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O problema:

% O nematode da madeira do
pinheiro (NMP) é considerado
uma das mais graves e letais
pragas a nivel mundial

# 0O NMP esta a devastar 0s
pinhais portugueses

% Detectado pela primeiravez
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Poderemos utilizar a biotecnologia para
combater o NMP?




O gue é a biotecnologia?

= Tecnologia baseada na biologia

Definicao das Nacoes Unidas (convencao da diversidade biologica):

“Qualguer aplicacao tecnolégica que use um sistema biologico, organismos
mortos ou derivados destes, para produzir ou modificar produtos para um uso
especifico.”




ODbjectivos do Projecto

Identificacdo de genotipos resistentes e locus de
resisténcia

Vacinacao de plantas (Imunizacao)
Utilizacao de micorrizas para criacao de
resisténcia

Transformacao genética de pinheiro com genes
de resisténcia




Material

= 3 estirpes de nematodes virulentos
= 1 estirpe de nematode nao virulento

= Sementes de 5 espécies de pinheiro para
screening de resistencias (CENACEF)

= Plantulas de 10 meses de Pinus pinea e
Pinus Pinaster




Identificacdo de genotipos resistentes e
locus de resisténcia

a) Seleccao de arvores com graus de
resisténcia;

b) Avaliacao da susceptibilidade/resisténcia
c) Caracterizacao genotipica de arvores

d) Estudos de associacao genotipo/fenotipo.
e) Avaliacao da apeténcia do insecto vector




Prospeccao de arvores em zonas afectadas

Local de estudo: Herdade
da Comporta, concelho de
Alcacer do Sal




Georeferenciacao de arvores
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Data Hora
16 30-MAR-09 9:11:07 AM
16 30-MAR-09 9:13:41AM
17 30-MAR-09 9:17 - 40AM
18 30-MAR-09 9:21:59AM
19 30-MAR-09 9:30:52AM
20/ 30-hAR-03 9:35:33AM
24/ 30-MAR-09 9:A1:59AM
26/ 30-MAR-09 9:58:50AM
26/ 30-MAR-09 10:07-53AM
27 30-MAR-09 10:14:47 AM
28/ 30-MAR-09 10:24:48AM
29 30-MAR-09 10:27:07 AM
30/ 30-MAR-09 10:45:28AM
31/30-MAR-09 11:04:14AM
32 30-MAR-09 11:06:13AM
33 30-MAR-09 11:12:52AM
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Coordenadas

32 16.614 WE 43.800
M3E 16.609 WH 43.813
M35 16.641 W 43.757
3G 16.657 W 43789
3G 16.674 WB 43790
33 16.705 WE 43.835
3B 16.736 W 43 780
M35 16.750 WE 43.722
M3E 16.737 W8 43 673
3G 16.690 W 43 B96
133 16.625 WE 43.704
3B 16.693 W 43 740
33 16.698 WE 43.756
3B 16.644 W 43 841
M35 16.623 WE 43.849
M35 16586 W8 43 752
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Vacinacao de plantas (Imunizacao)

. Importacao de B. xylophilus nao virulento e
estabelecimento das culturas;

. Recolha de plantulas de diversos genotipos e
estabelecimento de cultura em fitotrao;

. Pré-Inoculacao de plantulas com estirpes néo virulentas de
B. xylophilus e controlo;

. Estimativa de resisténcia induzida pelas pre-inoculacoes;
. Analise estatistica dos resultados obtidos.




Vacinacao de plantas (Imunizacao)

Pinheiro  Nematode
susceptivel  virulento

Imunizacao:

Pinheiro Nematode Pinheiro Nematode
susceptivel avirulento resistente virulento




Utilizacao de micorrizas para criacao de
resisténcia

J Micorrizacdo de Pinus pinea e Pinus pinaster com fungos
ECM (Suillus spp., Rhizopogon spp., Pisolitus spp.,
Paxillus spp., Laccaria spp., Lactarius spp., Hebeloma
spp.) para ensaios laboratoriais de inoculacao

J Inoculacdo de plantulas previamente micorrizadas e ndo
micorrizadas, com estripes nao virulentas de nematodo e
fungo Botrytis cinerea.




Utilizacao de micorrizas para criacao de
resisténcia

Estabelecimento
de microcosmos




Transformacao genética de pinheiro com genes
de resisténcia

1. Identificacado de genes na planta que confiram resisténcia ao
nematode

2. Transformar pinheiro bravo com gene de resisténcia

3. Transferéncia das plantulas para condicoes ex vitro e crescimento
Inicial em estufa.

Metabolismo de terpenos;
15




Transformacao genética de pinheiro com
genes de resisténcia

Extraccao de RNA de tecidos de P. pinaster e P. pinea

M 12 345 6 7 8910111213 141516 17

RNA de pinheiro bravo e pinheiro manso (agulhas,
ramos, infectados ou nao infectados)




Transformacao genética de pinheiro com genes
de resisténcia

Pretende-se obter plantas jovens de
pinheiro bravo com expressao dos
genes de resisténcia ao nematode

identificados previamente




Crescimento e extraccao de nematodes




Inoculacoes controladas

= Inoculacoes de Pinheiro bravo e
manso por diversos metodos:

= Papel de filtro
= Callus
= Raspagem




Avaliacao de susceptibilidade/resisténcia de
diversos genotipos de pinheiro

= P. pinaster (4 locais), P. pinea (1 local), P.
sylvestris (1 local), P. nigra (1 local) e P.
radiata (1 local), para inoculacoes
controladas em 2010

= Avaliacao atraves inoculacoes e atraves da
técnica de ramos segmentados
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Avaliacao de resisténcia atraves de ramos

segmentados

20 cm
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Obrigada pela vossa atencao!




