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PARASITISMO NO NEMATODE

DA MADEIRA DO PINHEIRO

ESTUDO DOS MECANISMOS DE REGULAGAO DE GENES PARA O CONTROLO DA DOENCA

Nemalab

FIGURA 1. O nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus, organismo de
quarentena (OEPP, organismo quarentena lista A2) causador da doenga da murchiddo do

pinheiro (ampliagéo 200x).
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INTRODUCAO

A Fileira do Pinho representou, em 2020,
80% dos postos de trabalho e 45% do vo-
lume de negécios nas industrias florestais,
assim como mais de 3% das exportages
nacionais de bens. H4, no entanto, um
défice de 2,3Mm? de madeira de pinho
que ¢ justificado pelo fogo e a presenca
do nemitode da madeira do pinheiro

(NMP), Bursaphelenchus xylophilus (Cen-
tro PINUS, 2021) (Figura1). A doenga
da murchidio do pinheiro, causada pelo
NMP, ¢ considerada uma ameaca para as
florestas de pinheiros em todo o mundo
e a sua rdpida disseminagdo nos paises
aonde foi detetada tem causado um gran-
de impacte ao nivel da sustentabilidade
dos sistemas agroflorestais e de perda de
biodiversidade. Uma vez que a morta-
lidade do pinheiro-bravo causada pelo
NMP e a ripida propagacio da doenga
podem ser exponenciadas pela combi-
nagio de condi¢des climdticas, como a
seca e as temperaturas mais elevadas,
prevé-se que a frequéncia e propagagio
da doenga serd cada vez maior, nos pi-
nhais aonde jd existe, e ameace aqueles
ainda nio afetados existentes na regido
mediterranica.

NEMATODE DA MADEIRA

DO PINHEIRO (NMP)

Em linha com as estratégias da Unido
Europeia, do Pacto Ecolégico Europeu
e Objetivos de Desenvolvimento Sus-
tentdveis das Nagdes Unidas, ¢ urgente
encontrar solugbes sustentdveis para
controlo desta doenga, realcando a sua
complexidade e modo de propagagio. O
uso restrito de pesticidas e outras molé-
culas requer novas medidas de controlo
mais integrativas.

«Uma vez que a mortalidade

do pinheiro-bravo causada pelo
NMP e a rapida propagacao

da doenca podem ser
exponenciadas pela combinacao
de condi¢ées climaticas, como

a seca e as temperaturas mais
elevadas, prevé-se que a
frequéncia e propagacao da
doenca sera cada vez maior (...)»

Contudo, o desafio persiste: para encon-
trar novas solugdes sustentaveis € crucial
compreender os mecanismos através dos
quais os organismos parasitam as plantas.
A interagio dos nematodes fitoparasitas
(NFP),e do NMP em particular, com os
seus hospedeiros ¢ mediada por proteinas
de parasitismo: proteinas produzidas pelo
parasita e secretadas dentro das células
do hospedeiro vegetal que irdo promover
a doenca. Este nemdtode possui duas
fases diferentes no seu ciclo de vida, uma
fase parasitica com alimentagio fitéfaga
e outra fase em que é micetéfago, ou
seja, em que sobrevive a custa dos fun-
gos existentes na drvore afetada. Esta
caracteristica distingue o NMP de outros
nemdtodes fitoparasitas, ¢ permite que
este se reproduza e sobreviva quando a
drvore hospedeira entra em declinio e
a comunidade de fungos ¢ abundante
(Espada ez al.,2016; Vicente ez al., 2022).
Na sua intera¢do com o hospedeiro, o
nemdtode produz virias enzimas, com
diferentes fungées, que lhe permitem
degradar a parede celular, migrar e ali-
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mentar-se nos tecidos do hospedeiro
(Jones ez al.,2008; Espada ez a/.,2018). A
maioria destas enzimas é produzida nos
tecidos especializados no parasitismo —as

glandulas esofigicas (Figura 2).

PROJETO NEMAWAARS

O melhoramento das plantas e resistén-
cia 2 doenga causada pelos NFP pode ser
conseguida através da identificacdo das
proteinas de parasitismo e da sua poste-
rior modifica¢io de forma a bloquear a
sua fun¢io no hospedeiro. Como é que
o parasitismo é regulado e que mecanis-
mos controlam a expressdo dos genes de
parasitismo? E se por compreendermos a
intera¢do molecular, pudermos desligar a
expressdo dos genes, de maneira a dimi-
nuir o sucesso do fitoparasita? O projeto
NemaWAARS —“O motifpara desven-
dar os mecanismos de regulagio de genes
de parasitismo no nemétode da madeira
do pinheiro para o controlo da doenga e

desenvolvimento de plantas resistentes”

(PTDC/ASP-PLLA/1108/2021), finan-
ciado por fundos nacionais através do
or¢amento da Fundagio para a Ciéncia
e a Tecnologia, I. P., (FCT/MCTES),
pretende identificar os elementos regu-
ladores de expressdo de genes de parasi-
tismo do NMP e compreender o impacto
da sua disrupgio e de que forma afetard

a fungdo dos virios genes no sucesso da
infecio do NMP.

«Este podera ser um novo e
atrativo foco para silenciamento
em plantas: se bloquear a
expressao do regulador, a
expressao de outros genes de
parasitismo sera interrompida

e ird inibir a capacidade de
infecao do NMP»

Esta ideia surge apés a descoberta de
uma caracteristica genética associada aos
genes de parasitismo do NMP, descri-
ta em Espada ez a/. (2018). A hipétese
colocada ¢ a de que se interrompermos
o(s) regulador(es), poderemos desligar
simultaneamente a expressdo de vérios
genes. Este poderd ser um novo e atra-
tivo foco para silenciamento em plantas:
se bloquear a expressio do regulador, a
expressio de outros genes de parasitismo
serd interrompida e ird inibir a capaci-

dade de infecio do NMP. A estratégia

Espada et al., 2016, MPP
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FIGURA 2. Esquema representativo da interagéo entre o nematode fitoparasita Bursaphe-
lenchus xylophilus e as células da planta hospedeira (Pinus sp.), mediada por proteinas re-
lacionadas com o parasitismo e (maioritariamente) expressas nas glandulas esofédgicas
(SVG e DG), que estdo localizadas na regido anterior do nematode. Estas proteinas sdo se-
cretadas para o interior das células do hospedeiro através do estilete (S). Diferentes protei-
nas envolvidas no parasitismo estdo envolvidas na migracgéo, alimentagao e defesas do ne-
matode fitoparasita; outras proteinas que ndo se sabe qual a sua fungéo (“novas proteinas”)
e ndo tém similaridade com proteinas disponiveis nas bases de dados publicas.

de NemaWAARS ird incluir abordagens
inovadoras, aplicadas no estudo do NMP.
O trabalho ird incluir a localizagdo espa-
cial e temporal dos genes de parasitismo,
silenciamento por RNA de interferén-
cia dos fatores de transcri¢do, andlise de
transcriptémica e protedmica e testes
in vitro de validag¢do funcional com o
hospedeiro. E esperado obter novos re-
sultados nas moléculas que se ligam aos
promotores e que, uma vez bloqueados,
poderdo mostrar uma nova drea a explo-
rar na regulagio do parasitismo no NMP.

O projeto NemaWAARS iniciou-se
em janeiro de 2022 e reiine uma equipa
de investiga¢do nacional multidisciplinar
pertencente a0 MED — Instituto Medi-
terrineo para a Agricultura, Ambiente
e Desenvolvimento, Universidade de
Evora e INIAV — Instituto Nacional
de Investigagio Agriria e Veterindria/
Oeiras, e colaboradores internacionais,
na USDA — United States Department
of Agriculture/Washington ¢ na Univer-
sidade de Cambridge, no Reino Unido.
NemaWAARS ira contribuir com no-
vas estratégias e dados que poderdo ser
atrativos para a Fileira do Pinho, capazes
de desenvolver novas (e alternativas) es-
tratégias de controlo da doenga da mur-
chidio do pinheiro. ©
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