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Plataforma Experimental URGENTpine:

Estudos de Interação hospedeiro-patógeno na
doença do Cancro Resinoso do Pinheiro
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URGENTpine project 
UnRaveling host-pathoGEn iNteracTion in pine pitch 
canker disease- URGENTpine
(PTDC/AGR-FOR/2768/2014; POCI-01-FEDER-016785)

Projeto
Multidisciplinar

Plimpline: Pine protec5on against 
Pitch canker through gene5c 
resistance and plant immuniza5on 
(Marie Skłodowska-Curie Individual Fellowship
H2020-MSCA-IF-2017-797350)
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Cancro Resinoso 
do Pinheiro (CRP)

....Doença dos 
Anéis Vermelhos 

Seca

Temperatura

Espécies Florestais
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• Fungo altamente virulento para a maioria das espécies de 
pinheiros;

• Recomendado como agente patogénico de quarentena na Europa 
(Decisão 2007/433/CE de 18 de Junho de 2007) e parte de um 
plano de ação nacional;

• Sintomas de infeção por cancro do pinheiro:

Fusarium circinatum

ØEm estufa

ØPlantas adultas/plantações

O problema

Sociedade,

Ambiente

& Economia
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Estratégias de miDgaçãoFerramentas de deteção

Caracterização das populações de F. circinatum
Inves'gação

em
CRP

Testes de suscpeDbilidade hospedeiro

2017…..
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Susceptibilidade
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Suscep'bilidade a F. circinatum

Quais os mecanismos de defesa por detrás destas respostas?

Porque temos espécies Resistentes (R) e Suscep:vieis (S)?
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RESISTÊNCIA

P. radiata
P. pinea

Conhecer as vias de defesa e genes +importantes para produzir
plantas florestais mais resilientes a doenças

NATURAL/CONSTITUTIVA INDUZIDA (IR)

Seleção/melhoramento Agentes Químicos/ Agentes Bióticos

Ex: Seleção molecularmente assistida
Engenharia genética/Edição do genoma

Indutores de resistência

Da ideia à Aplicação!
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ØCONHECER-ATUAR como plataforma de investigação para explorar a interação
hospedeiro-patógeno (CRP)

Ø TESTAR estratégias mais amigas do ambiente para controlo de doenças florestais

Resposta das 
plantas ao stress é

melhor
compreendida-

Omicas

Estudos fisiológicos

Dissecação das 
vias de perceção e  

das complexas
redes de 

sinalização

Apoiar estratégias que 
promovam material 
+resistente a CRP: 

Seleção e IR

+

Metabolismo Primário Metabolismo Secundário

Crescimento Defesa

Stress

PATAFORMA
URGENTpine
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Sistema experimental
1. Cultura do fungo 2. Inoculação artificial da planta 3. Avaliação da progressão da doença

FcCa6 isolado; 104 esporos

Amostragem ao longo do processo de infeção

ou quando 50% das plantas inoculadas

apresentavam sintomas

Plantas com cerca de 6 meses

Rápido
Reprodutível
Seguro

Susceptibilidade a F. circinatum
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Perfil Bioquimico

Perfil Hormonal

Estado Hídrico

INTEGRAÇÃO DADOS

Performance fotossintéBca Expressão de genes Proteómica Metabolómica

Expressão relaEva de genes 
alvo envolvidos no 

metabolismo primário e 
secundário

qPCR Tempo Real

Shotgun análise
LC-MS/MS

FISIOLOGIA OMICAS

Fotossíntese
Metabolismo secundário
Respiração
Metabolismo açúçares
Fotorespiração
Genes patogenecidade
Etc….

A, E, gs, Ci, Fv/Fm, NPQ ….

RWC, Potencial

SA, ABA, IAA, JA, PA e DPA… 
imunolocalização

Pigmentos fotossintéFcos
MDA, maquinaria anFoxidante (enzimáFca e 
não enzimáFca); açucares, prolina, fenóis, 
flavonoides…..

Morfologia e avaliação sintomas

QuanEficação
relaEva de 

metabolitos
primários

GC-TOF-MS

genóDpo fenóDpo
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Confirmação

A  suscetibilidade a F. circinatum é dependente da espécie

Zoom stereomicroscope images (0.75 x)
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As relações hídricas e as trocas gasosas em P. radiata e P. pinaster são afetadas após inoculação

com F. circinatum

Relacionado com a forma como o fungo coloniza o cortex e
o floema e na fase mais avançada da doença o xilema e os
ductos resiníferos limitando o fluxo de água e nutrientes

12
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Joana Amaral PhD-2021
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Suscetível Resistente
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Produção de metabolitos secundários para defesa e/ou manipulação
do metabolismo da planta para aumentar o N?

Indução de 
GABA 

Stress oxida4vo

Ligação ao metabolismo
secundário

(defesa) 
Via dos 

fenilpropanoides

Susceptivel
G6PDH: indução da via pentose 
fosfato (OPP) para oxidação de 

glicose 6-fosfato
(NADPH,  mecanismo redox)

Todas
PDC: alterna>va à via do ácido

tricarboxílico (TCA cycle) 
(fermentação aeróbica )

Cenário >po seca

Susceptbilidade

Resposta a fungos
necrotróficos

Formação de ductos
resiniferos traumaticos

HormonasAcumulação global de AA nas espécies suscétiveisVias alternaDvas

33 metabolitos

6-fosfato desydrogenase (G6PDH)
piruvato decarboxilase
(PDC)

Ácido Salicilico

Indução da respiração

14
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Alterações no estado hídrico; Desregulação da fotossíntese

(estomática e bioquímica), aumento da respiração e alteração do

circuito de indução/armazenamento de açúcares; acumulação

geral de aminoácidos; aumento da expressão de genes de

patogenicidade.

Suscep'vel

Respostas especificas: alterações na concentração hormonal,

aumento da abertura estomá8ca e da taxa de transpiração ,

sobreexpressão de PDC (piruvato descarboxilase) que indica fa

ermentação aerobica como elemento chave no mecanisnismo de

resistência juntamente coma acumulação de glicerol

Resistente

Primeiro passo para perceber a complexa interação Pinus-Fusarium

Plantas sintomáDcas
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O que acontece 
na planta antes 
do aparecimento 
dos sintomas?

Ferramentas para a deteção precoce da doença e
perceber os mecanismos de defesa iniciais responsáveis
pela sobrevivência a CRP em P. pineaR

16
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ABA-like 
activity

Non-
ac1ve

Resistant

ψmd

6dpi

sintomas

PA(ácido faseico) /DPA (ácido dehidrofaseico)
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Enzimas an'oxidantes

A maioria das alterações ocorreram quando P. radiata apresenta

sintomas:; aumento da suscpetibilidade à fotoinibição; decréscimo da

atividade da SOD. Abertura inícial do estoma e aumento da transpiração.

Aumento dos niveis de ácido dehidrofaseico (DPA)

Menos respostas observadas em P. pinea, o mecanismo de resistência

parece estar associado à acumulação de ácido faseico (PA), e à

manutenção da fotossíntese. 6 dpi como importante ponto de viragem.

Suscep'vel

Resistente

CATABOLISMO ABA: 
Interessante estratégia baseada no uso de hormonas

para aplicação de indutores de resistência a CRP.

18
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Análise
Proteómica
GeLC-MS/MS

integração

R

S
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2702 proteinas identificadas

Alterações significativas na abundância:
281 proteinas em P. radiata (↑250;↓31)
34 proteinas em P. pinea (↑14;↓20)

84.5% presente em todos os tratamentos

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

Heatmap biclustering analysis – MapMan bins
Separação por Processos Biológicos

P. pinea

20
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sPLS-based network – Análise mulEvariada para integração dos dados de proteómica e fisiologia

HOMEOSTASE Sintomas

Hormonas e regulação estomática Estado hídrico e fotossíntese

↑↓

Proteinas cloroplastdiais (redox) Biosíntese clorofila,  captação luz, 
metabolismo secundário e da glutamina

Metabolismo secundário; lipidos aa, N- metabolismo; 
ciclo tricarboxilico, sinalização ABA; oxilipinas

Alterações ocorridas em plantas 
sintomáWcas P. radiata

S

Proteínas chave para manter a homeostasia perante o agente patogénico
em P. pinea

R

21

• O metabolismo secundário de P. radiata para regular negaDvamente a sua
resposta imune, bem como as proteínas redox cloroplasDdeais para
induzir vias produtoras de energia (Respiração) e produzir aminoácidos
em seu bene]cio.

• A regulação redox no cloroplasto e a produção de anDoxidantes não
enzimáDcos (antocianinas, flavonoides e vitamina B6) podem assegurar a
homeostase redox em P. pinea na presença do agente patogénico.
Existência de proteínas relacionadas com o tráfego membranar (Complexo
AP-4 e EXORDIUM) que pode explicar a sua resposta de defesa desta
espécie contra efetores de F. circinatum.

F. circinatum influencia:

PDX1 participa na biossíntese da vitamin B6,
cofactor de várias reações metabólicas e
descrito na indução da resistência a doenças
após aplicação exógena.

CaracterísWcas consWtuWvas

Antocianinas FlavonoidesFenóis

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 susceEveis e resistentes 

após inoculação com F. circinatum. 

INDUÇÃO DA RESISTÊNCIA VIA APLICAÇÃO DE AGENTES QUÍMICOS

Catabolitos do ABA

Vitaminas

Fenois/ flavonoides

O PLANO DE TRABALHO ASSENTA NUMA ABORDAGEM INTEGRADA PROPONDO 
SOLUÇÕES DE BASE CIENTÍFICA
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FOSFITO- Phi
Phi atrasou o desenvolvimento dos sintomas da doença numa forma
dependente da dose e de acordo com as observações feitas in vitro:

Formulação Fosfito de potássio comercial 
(Trafos Sinergy)

IR- Agentes químicos

Trocas gasosas e a fluorescencia da clorofila não foram afetados
Prolina, MDA e ABA diminuiram- DIMNUIÇÃO STRESS

Ação do Phi representa uma potecial estratégia para controlar CRP

Direta: inibição do crescimento do agente patógenico

INDIRETA: indução resistencia do hospedeiro acWon of Phi

24
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Genó0po e rizobioma?

Há diferenças no rizobioma of P. pinea (resistente) compara5vamente ao
P. radiata (suscep8vel)?

P. radiata P. pinea

Qualidade e saúde da planta
Extensão do genoma- Melhoramento/seleção?
Indução de resistência

IR- Agentes biológicos

25

Separaçao da rizosfera Extração de DNA Amplificação por PCR da
Região V3

DGGE 

Gel 
Dendogrmas de similariedade

Sequencição massiva

26
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PCoA Estrutura do Rizobioma

P. pinea

P. radiata

Abundante em P. pinea

• Acidobacteriaceae;
• Burkholderiaceae;
• Xanthomonadaceae;
• Roseiarcaceae;
• Mycobacteriaceae;
• Nocardioidaceae;

Abundante em P. radiata
• Micropepsaceae;
• Rhizobiaceae;
• Gemma@monadaceae;

Maior prevalência de famílias bacterianas com caracteris5cas
potencialmente an5fungicas observadas no rizobioma de 

P. pinea

PhD _Frederico Leitão 2021....

Notas experimentais: Cenário de produção: viveiro; substrato comercial; plantas em idade 
de comercialização
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P. radiata

P. pinea

IR

Testes in vitro 
com bactérias e 
F. circinatum

Qualidade da planta
Redução de ferBlizantes e agroquímicos

28
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T. viride
inoculação(solo)

F. circinatum
inoculação

Monitorização da
progressão da

doença

2 weeks

C
T

C

T
F

TF

+ % EL & necrose interna relativa

Estado 
hídrico

Ψmd, RWC

Prolina & 
Pigmentos
Chl, Car, Ant

Trocas
gasosas
A, E, gs, Ci

Hormonas
ABA, JA, SA

Trichoderma inicialmente subverte a imunidade 
do hospedeiro para colonização radicular, levando 

a maiores danos.

T. viride x F. circinatum

Amplifica:  ↑ RIN, Ci
↓ ψmd, A

Novas:  ↑ EL, SA
↓ RWC

Controlo Biológico
Uma Solução para tudo?
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Obrigada pela vossa 
atenção

gpinto@ua.pt

www.cesam.ua.pt/gpinto
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