1941). O tempo de fixacdo do material na
solucdo de FAA foi de 48 horas, seguido pela preservacdo em alcool 70% até a
etapa de processamento. No laboratério do INIA, as amostras foram
seccionadas em placas de Petri contendo alcool a 70% para conservacao do
material (Figura 16 B). Os cortes transversais foram feitos em formato de cubos

de aproximadamente 4 mm (Figura 16 C).

Figura 16 — Procedimento de selecdo e seccionamento dos frutos realizados a campo e em

laboratério. A: frutos seccionados no campo ainda fixados na planta; B: corte da amostra em

placade Petri realizada no laboratério; C: segmento seccionado em 4 mm.
‘ -

Fonte: acervo pessoaI: 2023.

4.1.2.1 Procedimento histolégico

O procedimento histolégico foi realizado no laboratério de Boténica da
Universidade da Republica do Uruguai - UDELAR. Os segmentos de 4 mm foram
armazenados em cassetes histoldgicos plasticos adequados para a infiltracao de
tecidos, identificados individualmente de acordo com cada amostra, e
conservados em alcool 70% para preservar a integridade do material até o inicio
do processo (Figuras 17 A, B).

Posteriormente, para a etapa de infiltracdo dos tecidos, utilizou-se o

sistema automatico de preparacdo de amostras, tipo carrossel, SLEE MTP, para
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desidratacéo e infiltragdo da parafina (Figura 17 C). Dentro do equipamento, as
amostras passaram por trés fases distintas: desidratacdo, utilizando
concentracfes progressivas de alcoois (70%, 80%, 90%, 100%, 1 hora cada);
imersdo em alcool butilico terciario (TBA); e, por fim, imersdo em parafina liquida
(a 60°C). O processo completo teve uma duragao total de 31 horas.

Figura 17 — Materiais e equipamento utilizados no processo de infiltracao dos tecidos. A: cassete

histolégico; B: cassete com material vegetal preservado em alcool 70%; C: processador de
tecidos automatizado do tipo carrossel - modelo MTP, da marca SLEE.

Fonte: acervo pessoal, 2023

ApOs o processo de infiltragéo, o cassete contendo as amostras foi imerso
em parafina a 60°C no equipamento destinado a inclusdo em parafina (modelo
YDL-6L da YIDI) (Figura 18 A). A amostra foi removida do cassete e, com 0
auxilio de uma pinga, posicionada no centro de um molde metalico (15 x 15 mm)
contendo parafina liquida, de modo que a cuticula do fruto ficasse perpendicular
a base (Figura 18 B, C). Em seguida, o cassete (sem a tampa) foi colocado com
a cavidade voltada para cima sobre o molde metalico e preenchido com parafina
liquida (Figura 18 D). Apds isso, o conjunto foi colocado na 'Placa fria' do
equipamento para solidificacdo do bloco (Figura 18 A). Ap6s o0 processo de
inclusao e resfriamento da parafina, o cassete foi separado do molde metalico e
deixado em repouso por 24 horas antes de realizar o corte no microtomo (Figura
18 E).
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Figura 18 — Instrumentos e equipamentos empregados na elaboracéo do bloco em parafina do
material vegetal. A: equipamento de incluséo de parafina (YIDI, modelo YDL-6L; B: Molde
metalico; C: segmento vegetal posicionado no molde metalico; D: incluséo de parafina no cassete
sobre o molde metalico; E: cassete histolégico com bloco de parafina apés resfriamento.

— 9 e

s\ .
Fonte: acervo pessoal, 2023.

ApGs 24 horas, os blocos foram seccionados em um micrétomo rotativo
manual (SLEE, Modelo CUT 4062), resultando em fitas de parafina com
espessura de 7 ym, contendo os segmentos vegetais (Figura 19 A). A fita possui
um lado fosco e outro brilhante, sendo este ultimo voltado para baixo e colocado
sobre uma folha de papel. Em seguida, a fita é cortada em sec¢fes de acordo
com o tamanho da lamina. Uma gota de adesivo Haupt é aplicada na lamina
previamente identificada, espalhada com o dedo e deixada para secar por 5
minutos. Posteriormente, as se¢cfes foram colocadas sobre as laminas de vidro
com o auxilio de quatro gotas de formaldeido a 4%, o que facilitou o deslizamento
e 0 posicionamento da fita na lamina sem rompé-la (Figuras 19 B, C). O excesso
de formaldeido foi removido inclinando a lamina sobre papel absorvente e
aguecendo-a levemente com um isqueiro. As laminas foram, entdo, mantidas em
estufa a 30°C por 24 horas.

Para as etapas de desparafinizacdo e hidratacdo, as laminas foram
retiradas da estufa e imersas em concentragcdes sucessivas de xilol (para
remogcdo da parafina) e alcool (para hidratacdo), seguindo o seguinte
procedimento: xilol I e xilol I, por 5 minutos cada; seguido por uma série etandlica
decrescente (100%, 70% e 30%), também por 5 minutos cada, adaptado de
Santos et al. (2021). Em seguida, as laminas foram coradas com Safranina,

conforme o protocolo descrito por Johansen, (1941), por 2 minutos (Figura 20).
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Para cada cultivar, bloco e estadio de maturacéo, foram preparadas duas
laminas (lamina 1 e 2), cada uma composta por trés secbes de fitas contendo

aproximadamente 10 segmentos vegetais.

Figura 19 — Procedimento de corte e preparo das amostras para analise microscopica. A:
microtomo com cortes seriados de 7 um embebidos em parafina; B: adesivo Haupt e Formol 4%
usados para fixar o material vegetal na lamina; C: posicionamento da fita parafinada sobre a
lamina com o auxilio do formaldeido e do pincel.

Fonte: acervo pessoal, 2023.

Figura 20 — Solucdes utilizadas no processo de desparafinizagédo, hidratacdo e coloracdo dos
tecidos, dispostos em ordem sequencial da utilizacdo no procedimento: solugédo de xilol | e I;
alcool 100, 70 e 30%; safranina.

Fonte: acervo pessoal, 2024.

4.1.2.2 Obtencéo e processamento de imagens

Apds o processo de coloracdo, as laminas foram observadas em um
microscoépio Optico Nikon, modelo Eclipse E100 no laboratério de Botanica da
Universidade da Republica do Uruguai (UDELAR). As microfotografias foram
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capturadas com uma camera AmScope de 8 megapixels, modelo MU853B,
acoplada ao microscopio, com o software AmScope® (versdo x64,
4.11.22328.20230326), previamente calibrado com uma régua de calibracdo. A
espessura da cuticula foi medida em areas aleatérias dos segmentos de cada
lamina. Foram capturadas 6 fotos por lamina para cada cultivar, bloco e estadio
de maturagdo, utilizando o software gratuito ImageJ (Rasband 1997-2024),

totalizando 384 medicbes (Figura 21).

Figura 21 — Tela inicial do software Image J utilizado na obtencéo da espessura das cuticulas
das cultivares.

¢ ImageJ [:j E’ﬁ

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B o|z|o)<|£|+[\ Al [0 2lofsulur] 2 4|8 2] |»

ImageJ 1.38e/Java 1.5.0_09

Fonte: acervo pessoal, 2023.

4.1.1 Compostos fendlicos totais

Foi obtida uma amostra de 100gr de frutos, ndo contaminados, por bloco
e estadio de maturacgdo. A coleta foi manual, o que permitiu selecionar de forma
exclusiva cada estadio de maturacdo. O indice de maturacdo foi determinado
utilizando-se o método de Barranco Navero; Ferndndez Escobar; Rallo Romero
(2017) conforme descrito no material vegetal.

Nesta analise o teor de composto fendlico total foi determinado por
espectrofotometria de acordo com a metodologia de Folin-Ciocalteau, descrita
por Sanchez-Calvo et al. (2022).

Uma amostra de 1 g de polpa macerada foi dissolvida em 5 mL da solucao
de MeOH/H20 (80:20, v/v) e agitada em vortex por 30 segundos para evitar o
aguecimento da amostra. Em seguida, a mistura foi centrifugada, e a solucéo
extraida foi coletada e ajustada para um volume final de 20 mL com a mesma
mistura de MeOH/H20 (80:20, v/v).

Foi adicionado a um baldo volumétrico uma fracdo de 1 mL da solucéo
ajustada, e completado com 8 mL de agua destilada. No baldo volumétrico, foram
adicionados simultaneamente 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 0,5 mL



46

da solucédo saturada de Na2COs. A mistura foi agitada e mantida em repouso por
2 horas a temperatura ambiente, protegida da luz.

A absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro a 760 nm utilizando um
equipamento UV-vis, modelo Shimadzu UV-3000. A concentracao de fendis foi
calculada e expressa em miligramas de equivalentes de acido galico por
quilograma de massa fresca, com base em uma curva de calibragéo gerada a

partir de acido galico.

4.2 Parametros avaliados

4.2.1 Incidéncia e severidade da doenca

Nesta etapa do estudo avaliou-se a interacao da espécie C. acutatum nos
frutos das quatro cultivares de oliveira (Arbequina, Frantoio, Manzanilla e Picual)
em relacdo a infeccdo. Tanto a incidéncia quanto a gravidade da doenca foram
avaliadas aos 2, 3, 5, 7, 10, 12, e 15 dpi (dias ap06s a inoculacao).

A severidade da doenca foi avaliada pela area do fruto afetada em
resposta a inoculagéo, utilizando uma escala de 0 a 4, onde: 0 = sem sintomas,
1 = lesdes visiveis <25% da superficie do fruto, 2 = 25-50%, 3 = 50-75%, e 4 =
75-100% da superficie do fruto apodrecida (fruto completamente coberto com

massa gelatinosa), adaptada de Leoni et al. (2018) (Figura 22).

Figura 22 — indice de severidade da doenca nos frutos, segundo a escala de 0-4
adaptada de Leoni et al. (2018).

0 1 2 3 4

Fonte: acervo da autora, 2023.
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Os valores da escala de gravidade da infec¢ao nos frutos foram utilizados

para calcular o indice de severidade da doenca (ISD) (Moral et al., 2017) pela

equacéo 1.
Sp < > (ni x i) 100 1)
~ 4xN

Onde ni= numero de azeitonas com o nivel da doenca, i= nivel da doenca

(0 a 4), N= Numero total de frutos avaliados.

A incidéncia da doenca foi monitorada ao longo desse periodo para
registrar a evolucdo dos sintomas e estimada pela porcentagem de frutos

afetados calculada pela equacéo 2:
[ = £=x100 (2)

Onde |= incidéncia da doenca (%), Nfi= Numero de frutos infectados, Nft
= Numero total de frutos testados.

Os valores severidade da infeccdo, obtidos durante o periodo das
avaliagbes, também foram utilizados para calcular a area abaixo da curva de
progresso da doenca (ASCPDs) obtida pela equacéo 3 proposta por Campbell e
Madden (1990):

n
X+ X;
AACPD; Z (le) : (tm - tl-) 3)

=0

Onde Xi = Indice de severidade da doenca (ISD) na i-ésima observacao (i
e i+1), Ti= intervalo de tempo entre as avaliagdes (dias) na i-ésima observacao,

n = namero total de observacgdes.
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4.2.2 Espessura da cuticula

A espessura da cuticula foi avaliada em cortes histologicos de frutos
integros através da analise de imagens microscopicas. Para determinar a
espessura da cuticula, a metodologia utilizada foi adaptada de Hammami;
Rapoport (2012), que consiste na andlise de um conjunto de seis células
epidérmicas consecutivas, medindo o comprimento (um) e a area (um?) da
cuticula (Figura 23). O valor da espessura foi obtido pela relacdo entre a area
combinada e o comprimento tangencial do conjunto de células. A medi¢cédo da
espessura da cuticula foi realizada utilizando o programa ImageJ, totalizando

359 medicbes. Os valores foram calculados de acordo com a equacéo 4.

B ArCu
~ LEp

Ec

(4)

Onde Ec (um) = Espessura da cuticula (um), ArCu = Area da cuticula, LEp

= Comprimento da epiderme.

Figura 23 — Quantificacdo da espessura da cuticula em corte histolégico de frutos integros.
Seccao transversal da parede do fruto de Olea europaea cultivar Arbequina. ArCu: area da
cuticula; LEp: comprimento da epiderme de um grupo sucessivo de 6 células epidérmicas,
programa Image J.

ArCu
LEp

Fonte: acervo pessoal, 2024.

4.2.3 Teores fenélicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados para
investigar as diferencas de concentracdo entre as quatro cultivares de oliveira,

tanto no estadio verde quanto no estadio maduro. Este processo envolveu a
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medic¢éo dos niveis de fenodis em cada cultivar e estadio de maturacao, utilizando
métodos analiticos. Além disso, os dados obtidos foram utilizados para
correlacionar as concentracfes de fendis nos frutos com a suscetibilidade das

cultivares a antracnose.

4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Infostat. O
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (valor-p para rejeitar 0,05). As
comparacdes e interacdes das médias entre as cultivares e os estadios de
maturacdo foram testadas quanto a significAncia com o teste F (nivel de
significancia p < 0,05) e, ao deferirem, submetidas a diferenciacdo por médias

pelo método de Tukey a 5% de probabilidade.
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5 Resultados

Todas as cultivares de oliveira utilizadas neste estudo sao provenientes
do mesmo olival e foram submetidas as mesmas praticas culturais. Portanto, as
diferencas encontradas entre os parametros avaliados nao refletem condi¢cbes
ambientais distintas. As diferencas podem estar relacionadas as caracteristicas
intrinsecas da espécie e cultivares, bem como a forma que cada cultivar

responde aos fatores de estresse biodticos e abidticos.

5.1 Incidéncia e severidade

Os frutos das quatro cultivares, Arbequina, Picual, Frantoio e Manzanilla,
desenvolveram 0s sintomas caracteristicos de antracnose nos dois estadios
fenologicos (verde e maduro), inoculados com Colletotrichum acutatum.
Algumas cultivares completaram o nivel maximo de severidade antes do final
das avaliacdes, que duraram 15 dias. Por este motivo, para avaliar as diferencas
estatisticas entre os valores aqui listados, foi utilizado o critério da média diaria
da AACDPs.

Para as variaveis da AACPDs nao foram registradas diferencas
significativas entre os anos avaliados (p=0,2213). Porém, esse parametro diferiu
significativamente para as outras variaveis (cultivar, maturacdo e inoculacdo)
(p<0,0001). Considerando os valores médios gerais em ambos 0s estadios de
maturacao, a cultivar Frantoio mostrou a menor severidade (AACPDs). Para as
demais cultivares, ndo foram observadas diferencas significativas. Na avaliacéo
entre estadios de maturacdo e entre frutos inoculados e controles, foram

observadas diferencas estatisticas (p<0,0001) (Tabela 1).
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Tabela 1: Area Abaixo das Curvas de Progresso da Doenga (AACPDs) estimada com base na
escala de severidade da antracnose (0 - 4) desenvolvida nos frutos de quatro cultivares de
oliveira, considerando os anos de avaliacdo, 2023 e 2024, as cultivares, a maturacdo e a
inoculacéo.

Unidade de area/dia

Ano* 2023 1,24+0,12¢2
2024 1,34+0,12¢2

Frantoio 0,76 £ 0,152

Cultivar Arbequina 1,43+0,17°
Picual 1,44 +£0,17°

Manzanilla 1,55+0,15°

Maturagio™ Verde 0,66 + 0,09 2
Maduro 1,92+ 0,09°

Inoculacio™ Controle 0,88+ 0,092
Inoculado 1,69+ 0,09°

Fonte: elaborado pela autora, 2024. Letras distintas na mesma coluna indicam diferencas
estatisticas geradas pelo Teste de Tukey a 5%. **p<0,0001; *p=0,2343. Média + desvio padréo.

Na Tabela 2 observa-se que os valores médios diarios de AACPD da
severidade da doenca para as cultivares de oliveira Manzanilla, Picual,
Arbequina e Frantoio inoculadas com C. acutatum, em dois estadios de

maturacao dos frutos (verde e maduro), durante os anos de 2023 e 2024.

e Avaliagdo intervarietal nos estadios verdes e maduros:

Os frutos verdes apresentaram os menores valores de AACPDs diaria.
Referente a este estaddio de maturacdo, em 2023, a maior severidade foi
observada na cultivar Manzanilla. ‘Arbequina’ e ‘Frantoio’ apresentaram o0s
menores valores de AACPDs e néo diferiram estatisticamente entre si, enquanto
‘Picual’ apresentou um valor intermediario em relagdo as outras cultivares. Em
2024, 'Arbequina’ apresentou a maior AACPDs, sendo significativamente
diferente de 'Picual’ e 'Frantoio'. 'Manzanilla' diferenciou-se apenas de 'Frantoio’,
que teve a menor AACPDs, significativamente diferente de 'Arbequina’ e
'‘Manzanilla'.

Os frutos maduros registraram os maiores valores diarios de AACPDs.
No entanto, em ambos os anos (2023 e 2024), as cultivares apresentaram

valores semelhantes e ndo houve diferenca estatistica entre elas.
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e Avaliacéo intravarietal entre os estadios de maturacao, verde e

maduro;:

Em 2023, apenas para a cultivar Manzanilla, AACPDs foi similar nos
estadios verde e maduro, sem diferencas significativas. Para as demais
cultivares, os valores de AACPDs diferiram entre os dois estadios de maturacéo,
sendo significativamente maiores no estadio maduro em comparacdo aos
valores obtidos para os frutos verdes.

Em 2024, todas as cultivares apresentaram valores estatisticamente

diferentes entre os dois estadios de maturacao.

Tabela 2: Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPDs) estimadas com base na
escala de severidade da antracnose (0 - 4) desenvolvida nos frutos de quatro cultivares de
oliveira nos tratamentos controle e inoculadas com C. acutatum, nos estadios fenol6gicos verde
e maduro, avaliados nos anos de 2023 e 2024.

2023 2024
Cultivar
Verde Maduro Verde Maduro
Manzanilla 2,15 + 0,092¢ 2,15+ 0,14%A 1,53 £ 0,1638¢ 2,57 £0,13%
Picual 1,07 £ 0,143 2,58 + 0,214 0,92 £ 0,168 2,46 + 0,124
Arbequina 0,44 £ 0,134 2,32 £ 0,164 1,82 +0,173¢ 2,56 + 0,164
Frantoio 0,16 + 0,063 2,00 + 0,094 0,38 + 0,183 2,13 £ 0,214
P p<0,0001
CV (%) 36,89

Fonte: elaborado pela autora, 2024. Letras diferentes na mesma linha ou coluna indicam
diferencas estatisticas geradas pelo Teste de Tukey a 5%. Média + desvio padrdo. As letras
mailsculas (A, B e C na coluna) indicam diferenga entre as cultivares em cada estadio de
maturacdo de cada ano. As letras minUsculas (a e b na linha) indicam diferenca dentro de cada
cultivar entre os estadios de maturacao dos frutos em cada ano de avaliacao.

A seguir, sdo apresentados os valores de incidéncia e severidade da
doenca para os diferentes tratamentos. Esses valores variaram durante as
avaliacbes e mostraram progresso ao longo dos 15 dias apds a inoculacéo,
dependendo da cultivar e do tempo.

Alguns frutos controle, que nao foram inoculados com o fungo, também
desenvolveram a doenca. Isso pode ter ocorrido devido a infec¢gdes naturais
ocorridas no campo por Colletotrichum spp. durante a floragéo e frutificagéo, que
permanecem latentes até o amadurecimento dos frutos (Moral; De Oliveira;
Trapero, 2009; Talhinhas; Loureiro; Oliveira, 2018) ou quando encontra

condicOes favoraveis de desenvolvimento.
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A incidéncia da doenca foi monitorada ao longo dos 15 dias, considerando
a proporcao de frutos com sintomas em relagdo ao total de frutos avaliados
durante a incubacéo. A incidéncia de frutos infectados variou entre as cultivares
e foi maior em frutos maduros. Os primeiros sintomas da doenca foram
observados aos 2 dias pos-inoculacdo (dpi) em ambos os estadios de maturagéo
e em ambos os anos de avaliagéo (Figuras 24 e 25).

Em 2023, a maior incidéncia da doenca nos frutos verdes foi registrada na
cultivar 'Manzanilla', com 94% dos frutos infectados aos 10 dpi. A cultivar '‘Picual’
seguiu com 72% de frutos infectados no mesmo periodo. Ao final do ciclo, a
incidéncia atingiu 51% para 'Arbequina’ e 18% para 'Frantoio' (Figura 24 A). Nos
frutos maduros, a incidéncia progrediu rapidamente, atingindo 100% aos 5 dias
dpi para a cultivar Picual e aos 7 dpi para as cultivares Arbequina e Manzanilla.
A cultivar Frantoio n&o ultrapassou 90% de incidéncia aos 15 dpi (Figura 24 B).

Em 2024, os frutos verdes das cultivares Arbequina e Manzanilla
apresentaram as maiores incidéncias de infeccdo, com mais de 92% aos 12 dpi.
No mesmo periodo, a cultivar Picual atingiu 67%, enquanto a cultivar Frantoio
nao ultrapassou 19% (Figura 25 A). Nos frutos maduros, a incidéncia progrediu
mais rapidamente nas cultivares Arbequina e Manzanilla, com 100% dos frutos
infectados aos 5 dpi. A cultivar Picual apresentou 100% de incidéncia aos 10 dpi,
enguanto a ‘Frantoio’ se aproximou dos 100% ao final do ciclo, 15 dpi (Figura 25
B)."
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Figura 24 — Incidéncia da doenca (%) causada por Colletotrichum acutatum em azeitonas das
cultivares Arbequina, Frantoio, Picual e Manzanilla, em condi¢Bes controladas nos tratamentos
inoculado e controle (sem inoculagdo), nos estadios fenolégicos verdes e maduros ao final de 15
dias de inoculacdo em 2023. A: Frutos verdes; B: Frutos maduros. Os valores de incidéncia foram
utilizados para calcular os indices expressos em porcentagem (%) de frutos infectados.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.



55

Figura 25 — Incidéncia da doenca (%) causada por Colletotrichum acutatum em azeitonas das
cultivares Arbequina, Frantoio, Picual e Manzanilla, em condi¢Bes controladas nos tratamentos
inoculado e controle (sem inoculagdo), nos estadios fenolégicos verdes e maduros ao final de 15
dias de inoculacao em 2024. A: Frutos verdes; B: Frutos maduros. Os valores de incidéncia foram
utilizados para calcular os indices expressos em porcentagem (%) de frutos infectados.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.

A severidade da doenca foi monitorada e avaliada com base na escala de
0 a4, adaptada de Leoni et al. (2018), durante o periodo de incubacao dos frutos.
Os primeiros sintomas da doenca foram observados aos 2 dpi,
predominantemente em frutos maduros.

Em 2023, as cultivares Manzanilla e Picual apresentaram os maiores
valores de severidade em ambos os estadios de maturacdo. Nos frutos verdes,

a infec¢do na ‘Manzanilla’ alcangou um indice de severidade de 2,5 aos 7 dpi.
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Aos 15 dpi, essas mesmas cultivares registraram valores de severidade de
aproximadamente 3 e 4, respectivamente. No mesmo periodo, as demais
cultivares nao ultrapassaram a escala de 1,5, indicando menor gravidade da
doenca. A cultivar Frantoio apresentou os menores valores durante todo o
periodo (Figura 26 A).

Nos frutos maduros, a gravidade da doenca foi mais intensa e a evolugao
ocorreu mais rapidamente em comparacao com os frutos verdes. A podriddo
completa dos frutos demorou 10 dpi nha cultivar Manzanilla e 12 dpi na cultivar
Arbequina. A cultivar Picual continuou a evoluir até os 15 dpi, atingindo uma
escala de 3,93, préxima ao limite maximo, enquanto a cultivar Frantoio ndo
ultrapassou a escala de 3,4 (Figura 26 B).

Em 2024, os frutos verdes das cultivares Arbequina e Manzanilla
apresentaram os maiores valores de severidade entre todas as cultivares, com
valores acima de 3,7 aos 15 dpi. No mesmo periodo, 'Picual' e 'Frantoio'
atingiram valores de severidade de 2,7 e 1,3, respectivamente (Figura 27 A).
Neste mesmo ano, os frutos maduros apresentaram maiores valores de
severidade. Aos 5 dpi, as cultivares Arbequina, Picual e Manzanilla registraram
uma escala de severidade de aproximadamente 3, enquanto ‘Frantoio’
apresentou 1,6 no mesmo periodo. Aos 12 dpi, a severidade foi superior a 3,7

para todas as cultivares (Figura 27 B).
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Figura 26 — Severidade da doen¢a em azeitonas das cultivares Arbequina, Frantoio, Picual e
Manzanilla, inoculadas com o isolado N°81 de Colletotrichum acutatum e frutos controle (sem
inoculacao), nos estadios fenolégicos verdes e maduros ao final de 15 dias de inoculacdo em
2023. A: Frutos verdes; B: Frutos maduros. Os valores de severidade da infeccéo correspondente
a escala de 0 (frutos sem sintomas) a 4 (100% da superficie do fruto apodrecida), adaptada de
Leonietal., (2018). A gravidade registrada nos tratamentos controle pode ser atribuida a infecgao
de campo por Colletotrichum spp.
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Fonte: elaborado pela autora, 2023.
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Figura 27 — Severidade da doen¢ca em azeitonas das cultivares Arbequina, Frantoio, Picual e
Manzanilla, inoculadas com o isolado N°81 de Colletotrichum acutatum e frutos controle (sem
inoculacao), nos estadios fenolégicos verdes e maduros ao final de 15 dias de inoculacdo em
2024. A: Frutos verdes; B: Frutos maduros. Os valores de severidade da infeccéo correspondente
a escala de 0 (frutos sem sintomas) a 4 (100% da superficie do fruto apodrecida), adaptada de
Leonietal., (2018). A gravidade registrada nos tratamentos controle pode ser atribuida a infecgao
de campo por Colletotrichum spp.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024.
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5.2 Espessura da cuticula

A espessura média da cuticula das cultivares de oliveira (Arbequina,
Picual, Frantoio, Manzanilla) foi analisada em dois estadios de maturacéo (verde
e maduro) durante os anos de 2023 e 2024. As medi¢des da cuticula foram
realizadas através de imagens obtidas por microscopia 6tica. O corte transversal
permite identificar a cuticula, de forma continua e proeminente, em contato com

as células epidérmicas (Figura 28).

Figura 28 - Microscopia oOtica da cuticula dos frutos das quatro cultivares de oliveira,
apresentadas em ordem decrescente de espessura no estddio de maturacdo verde. A:
‘Arbequina’; B: 'Picual’; C: 'Frantoio'; D: 'Manzanilla'.

F .

Fonte: acervo pessoal, 2024.

Pela Tabela 3 verifica-se os valores médios da espessura da cuticula para
as cultivares estudadas. Por meio dos dados observa-se diferencas significativas
entre os anos de 2023 e 2024, bem como entre as diferentes cultivares e
estadios de maturagdo. Além disso, observou-se uma redugédo significativa na

espessura da cuticula em 2024 para todos os parametros avaliados.
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Tabela 3 - Espessura média da cuticula (um) das cultivares de oliveira (Arbequina, Frantoio,
Manzanilla e Picual) avaliadas entre os anos 2023 e 2024, entre cultivares e entre maturagéo.
INIA - Las Brujas - Uruguai.

Espessura da cuticula (um)

2023 15,98 + 0,64 °
Ano
2024 14,74 +0,61 @
Arbequina 18,62 +0,48 ©
Picual 18,15 + 0,46 ©
Cultivar )
Frantoio 12,65 +0,37 b
Manzanilla 12,03 +0,36 &
Verde 15,83 + 0,65 b
Maturacao
Maduro 14,80 + 0,61 &
p - valor <0,0001

Fonte: elaborada pela autora, 2024. Médias separadas por letras iguais indicam auséncia de
diferenca significativa geradas pelo Teste de Tukey (p<5%).

As medicBes variaram entre as cultivares, anos e estadios de maturacéo
(Tabela 4). Nos frutos verdes, as cultivares Arbequina e Picual apresentaram
diferencgas significativas em relacdo a ‘Frantoio’ e ‘Manzanilla’ em ambos os
anos. Para os frutos maduros, a tendéncia se manteve, exceto para as cultivares
Frantoio e Manzanilla, que, em 2023, mostraram diferencas estatisticas
significativas entre si. Além disso, foram observadas variacdes significativas
entre os estadios de maturacdo (verde e maduro) nas cultivares Manzanilla (em
2023 e 2024) e Arbequina (em 2024). Para as demais cultivares, ndo foram

registradas diferencas significativas nesse parametro.

Tabela 4 - Espessura média da cuticula (um) das cultivares de oliveira (Arbequina, Frantoio,
Manzanilla e Picual) entre os dois estaddios de maturacdo (verde e maduro) avaliadas nos anos
2023 e 2024 - INIA - Las Brujas - Uruguai.

] 2023 2024
Cultivares
Verde Maduro Verde Maduro
Arbequina 20,38 £1,17 38 18,95 + 0,92 & 18,17 + 0,82 "B 17,49 + 0,63 28
Picual 18,88 + 0,81 28 18,42 + 0,53 a¢ 18,08 + 0,74 28 17,28 + 1,38 28
Frantoio 13,52 +0,85 @ 13,16 + 0,48 a8 12,16 + 0,88 & 11,99 +0,70 @
Manzanilla 13,38 + 0,47 A 12,34 + 0,43 2~ 12,02 + 0,74 A 10,73 + 0,60 @

Fonte: elaborada pela autora, 2024. Letras iguais na mesma linha ou coluna indicam auséncia
de diferencga significativa geradas pelo Teste de Tukey a 5%. Letras mailsculas (coluna) indicam
diferenca intervarietal em cada estadio de maturagdo. Letras mindsculas (linha) indicam
diferenca intravarietal entre os estadios de maturacao.
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5.3 Compostos fendélicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada nos frutos das
quatro cultivares de oliveira (Arbequina, Frantoio, Manzanilla e Picual) para
identificar possiveis relacdes entre a concentracdo desses metabdlitos
secundarios e a suscetibilidade das azeitonas a antracnose.

Na Figura 29 observa-se a avaliacdo intravarietal, em cada estadio de
maturacado, apenas a cultivar Manzanilla apresentou diferencas significativas nos
frutos verdes em 2023. As demais cultivares ndao mostraram diferencas
significativas entre os estadios de maturagédo e nos dois anos avaliados. Além
disso, a barra cinza tracejada, que representa os frutos maduros da cultivar
Picual em 2024, indica a indisponibilidade de frutos com sanidade adequada

para avaliagdo nesse estadio de maturacéo.

Figura 29 — Valores médios de concentracdo de compostos fendlicos totais (MgAG/kg peso
fresco equivalentes de &cido gélico) obtidos no laboratério INIA - Las Brujas - Uruguai. Avaliacao
intravarietal das quatro cultivares (Arbequina, Frantoio, Manzanilla e Picual), entre os estadios
verde e maduro e em 2023 e 2024.
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Fonte: elaborado pela autora, 2024. Barras verticais: desvio padrao da média. Médias seguidas
de letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa p>0,05. Teste de Tukey a 5%. *Barra
cinza tracejada, indica auséncia de fruto da cultivar Picual no ano e maturacéo correspondentes.
Dados representados em massa fresca (MF).

Na Figura 30 encontran-se as diferencas nas meédias de concentracdo de
compostos fendlicos totais entre as cultivares de oliveira, categorizadas por
estadio de maturacao e ano. Os valores indicam variagdes significativas entre as

diferentes cultivares.
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Em 2023, apenas os frutos maduros mostraram diferengas significativas
na concentracdo de compostos fendlicos totais entre as cultivares. A cultivar
Picual apresentou o maior valor, com 4118,00 mg AG/kg MF, significativamente
superior as demais. As cultivares Arbequina e Frantoio apresentaram
concentracbes de 3022,75 mg AG/kg MF e 2417,25 mg AG/kg MF,
respectivamente, com uma diferenga significativa entre elas. A concentracao da
cultivar Manzanilla foi de 2937,75 mg AG/kg MF, com diferenca significativa
apenas em relacéo a cultivar Picual.

Em 2024, as diferencas significativas foram observadas apenas na
maturacdo verde. A cultivar Picual destacou-se novamente com o maior valor,
registrando 3886,26 mgAG/kgMF, significativamente superior a cultivar
Arbequina, que apresentou 2429,48 mgAG/kgMF. As cultivares Frantoio e
Manzanilla, com concentracdes de 3066,63 mg AG/kg MF e 3196,50 mg AG/kg
MF, respectivamente, mostraram variacées significativas apenas em relacdo a

cultivar Picual.

Figura 30 — Valores médios de concentracao de fendis totais (mgAG/kg peso fresco equivalentes
de acido galico) obtidos no laboratério INIA - Las Brujas — Uruguai, em azeitonas das quatro
cultivares de oliveira, nos tratamentos verde e maduro e nos anos 2023 e 2024.
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mArbequina = Frantoio =Manzanilla = Picual

Fonte: elaborado pela autora, 2024. Barras verticais: desvio padrdo da média. Médias seguidas
de letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa p>0,05 pelo Teste de Tukey a 5%.
*Barra cinza tracejada, indica auséncia de fruto da cultivar Picual no ano e maturagéo
correspondentes. Dados representados em massa fresca (MF).
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6 Discusséao

6.1 Gravidade da doenca e suscetibilidade das cultivares

A olivicultura enfrenta grandes desafios que abrangem desde a fase de
implantacéo até a producdo e colheita das oliveiras. Os prejuizos causados por
pragas e doencas sao significativos, tornando essencial a compreensdo dos
mecanismos de defesa das plantas e das ferramentas disponiveis para combaté-
las. Este estudo avaliou a gravidade da antracnose, causada pela espécie C.
acutatum, através da incidéncia e severidade da doenca em frutos de quatro
cultivares de oliveira, Arbequina, Picual Frantoio e Manzanilla, em dois estadios
de maturacdo (verde e maduro), utilizando inoculacédo artificial em ambiente
controlado. Com base nos resultados obtidos e descritos, todas as variaveis
analisadas foram correlacionadas na matriz de correlacdo de Pearson (Tabela
5).

Tabela 5 — Correlacé@o entre a AACPDs diaria em relacdo a espessura da cuticula, compostos
fendlicos totais e incidéncia da doenca.

Parametro de teste de Pearson

r p - valor
AACPDs + Espessuras -0,04 0,6505
AACPDs + Fenois Totais -0,07 0,4994
AACPDs + Incidéncias (%) 0,89 <0,0001

Fonte: elaborada pela autora, 2024. AACPDs: Areas abaixo da curva de progresso da doenca.
r: Coeficiente de correlagdo. p-valor: Valor de probabilidade

Encontrou-se uma correlacdo positiva significativa (r=0,89) entre a
AACPDs e a incidéncia da doenca (Tabela 5). Ambientes com alta porcentagem
de incidéncia da infeccdo podem favorecer condi¢des elevadas de severidade,
como observada neste estudo (Figuras 24 e 25). Os resultados deste trabalho
Sao consistentes com pesquisas anteriores, que observaram maior severidade e
incidéncia da doenca em frutos maduros quando comparados aos frutos verdes
(Miho et al., 2024; Moral; De Oliveira; Trapero, 2009; Moreira et al., 2023; Riolo
et al., 2023). Incidéncias elevadas de antracnose podem causar danos em
distintos estadios fenoldgicos da cultura, como na floragéo, reduzindo a taxa de

frutificacdo (Cacciola et al., 2012) e nos frutos ja desenvolvidos, que podem
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acarretar em um aumento na acidez e a desclassificagéo de azeites extra virgens
(Leoni et al., 2018).

Observou-se também que o tempo de aparecimento dos primeiros
sintomas distinguiu entre as maturacdes. Nos frutos verdes, os primeiros
sintomas tipicos foram observados mais tardiamente, entre 3 e 5 dpi para todas
as cultivares em ambos o0s anos, exceto para 'Manzanilla® em 2023, que
apresentou os primeiros sintomas aos 3 dpi. Nos frutos maduros, os primeiros
sintomas foram visivelmente mais precoces, ocorrendo aos 2 dpi (Figuras 26 e
27). Resultados semelhantes, em frutos inoculados com Colletotrichum, foram
relatados por Moral, Bouhmidi e Trapero (2008), que observaram sintomas em 4
dpi, e por Moreira et al. (2023), que relataram sintomas entre 1 e 5 dpi.

Embora nenhuma das cultivares, no estadio verde, tenha demonstrado
total resisténcia ao patdégeno, a severidade da doenca variou entre 0s genaotipos,
indicando diferentes niveis de suscetibilidade, o que estaria de acordo com
resultados anteriormente reportados (Moral; Trapero, 2009). Outros estudos
também relataram que tanto a gravidade da doenca quanto a incidéncia podem
variar temporal e geograficamente (Talhinhas et al., 2011). Este fato
possivelmente esta relacionado as condicbes naturais de campo, como a
incidéncia recorrente de antracnose, densidade de plantio, manejo e tratos
culturais, além de fatores climéaticos.

Os niveis de suscetibilidade dos frutos verdes variaram entre os dois anos
para as cultivares 'Picual' e 'Arbequina’, que oscilaram entre suscetiveis e
moderadamente suscetiveis. A cultivar 'Frantoio’ permaneceu resistente em
ambos 0s anos, enquanto 'Manzanilla' se manteve como a mais suscetivel nas
duas avaliacGes. Esses resultados contradizem parcialmente outros estudos,
nos quais 'Arbequina’ e 'Frantoio' foram consideradas suscetiveis (Moreira et al.,
2023), e 'Picual’ foi considerada resistente (Gomes et al., 2012; Moreira et al.,
2023). Entretanto, outros estudos semelhantes se alinham aos resultados deste
trabalho, reportando 'Frantoio' como a menos suscetivel, '‘Arbequina’ e 'Picual’
como moderadamente suscetiveis, e ‘Manzanilla' como a cultivar mais suscetivel
a C. acutatum (Moral et al., 2014, 2017; Moral; Trapero, 2009; Riolo et al., 2023;
Talhinhas et al., 2015).

Os frutos maduros mostraram maior suscetibilidade ao patégeno, porém,

diferentemente dos frutos verdes, ndo apresentaram diferengas significativas
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entre as cultivares avaliadas (Tabela 2). Resultados semelhantes foram
reportados por (Moreira et al., 2023) ao avaliar diversas cultivares de oliveira,
incluindo ‘Frantoio’, ‘Arbequina’ e ‘Picual’, em que todas apresentaram alta
suscetibilidade a antracnose em frutos maduros. Outros estudos corroboram
com essa observacdo, indicando semelhanca entre os frutos maduros na
suscetibilidade ao Colletotrichum (Moral; Trapero, 2009; Moreira et al., 2023;
Riolo et al., 2023).

Os frutos podem ser infectados por Colletotrichum em diferentes estadios
de maturacdo, no entanto, com o avan¢o da maturacdo aumenta também a
suscetibilidade, independentemente da cultivar (Chattaoui et al., 2016; Moral;
Bouhmidi; Trapero, 2008; Moral et al., 2017; Moral; De Oliveira; Trapero, 2009;
Sergeeva, 2014). Por outro lado, frutos imaturos apresentam maior imunidade a
Colletotrichum sp., independentemente da cultivar (Cacciola et al., 2012; Moral;
Bouhmidi; Trapero, 2008; Moral; Trapero, 2012). Outros autores relataram que a
maior suscetibilidade dos frutos maduros, pode estar envolvida com a reducéo
dos compostos fendlicos que ocorre nesta fase (Moral; Trapero, 2009).

Além disso, a suscetibilidade dos frutos maduros esté correlacionada com
a dos frutos verdes (Riolo et al., 2023). Isso sugere que a suscetibilidade
observada nas azeitonas verdes poderia indicar a suscetibilidade futura a
medida que os frutos amadurecem. No entanto, ao observar os resultados deste
estudo, seria possivel considerar que a maturacdo dos frutos foi um fator
dominante que igualou a suscetibilidade entre as cultivares no estadio maduro.
Esta observacao foi descrita por outros autores, ao relatarem que quando 0s
frutos amadurecem, todas as cultivares se tornam igualmente vulneraveis a
niveis severos da doenca, independentemente da suscetibilidade observada
durante os estagios iniciais de desenvolvimento (Moral; Bouhmidi; Trapero,
2008). Ha relatos, que esporos de espécies de Colletotrichum desenvolveram
mecanismos para usar o horménio da maturacao dos hospedeiros como um sinal
para iniciar a germinagéo, formacao de estruturas de penetracao e processo de

colonizagéo (Flaishman; Kolattukudy, 1994).
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6.2 Espessura da cuticula como mecanismo de defesa biofisico

Nos ultimos anos, pesquisas sobre o ciclo de vida e a acdo de doencas
fungicas causadas por espécies de Colletotrichum sp. tém crescido, bem como
estudos sobre métodos de supressdo e acbes preventivas. O seu ataque é
similar ao de outros fungos, comecando com a adesdo e germinacao dos
esporos na superficie do hospedeiro, seguida pela formacgéo de estruturas que
penetram a cuticula do fruto, levando a infeccdo quiescente (Agosteo et al.,
2015). Durante essa fase, a infec¢cdo permanece latente até o amadurecimento
do fruto, momento em que ocorre a colonizacdo ativa dos tecidos, resultando no
desenvolvimento da doenca (Cacciola et al., 2012; Gomes et al., 2009).

Naturalmente no campo, o ataque fangico pode ser influenciado pela
cultivar ou pela maturacdo dos frutos (Gomes et al., 2012; Moral; Bouhmidi;
Trapero, 2008), sendo que algumas diferencas relacionadas a espessura da
cuticula, e outras partes do epicarpo podem estar positivamente associadas com
a suscetibilidade das cultivares (Gomes et al., 2012). Assim, a espessura da
cuticula pode corresponder a uma importante variavel nas interacées planta-
patogeno.

Neste estudo avaliou-se a espessura da cuticula dos frutos das quatro
cultivares, Arbequina, Picual, Frantoio e Manzanilla, afim de compreender o seu
papel protetivo na defesa contra a antracnose causada por C. acutatum. Os
resultados de espessura da cuticula dos frutos mostram diferencas
consideraveis entre as cultivares e estadio de maturacdo, o que, em geral,
corresponde as descobertas reportadas em estudos anteriores (Goldental-
Cohen et al., 2019; Gomes et al., 2012; Hammami; Rapoport, 2012; Jiménez et
al., 2017). Entre as quatro cultivares estudadas, 'Arbequina’ e 'Manzanilla’
apresentaram reducéo significativa na espessura da cuticula no estadio maduro.
Em estudos anteriores, 0s autores sugerem que a variagdo na espessura da
cuticula pode ocorrer de forma intraespecifica, tanto entre diferentes estadios de
maturacdo quanto ao longo do tempo (Diarte et al., 2019; Gomes et al., 2012;
Lanza; Di Serio, 2015).

Entretanto, a analise de correlacdo (Tabela 5) ndo indicou uma relagéao
significativa entre a espessura da cuticula e a suscetibilidade dos frutos. As

cultivares com cuticula mais delgada, como 'Frantoio’ e 'Manzanilla', foram
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classificadas como resistente e suscetivel, respectivamente. Por outro lado,
‘Arbequina’ e 'Picual’, que apresentaram cuticulas mais espessas, demonstraram
niveis variados de suscetibilidade, sendo moderadamente suscetivel e
suscetivel. Estes resultados apresentam algumas discrepancias com outros
estudos. Por exemplo, frutos de azeitona resistentes apresentaram espessura
de cuticula significativamente maior, sugerindo que a cuticula mais espessa
pode atuar como barreira fisica eficaz contra a penetracao do fungo (Gomes et
al., 2012). Estudos anteriores mostram que a cultivar ‘Picual’ apresentou
espessura de cuticula semelhante a observada neste estudo (18,15 um), mas foi
classificada como resistente ao C acutatum. (Gomes et al., 2012). Isso indica
que, apesar da espessura similar da cuticula, a resisténcia a infeccdo pode
depender de outros fatores ou mecanismos adicionais, como a proporcdo dos
componentes da cuticula, a composicao fendlica, fatores nutricionais ou
genéticos. Em tomates, a maior espessura da cuticula foi associada a uma
menor suscetibilidade a antracnose (Orsi et al., 2023). No entanto, em
pimentdes, a espessura da cuticula ndo mostrou correlacdo com a resisténcia a
antracnose (Mongkolporn et al., 2022).

Contudo, a interacdo entre a espessura da cuticula das azeitonas e
Colletotrichum sp., assim como sua fungcao protetiva contra a antracnose, tem
sido pouco investigada. Pesquisas adicionais Sao necessarias para
compreender melhor como essa caracteristica anatdmica contribui para a

resisténcia ou suscetibilidade das azeitonas a doenca.

6.3 Compostos fendlicos como mecanismo de defesa bioquimico

Os compostos fendlicos sao antioxidantes naturais (Leoni et al., 2018) e,
assim como em outras interagdes planta-patdogeno, podem atuar na resisténcia
dos frutos a antracnose (Loureiro et al., 2012; Mikulic-Petkovsek et al., 2013;
Moral et al., 2014). Assim, esta etapa do estudo concentrou-se na avaliagao da
relacéo entre o teor fendlico total dos frutos e sua suscetibilidade ao C. acutatum,
com o objetivo de estabelecer um paralelo entre essas interacoes.

Para isso, foram comparados os teores médios de fendis totais das quatro
cultivares: 'Frantoio’ (resistente), 'Arbequina’ e 'Picual’ (moderadamente

suscetiveis), e 'Manzanilla’ (suscetivel) em dois estadios de maturacdo. A
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condicdo de declinio da composicdo fendlica total nos frutos maduros, foi
observada apenas para a cultivar ‘Manzanilla’ no primeiro ano de avaliagcéo
(2023). Essa diferenca, possivelmente, estaria relacionada a época de coleta dos
frutos, jA que esta cultivar apresentou precocidade de maturacéo e foi coletada
antes das demais cultivares, pela disponibilidade de frutos. Os resultados
observados para esta cultivar, sdo consistentes aos de outras pesquisas, ao
afirmarem que geralmente, a concentracdo dos compostos fendlicos tendem a
reduzir quando a maturagao dos frutos avancga (Gomes et al., 2012, 2009; Leoni
et al., 2018; Miho et al., 2024; Moral; Trapero, 2009; Talhaoui et al., 2015).

Contrariamente, as demais cultivares, Arbequina, Picual e Frantoio, ndo
diferiram significativamente os frutos verdes dos maduros em ambos 0s anos
avaliados. Algumas cultivares, em distintos estadios de maturacdo, podem
manter concentracdes mais elevadas de compostos fendlicos (Peres et al.,
2016). Estudos anteriores relatam que os teores totais destes compostos estéo
relacionados diretamente com cada cultivar, assim, genoétipos de maturacao
precoce tendem a obter menor conteddo de compostos fendlicos na fase final de
maturacdo dos frutos (Amiot; Fleuriet; Macheix, 1986; Gomes et al., 2012;
Gouvinhas et al., 2019; Nieto; Hodaifa; Pefia, 2010). Os valores desses
compostos variam, alcancando niveis maximos em estadios de maturacéo
intermediéarios (IM = 3-4), e diminuem a medida que os frutos atingem o estadio
maduro mais avancado (Amiot; Fleuriet; Macheix, 1986). Isso sugere que 0S
frutos no estadio maduro deste estudo poderiam corresponder
predominantemente ao IM 4. Algumas possiveis explicacées para a similaridade
nos teores fenolicos entre as fases de maturacédo podem incluir um equilibrio dos
compostos fendlicos totais nos dois estadios, considerando o periodo de coleta.
Tanto os frutos verdes quanto os maduros foram coletados das mesmas plantas
e no mesmo dia, o que pode ter contribuido para essa homogeneidade. Um
estudo detalhado de oliveiras australianas encontrou similaridade nos perfis de
compostos fendlicos entre azeitonas verdes e maduras, sugerindo um equilibrio
entre os estagios de maturacao (Ali et al., 2023).

Foram observadas diferencas significativas nas concentracdes totais de
compostos fendlicos entre as cultivares. Resultados semelhantes também foram
encontrados por outros autores, que relataram diferencas significativas nos

teores de compostos fendlicos em diferentes cultivares de oliveira (Miho et al.,
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2024; Talhaoui et al., 2015). As cultivares Arbequina e Frantoio apresentaram as
menores concentracdes, 2817,86 mgAG/kg MF e 2817,86 mgAG/kg MF,
respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores para
a cultivar Arbequina, que também obteve niveis mais baixos de compostos
fendlicos (Meftah; Boughdad; Bouchelta, 2014; Talhaoui et al.,, 2016). As
cultivares Manzanilla e Picual obtiveram as maiores concentragfes de fendis,
conforme observado por outros autores para ‘Picual’ (Talhaoui et al., 2016).

Embora fossem observadas diferencas nos teores de compostos fendlicos
totais entre as cultivares, e maior severidade da doenca nos frutos maduros, este
estudo ndo encontrou correlagao entre esses compostos e a suscetibilidade das
cultivares (Tabela 5). As cultivares 'Frantoio' e 'Arbequina’, gue apresentaram os
menores teores de compostos fendlicos, foram classificadas como resistente e
moderadamente suscetivel, respectivamente. Por outro lado, 'Picual' e
'‘Manzanilla’, que apresentaram o0s maiores teores, foram classificadas como
suscetivel e moderadamente suscetivel, respectivamente. Curiosamente, a
concentracao fendlica total das cultivares parece néo ter influenciado os efeitos
causados pelo patdgeno, sugerindo que outros fatores podem ser responsaveis
pela resisténcia ou suscetibilidade observada.

Estes resultados contrastam com estudos anteriores, que associam a
suscetibilidade dos frutos a perda de mecanismos de resisténcia do hospedeiro
(Moral; Trapero, 2009), como alteracdes substanciais nos compostos fendlicos
da azeitona (Cecchi et al., 2015) que podem aumentar a vulnerabilidade dos
frutos ao patégeno (Moral et al., 2017). Entretanto, outros autores sugerem que
a resisténcia atribuida aos compostos fendlicos esta relacionada ao tipo e a
estrutura dos compostos prevalentes, como a oleuropeina e o ligstrosideo que
séo predominantes em frutos verdes de todas as cultivares e permanecem
dominantes (correspondendo a >90% dos fendis totais) durante o
amadurecimento, principalmente nas cultivares resistentes (Miho et al., 2024).
Tais compostos podem ter maior expressividade em gendétipos especificos e
contribuir de forma mais eficaz contra o patdégeno (Miho et al., 2024).

Um estudo bioquimico preliminar com cultivares de oliveira revelou que
as variacbes nos compostos fenodlicos totais ndo estdo relacionadas aos
diferentes niveis de tolerancia das cultivares (Gomes et al., 2009). Outros

autores apontaram que € necessario definir a atuacdo das vias metabdlicas
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envolvidas na sintese de fendis individuais na vulnerabilidade da azeitona ao
patogeno (Miho et al., 2024). No entanto, parece haver outros mecanismos
envolvidos na interacdo patossistema que transcendem a quantificacdo dos
compostos fendlicos totais. Esses resultados sugerem que, embora o0s
compostos fendlicos desempenhem um papel na defesa da planta, sua
concentragdo total por si s6 pode ndo ser um indicador definitivo de
suscetibilidade a patdgenos. Isso pode ser devido ao envolvimento de outras
vias bioguimicas ou compostos fendlicos especificos que podem ter efeitos mais

significativos.
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7 Conclusodes

Entre as cultivares avaliadas no estadio de maturacéo verde, 'Frantoio'
demonstrou ser a menos suscetivel a antracnose, enquanto 'Manzanilla' foi a
mais suscetivel. '‘Arbequina’ e 'Picual’ apresentaram suscetibilidade moderada.

No estadio de fruto maduro, a doenca foi mais severa, sem diferencas
significativas entre as cultivares avaliadas.

A espessura da cuticula ndo evidenciou um mecanismo de defesa
biofisico relevante para influenciar a suscetibilidade dos frutos em nenhuma das
cultivares.

O teor de compostos fendlicos totais nos frutos das cultivares estudadas

nao apresentou correlacdo com a suscetibilidade ao patégeno.

Considerac0Oes e perspectivas

Considerando que a olivicultura é um setor de grande importancia
econdmica em diversos paises e esta em constante expansdo, € importante
intensificar a investigacdo sobre o0s principais fatores limitantes da producéao.
Este estudo oferece uma contribuicdo relevante para o entendimento de um
problema fitossanitario emergente nos olivais em todos os continentes, ao
identificar e avaliar a suscetibilidade de diferentes cultivares a um isolado
fungico. Esse isolado foi selecionado a partir de um grupo da principal espécie
responsavel pela antracnose da oliveira, que tem alta prevaléncia em frutos com
os sintomas da doenca. Além disso, buscou-se avaliar o efeito de dois
mecanismos de defesa envolvidos na interagdo Olea europaea x Colletotrichum
acutatum no desenvolvimento da podriddo causada por esse patdégeno.

Sugere-se que investigacdes futuras explorem outros aspectos dos
mecanismos de defesa das oliveiras, como a composi¢do e propor¢cao dos
constituintes isolados que compdem esses mecanismos e que possam ter um
papel mais significativo na defesa contra agentes patogénicos. A interacdo entre
a espessura da cuticula das azeitonas e Colletotrichum spp. € um campo ainda
pouco explorado, e este estudo se destaca como um dos poucos a investigar a
relacédo entre a dimensao dessa estrutura e a antracnose. No entanto, com base

nos resultados obtidos, € possivel que outros fatores relacionados a cuticula,
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COMO 0S componentes presentes, a proporgao entre eles e o grau de cutinizacéo,
possam explicar melhor a resisténcia dos frutos a antracnose.

Além disso, a andlise isolada de compostos fendlicos especificos
presentes na azeitona, que poderiam estar associados a resisténcia contra o
fungo, pode proporcionar uma compreensdo mais detalhada de como esses
metabdlitos contribuem efetivamente para a defesa dos frutos. Estudos futuros
poderiam focar na avaliacdo de cultivares sob outras perspectivas defensivas,
utilizando técnicas avancadas de microscopia, expressao génica, hormonal e
nutricional. Esses estudos poderiam contribuir significativamente para o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de manejo da antracnose,
minimizando o impacto da doenca, especialmente em cultivares de oliveira mais

suscetiveis.
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