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Introdução
O sobreiro (Quercus suber L.) é uma espécie de elevada importância na região Mediterrânica.
Além da sua importância ecológica, apresenta também uma relevância enorme para a
economia Portuguesa [1], uma vez que 80% da cortiça produzida mundialmente vem da
Península Ibérica, na qual Portugal é responsável por quase metade da produção global total
[2][3]. No entanto, a sustentabilidade do sobreiro será potencialmente ameaçada pela
diminuição da disponibilidade de água na região do Mediterrâneo, prevista pelas alterações
climáticas, e à ocorrência de doenças que afetam cada vez mais o seu desenvolvimento
normal [1]. O carvão do entrecasco, causado pelo fungo Biscogniauxia mediterranea (Bm), é
uma das doenças do sobreiro que, consequentemente, origina um acentuado declínio na
árvore, podendo levar à sua morte [4]. Uma vez que os tratamentos através de fungicidas são
os mais utilizados para o combate deste problema, o risco ambiental e a toxicidade deste
processo levam à necessidade da utilização de outros métodos eficazes [4]. Sendo assim,
estratégias mais ecológicas, como o uso de agentes de luta biológica, sobretudo
microrganismos que colonizam as plantas [5], é uma possível abordagem para responder a
este desafio. Estes microrganismos colonizam a superfície (colonização epifítica) ou os
tecidos internos (colonização endofítica) das plantas [5][6]. Posto isto, este trabalho tem
como hipótese perceber se endófitos têm potencial de biocontrolo contra a Doença do Carvão
do Entrecasco.

Germinação in vitro:
Começar-se-á por esterilizar sementes de bolota (fruto do sobreiro) por imersão em etanol
70% (v/v) durante 1 minuto, seguido, hipoclorito de sódio 3% durante 1 minuto, e, por fim 5
vezes (1 minuto cada) em água destilada estéril [7]. Depois, proceder-se-á à germinação em
caixas de Petri com papel de filtro humedecido a temperatura ambiente por 7 dias, e posterior
cultivo em copos com temperatura ambiente e fotoperíodo controlado até à maturação.
Têm-se em atenção regas periódicas a cada 3 dias e substituição do algodão a cada 7 dias [8].
Após a maturação, transferem-se as plântulas para vasos, em estufa High Tech, em
temperatura e fotoperíodos controlados, com irrigação, por aproximadamente 3 anos, altura
prevista para o seguimento das análises (Fig. 1) [9].



Fig. 1 - Representação esquemática da germinação de sementes de bolota e maturação em
plântulas de sobreiro.

Microrganismos, preparação de inóculos e suspensões fúngicas:
Após uma leitura minuciosa por vários artigos, verificou-se que já há vários endófitos
identificados. Sendo assim, selecionar-se-ão 4 para estudo, Simplicillium aogashimaense
(Sa), Fimetariella rabenhorstii (Fr), Chaetoimum sp. (Ch sp.) e Alternaria alternata (Aa),
visto terem potencial para inibir o crescimento de Biscogniauxia mediterranea in vitro em
co-cultura [4]. Assim, estes serão testados quanto à sua capacidade em inibir o
desenvolvimento da doença do carvão no sobreiro. As culturas usadas serão adquiridas por
colaboração. Posto isto, recorrer-se-á à replicação do seu cultivo, em meio de cultura Potato
Dextrose Agar (PDA; HiMedia). A incubação das culturas será efetuada a 25 ºC durante uma
semana e, ao fim deste tempo utilizar-se-á estas culturas microbianas para preparar as
suspensões de inóculos necessários para a realização dos bioensaios. [10] Para a preparação
de inóculos fúngicos, discos de micélio (0,5 cm de diâmetro), retirados da placa de petri,
posteriormente transferidos para tubos Falcon de 25 mL contendo 20 mL de Tween 80 a
0,03% (v/v). Após agitação em vórtex, número de esporos será determinado através da
contagem ao microscópio ótico Leica DM500 utilizando-se uma câmara de Neubauer (Fig.
2).  [11]



Fig. 2 - Representação esquemática da inoculação dos fungos em meio de cultura, e
preparação das suspensões.

Bioensaio para seleção de potenciais agentes de biocontrolo:
Após a obtenção das 160 plântulas, recorrer-se-á ao procedimento do bioensaio, para tal,
todas serão expostas a stress hídrico, uma vez que o patógeno torna-se patogénico sob
condições de stress[14]. Posteriormente, criar-se-ão os seguintes grupos experimentais com
16 réplicas cada um: controlo negativo (plântulas não inoculadas), controlo positivo
(plântulas inoculadas com Bm), plântulas inoculadas com Aa, plântulas inoculadas com Ch
sp., plântulas inoculadas com Fr, plântulas inoculadas com Sa e, por fim, plântulas
inoculadas com cada um dos endófitos mais o patógeno. Além disso, para a introdução do
patógeno irá se efetuar um corte no caule e, com recurso a uma pipeta, introduzir-se-á o
patógeno no local da ferida. Já os endófitos serão pulverizados sobre a plântula (Fig. 3).
Posteriormente, realizar-se-á a classificação fenotípica, onde as plântulas serão avaliadas em
intervalos semanais, com o intuito de verificar possíveis alterações, no decorrer do estudo,
sendo que, quando observadas, devem ser reportadas e medidas. Dentro das alterações
causadas pelo patógeno, deverá-se ter especial atenção, no surgimento de rachaduras no
caule, estromas de carbonáceo, descoloração e o murchar das folhas [9].



Fig. 3 - Criação dos grupos experimentais por inoculação por spray com as suspensões
fúngicas, sob condição de stress hídrico. [Topo, esquerda] Controlo positivo (plantas não
inoculadas) e controlo negativo (plantas inoculadas com Biscogniauxia mediterranea). [Topo,
direita] Inoculados somente com Alternaria alternata (Aa), Chaetoimum sp. (Ch sp.),
Fimetariella rabenhorstii (Fr), Simplicillium aogashimaense (Sa). [Baixo] Inoculados com
Aa+Bm, Ch sp.+Bm, Fr+Bm, Sa+Bm.

Bioquímica:
De modo a descodificar a ação dos endófitos como potencial bioprotetor da planta contra
Biscogniauxia mediterranea, decide-se proceder a análises transcriptómicas e metabolómicas
de isolados do caule, visto estas duas ómicas serem particularmente relevantes no estudo de
interações planta-endófito [14]. Utiliza-se o protocolo descrito em Chen X. et al. [14][15].
Começa-se com o corte do caule, macerando-o em tampão a frio. Depois, procede-se a uma
centrifugação (20000 g por 6 min a 4°C) e aproveita-se o sobrenadante para o estudo dos
metabolitos, e o pellet para o estudo dos transcritos. O sobrenadante é submetido a separação
de fases com clorofórmio:água, separando os metabolitos polares dos não polares, e fazendo
a análise por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) (Fig. 4). O
pellet é lavado com β-mercaptoethanol e solubilizado em sistema tampão com guanidina-HCl
e uma combinação de detergentes Tween 20/Triton x 100. Depois, é feito o fracionamento
diferencial de ácidos nucleicos em colunas à base de sílica, e aproveita-se o RNA que se
sequencia em Illumina, procedendo-se depois à análise dos transcritos (Fig. 5).



Fig. 4 - Representação esquemática do isolamento de células do caule (topo) e procedimento
para análise dos metabolitos presentes nas células dos isolados do caule (baixo).

Fig. 5 - Representação esquemática do procedimento para análise dos transcritos presentes
nas células dos isolados do caule.

Resultados esperados e conclusão:
Considerando os resultados obtidos para a ação de biocontrolo dos fungos endófitos
analisados, é expectável observar uma diferença fenotípica entre o controlo positivo (infecção
com Bm, sem endófitos) e os grupos com endófito e Bm, em que se espera que os endófitos
não permitam a propagação da doença. Tendo em conta que o aumento de tolerância à
infecção por agentes patogénicos, conferida pelos endófitos é atribuída aos metabolitos
secundários produzidos destes, é antecipado que a análise metabolómica apresente alterações



de metabolitos específicos revelando potenciais moléculas intervenientes no mecanismo de
resistência. À semelhança da análise de metabolómica, a análise de transcriptómica poderá
indicar alterações na expressão génica ocorridas em consequência das interações
estabelecidas.
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