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cancro resinoso do pinheiro
Fusarium circinatum

O problema

Fusarium circinatum

* Fungo altamente virulento para a maioria das espécies de
pinheiros;

* Recomendado como agente patogénico de quarentena na Europa
(Decisdo 2007/433/CE de 18 de Junho de 2007) e parte de um Sociedade,
plano de agao nacional;

* Sintomas de infeg¢do por cancro do pinheiro: Ambiente

»Em estufa .
& Economia

> Plantas adultas/plantag¢des
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P. pinaster
P. radiata
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Resistance levels of Spanish conifers against Fusarium circinatum and Diplodia pinea
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. J. Ganley?, R. Raposo®, I. Garcia-Serna’, N. Mesanza', S. C. Kirkpatrick* and T. R. Gordon® Suscepﬁbilidade a E CirCinatum

Quais os mecanismos de defesa por detras destas respostas? |

ambiental

Porque temos espécies Resistentes (R) e Susceptivieis (S)?
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RESISTENCIA

NATURAL/CONSTITUTIVA INDUZIDA (IR)

Selegdo/melhoramento Agentes Quimicos/ Agentes Bidticos

Da ideia a Aplicacao!
Conhecer as vias de defesa e genes +importantes para produzir
plantas florestais mais resilientes a doengas

5 P. pinea
P. radiata

Ex: Sele¢do molecularmente assistida
Engenharia genética/Edi¢do do genoma
Indutores de resisténcia

Stress ®|
Crescimento @ Defesa

Metabolismo prima’rlo Metabolismo Secundario

Resposta das Dissecagdo das

plantas ao stress é EBN Estudos fisiolégicos |:> vias de percegdo e
melhor das complexas

redes de
sinalizagdo

compreendida-
Omicas

PATAFORMA > CONHECER-ATUAR como plataforma de investigagdo para explorar a interag¢do
URGENTpine hospedeiro-patégeno (CRP)

» TESTAR estratégias mais amigas do ambiente para controlo de doengas florestais
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Sistema experimental

1. Cultura do fungo

2. Inoculagéo artificial da planta

Rapido
Reprodutivel
Seguro

P. pinaster
P. radiata

~

Susceptibilidade a F. circinatum

3. Avaliacdo da progressdo da doenga

Amostragem ao longo do processo de infegdo
ou quando 50% das plantas inoculadas

apresentavam sintomas

9
Morfologia e avaliagdo sintomas
Sh
RWC, Potencial CHET] J
Performance fotossintética Expressdo de genes Prote6mica Metabolémica
‘ ’ l Expressdo relativa de genes Shotgun analise Quantificagdo
. i’ B alvo envolvidos no LC-MS/MS relativa de
metabolismo primario e metabolitos
secundario primarios
. qPCR Tempo Real GC-TOF-MS
1 A E, gs, Ci, Fv/Fm, NPQ ....
Fotossintese
Metabolismo secunddrio
N — SA, ABA, IAA, JA, PA e DPA... Respiragdo
_- imunolocalizagdo Metabolismo agugares
Fotorespiragdao
T —
Genes patogenecidade
: S Etc....

Pigmentos fotossintéticos

MDA, maquinaria antioxidante (enzimatica e

nio enz.imética); acgucares, prolina, fendis, genétipo N fenétipo

flavonoides..... °

10
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il ORIGINAL RESEARCH
frontiers ished: 24 Aprl 2010

in Plant Science o 1055501 2013 00505 Conf ir mag:&o

g A suscetibilidade a F. circinatum é dependente da espécie
Pinus Susceptibility to Pitch Canker
Triggers Specific Physiological
Responses in Symptomatic Plants: . =
An Integrated Approach “
Joana Amaral', Barbara Correiat, Carla Anténioz, Ana Margarida Rodrigues?,

Aurelio Gémez-Cadenas?, Luis Valledor, Robert D. Hancock®, Artur Alves’ and
Gléria Pinto™
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As relagées hidricas e as trocas gasosas em P. radiata e P. pinaster sdo afetadas apos inoculagdo

com F. circinatum
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Suscetivel

Resistente

|

Leaf gas-exchange: H,0 and CO, |
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33 metabolitos
Vias alternativas | | Acumulagdo global de AA nas espécies suscétiveis | | Hormonas

(PDC)

Cendrio tipo seca

Susceptbilidade

Acido Salicilico

Resposta a fungos
necrotréficos

Formacdo de ductos
resiniferos traumaticos

~ . ~ = P - . ~ A o
Inducdo da respiracdo Produgdo de metabolitos secundarios para defesa e/ou manipulagéo .
do metabolismo da planta para aumentar o N? o
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Stress oxidativo

Prodats P paster P pnes
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A Control vs

XY-variate 2

z. &

Legend

® P.pinaster&control

© Popinasterginoculated
P pineagcontrol

Susceptivel

AlteragBes no estado hidrico; Desregulagdo da fotossintese
(estomatica e bioquimica), aumento da respiragdo e alteragdo do
circuito de indugdo/armazenamento de agucares; acumulagio
geral de aminoacidos; aumento da expressdo de genes de

patogenicidade.

e P
® Pradiata&control
P.radiata&inoculated

00
XY-variate 1

Respostas especificas: alteragdes na concentragdo hormonal,
aumento da abertura estomdtica e da taxa de transpiragdo ,
sobreexpressdo de PDC (piruvato descarboxilase) que indica fa
ermentagdo aerobica como elemento chave no mecanisnismo de

resisténcia juntamente coma acumulagdo de glicerol

Primeiro passo para perceber a complexa interagdo Pinus-Fusarium

Plantas sintomaticas

15

p @k r

“Tree Physiology 00, 1-16
doi:10.1093/treephys/tpaa143

Research paper

7 155l

Iohvs:
P 7 gicRLES

of pine to Fusarium circinatum

catabolism

Joana Amaral, Barbara Correia'*®, Ménica Escandon'”7, Claudia Jesus", Jodo Serédio”,
Luis Valledor?, Robert D. Hancock?, Lia-Tania Dinis*, Aurelio Gomez-Cadenas®, Artur Alves and
Gloria Pinto! 3

O que acontece
na planta antes

do aparecimento
dos sintomas?

—
&

infection is dependent on host susceptibility level: the role of ABA

2 "
0 Species

P. radiata
P. pinea

5

0

Stem relative internal necrosis length (%)

100

20pi 1api 1041

(%) swodwiAs yum sueld

Parameters:

Antioxidant
enzymes
%1

[€E Susceptibility

exchange Hormones

to
photoinhibition
3 . —

Ferramentas para a detecdo precoce da doenga e
perceber os mecanismos de defesa iniciais responsaveis
pela sobrevivéncia a CRP em P. pinea

16
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| Gas-exchange |
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oxidantes |

B
- e \
N \
N/ \ . naoeu z
\/ \ ~ 3
oaR o 2
) e 4
/\ SN |
N /

N N
B
| Ll_rt

Pinus radiata
A B
6
g 2 g
° a5 B
3 5% 3
5 [y §
g2 H
S g
T Vi
= Gion E
< E P4 =3
a8 e Z -
8 |« ) 3
g, %" 7 g
ey A
¥

Pinus pinea

PCA (48.7% explained var.)

Time — 2hpi - 1di - 6dpi

10dpi

Ef 75 00 75
PC1 (25.3% explained var.)

Inoculation @ C @ F

A maioria das alteragdes ocorreram quando P. radiata apresenta
sintomas:; aumento da suscpetibilidade a fotoinibicdo; decréscimo da
atividade da SOD. Abertura inicial do estoma e aumento da transpiragdo.

Aumento dos niveis de dcido dehidrofaseico (DPA)

Menos respostas observadas em P. pinea, o mecanismo de resisténcia
parece estar associado a acumulagdo de acido faseico (PA), e a

manutengdo da fotossintese. 6 dpi como importante ponto de viragem.

CATABOLISMO ABA:

Interessante estratégia baseada no uso de hormonas
para aplicagdo de indutores de resisténcia a CRP.

S R S IR DU Y
ABA FOOR =S ™ AL Lo
ca'abOIlsm (+)-Abscisic acid 8'-Hydroxyabscisic acid (-)-Phaseic acid {-)-Dihydrophaseic acid
((+)-ABA] (8-OH-ABA) (PA) (DPA)

18
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“Physiologia Plantarum

Ecophysiology, Stress and Adaptation

Comparative proteomics of Pinus-Fusarium circinatum
interactions reveal metabolic clues to biotic stress resistance

Joana Amaral, Laura Lamelas, Luis Valledor, Maria Angeles Castillejo, Artur Alves, Gléria Pinto 5%

- 100
Species

P. radiata
P. pinea

(%) swordwAs yum siueld

Stem relative internal necrosis length (%)

Gas

exchange Hormones

Parameters:

Susceptibility
to
photoinhibition

Antioxidant
enzymes
activity

Andlise
Protedmica
GelC-MS/MS

integracao

19

2702 proteinas identificadas

Alteragdes significativas na abundancia:
281 proteinas em P. radiata (1250;,31)
34 proteinas em P. pinea (1+14;,20)

RAD F
14

PIN

84.5% presente em todos os tratamentos

Potenciais mediadores da resistencia a CRP envolvidos no
trafego membranar e na comunicagdo celular em exclusivo em P.
pinea- Complexo AP-4 e EXORDIUM

Separagdo por Processos Bioldgicos

Heatmap biclustering analysis — MapMan bins

» P.pinea

020 misc (127)
0.21 DNA (29)
0.22 hormone metabolism (57)
029 0.20 nucleotide metabolism (41)
0.30 development (36)
polyamine metabolism (4)
0.25 0.27 021 027 stress (62)
0.26 027 021 027" | transport (40)
0.27 0.26 021 0.26* cell (64)
025 025 024 026 | protein (386)
027 025 022 0.26 RNA (130)
0.26 0.25 0.23 0.26* major CHO ism (37)
027 029 020 024 |TCA/org fon (52)
027 0.28 0.21 0.24 not assigned (270)
0.27 0.27 0.23 023 metal handling (10)
024 0.27 024 0.25 i electron transport / ATP synthesis (34)
0.30 0.24 0.21 0.25* i ion of iotics (12)
029 0.26 021 024 glycolysis (40)
030 0.25 0.22 0.22 N-metabolism (7)
029 024 029*  signalling (50)
029 028 026 redox (49)
0.28 0.26 0.27* secondary metabolism (118)
029 0.26 025 | fermentation (11)
026 025 Co-factor and vitamine metabolism (21)
020 0.29* 0.25 0.26 i (4)
! 023 026 027 0.24 OPP (19)
0.23 0.28 0.27 021 C (10)
0.25 023 024 0.27 amino acid (122)
0.25 022 024 029 minor CHO (@1)
0.24 0.24 0.22 0.30% lipid (62)
023 0.26 0.20 0.31* gluconeogenesis / glyoxylate cycle (6)
0.20 0.27 cell wall (27)
0.22 0.22 0.29 027 PS (102)
022 020 031 027 | tetrapyrrole synthesis (23)
PIN C PIN F RAD C RAD F

20
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sPLS-based network - Analise multivariada para integragio dos dados de protedmica e fisiologia

a) Pinus pinea HOMEOSTASE

Ghlorophyl -b binding protan,
oroplasic

S sdonaymanrioodoandnt
ik g Woeria vt

Ref_ Wollen_Transcripl 50111123

Nucloside dighosphate knase 2,
chloroplasic Ghalcone-favonone isomerase
famiy protin

Cyloehvome b6 complx ron-sullr
‘subunt,choroplastc

Aluminum indoced peotin wih YGL
‘and LROR mots

- NADPH-protochiorophylide
408 ribosomal proein 19 ™ doreductas
Uroporphyrinogen decarboxylase
Cytochrome ¢
Probable pyrdoxal 5-phosphate L5
Synthase suburit POX1
083 doman
prooin
BAaR07g12540D protein
Perasiredoxin O, choroplasic
o 3dehyaroquinate synhase

Adonine phosphorbosytransierase Eukaryotc vanslaton ritaton facor
3subunt G

Hormonas e regulagdo estomatica Estado hidrico e fotossintese

Proteinas cloroplastdiais (redox) Biosintese clorofila, captagdo luz,

metabolismo secundario e da glutamina

Proteinas chave para manter a homeostasia perante o agente patogénico

b) Pinus radiata

Nz

Metabolismo secundario; lipidos aa, N- metabolismo;
ciclo tricarboxilico, sinalizagdo ABA; oxilipinas

Sintomas

12-0xophytodienoate reductase 1
Cinnainyl aiconol dehydrogenase

Probable protein phosphatase 20 44

Fphosphoshikimate
A-carboxyvinylransferase

Ciate synthase.

~ Giutamine synthetas nodule
isozyme
Pyruvate dehycrogenase E1
Component subunit beta;
mitochondial o

Enoyh-ACP reductase’
(#)-pinoresinol reductase

Dihydropyrimidine dehydrogenase

AlteragGes ocorridas em plantas

em P. pinea sintomaticas P. radiata
R S
21
F. circinatum influencia:
* O metabolismo secundario de P. radiata para regular negativamente a sua
resposta imune, bem como as proteinas redox cloroplastideais para
induzir vias produtoras de energia (Respiragdo) e produzir aminoacidos
em seu beneficio.
* A regulagdo redox no cloroplasto e a produgdo de antioxidantes nao PDX1 participa na biossintese da vitamin 86,
enzimaticos (antocianinas, flavonoides e vitamina B6) podem assegurar a cofactor de varias reacSes metabdlicas e
. L. descrito na indugdo da resisténcia a doengas
homeostase redox em P. pinea na presenga do agente patogénico. apés aplicaco exégena.
Existéncia de proteinas relacionadas com o trafego membranar (Complexo
AP-4 e EXORDIUM) que pode explicar a sua resposta de defesa desta
espécie contra efetores de F. circinatum.
a) )
- Caracteristicas constitutivas
I Fendis IAntocianinas IFIavonoides
) ‘ P 02 [2 pine®
22
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Novas descobertas que fornecem uma melhor imagem dos mecanismos envolvidos na resposta

ao CRP, destacando o envolvimento de diferentes vias em hospedeiros suscetiveis e resistentes

apos inoculagcdo com F. circinatum.

O PLANO DE TRABALHO ASSENTA NUMA ABORDAGEM INTEGRADA PROPONDO

SOLUCOES DE BASE CIENTIFICA

INDUGAO DA RESISTENCIA VIA APLICAGAO DE AGENTES QUIMICOS

Catabolitos do ABA
Vitaminas

Fenois/ flavonoides

23

FOSFITO- Phi

Phi atrasou o desenvolvimento dos sintomas da doenga numa forma
dependente da dose e de acordo com as observagdes feitas in vitro:

IR- Agentes quimicos

1ooi — - .
\ Ty
\ q
\
80 \ N
g b \
] \ \ s °
5 \ \ e
60 % ——-w-——  Phit%
) ¥ - ———A-——  F+Phil%
g 50 — - —  Phia%
g - \\ \ — —O0——  F+Phid%
\
g \ h
b N\
\
20 \ \'u.
\
e Sy
——c ~
0 — o0—o

0 10 20 30 40

Days post-inoculation
Trocas gasosas e a fluorescencia da clorofila ndo foram afetados
Prolina, MDA e ABA diminuiram- DIMNUICAO STRESS

Acdo do Phi representa uma potecial estratégia para controlar CRP

Direta: inibicdo do crescimento do agente patdgenico

INDIRETA. indugdo resistencia do hospedeiro action of Phi

Contentslists available at ScienceDirect
Plant Physiol d Biochemi PPB
ant Physiology and Biochemistry |
journal homepage: www.elsevier.com/locate/plaphy .
Research article

Phosphite shifts physiological and hormonal profile of Monterey pine ®
and delays Fusarium circinatum progression

CrossMrk

Andreia Cerqueira °, Artur Alves °, Helder Berenguer *, Barbara Correia %,
Aurelio Gémez-Cadenas , Julio Javier Diez ¢, Pedro Monteiro * Gléria Pinto *

Formulagdo Fosfito de potassio comercial
(Trafos Sinergy)

24
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Gendtipo e rizobioma? o

ol T o)

» . »

T+ RSy 4

| r Fi\ |

Tree Physiology 00, 1-1 v/ 50

= /. S

Research paper Y
New insights into the role of itutive bacterial rhizobi and
phenolic compounds in two Pinus spp. with contrasting
susceptibility to pine pitch canker

Qualidade e saude da planta
Extensdo do genoma- Melhoramento/sele¢do? Frederico Leitao", Giri Pinto®', loana 1 Pedro Honeiro" and sabel 23
Indugdo de resisténcia e ——

y ofScience and Technclogy, Department o Lfe

Ve
(

N

Ha diferencas no rizobioma of P. pinea (resistente) comparativamente ao
~ P. radiata (susceptivel)?

P. radiata

IR- Agentes bioldgicos

25

cH-g - e W

Separagao da rizosfera Extracdo de DNA Amplificaggo por PCR

Regido V3
piy

1
‘h all

T LT
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PCO1 (66,7% of total variation)

PCoA Estrutura do Rizobioma

de comercializagdo

Similarity
60

¢ Acidobacteriaceae;
® Burkholderiaceae;

| * Xanthomonadaceae;

* Roseiarcaceae;
* Mycobacteriaceae;

o Nocardioidaceae;

* Micropepsaceae;
* Rhizobiaceae;
* Gemmatimonadaceae;

Maior prevaléncia de familias bacterianas com caracteristicas
potencialmente antifungicas observadas no rizobioma de

P. pinea

Notas experimentais: Cenario de produgdo: viveiro; substrato comercial; plantas em idade

PhD _Frederico Leitdo 2021....
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PGPR Isolation

Plate
inoculation
and isolation

seemy <
Sawdust p

P. pinea

Testes in vitro
com bactérias e

PGPR assays
(IAA, ACC, N,
etc)

F. circinatum

Bacterial consortia development

PGPR

o 1 e o ¢ o |

<3
H

Pesiivo

P. radiata

Qualidade da planta

Reducgdo de fertilizantes e agroquimicos
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CO“thlO BiOIégiCO Plant Pathology (2019) Doi: 10.1111/ppa. 13080
Uma Solugao para tudo?

Effect of Trichoderma viride pre-i lation in pine sp
with different levels of susceptibility to Fusarium circinatum:
physiological and hormonal responses

J. Amaral®(®, G. Pinto?, J. A. Flores-Pacheco™ (3, J. J. Diez-Caserc™, A. Cerqueira®,
P. Monteiro®, A. Gémez-Cadenas®(, A. Alves®( and J. Martin-Garcia®* ()

P radiata

s H
i £ : =
F. circinatum susceptibility

Prolina &
Pigmentos

Estado Trocas
hidrico gasosas

C Hormonas
T q Wi, RWC A E gs, Ci

T. viride

inoculagdo(solo) Chl, Car, Ant

2 weeks

C b
F. circinatum T + % EL & necrose interna relativa
inoculagdo F
TF T. viride x F. circinatum

Monitorizacdo da Trichoderma inicialmente subverte a imunidade | | Amplifica: 'iR'N: Ci
. . . A
5 h iro para coloniz radicular, levan Yina,
progressdo da do hospedeiro para cq onizagdo radicular, levando Novas: 1 EL, SA
doenga a maiores danos. 3 RWC
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