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1.

OBJECTIVOS GERAIS DO
PROJECTO

Identificacdo de gendtipos resistentes e locus
de resisténcia

Vacinacao de plantas (Imunizacao)
Identificacao de genes de resisténcia ao NMP
(transcriptomica)

Transformacao genética de pinheiro com gene
de resisténcia ao NMP

Avaliacao de resisténcias
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Resultados obtidos no 1°
ano de projecto




Identificacao de gendtipos
resistentes e locus de resisténcia

1. Indicacao de um conjunto de arvores
candidatas e georeferenciadas, seleccionadas
pela resisténcia ao nematode na area
afectada pelo NMP

2. Caracterizacéao genotipica para isolamento de
QTLs
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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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Georeferenciacao de arvores

Ay

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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Colheita de material em Material recolhido em
arvores seleccionadas na arvores seleccionadas na
Herdade da Comporta Herdade da Comporta
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Pinheiro da Cruz Possanco Miradouro

28 T 182

lLegenda

Arvores derrubadas

ARVORES CANDIDATAS A "PLUS" H. DA COMPORTA

Arvores Nivel 3
Awvores Nivel 2

Arvores Nivel 1

Awvores "plus" seleccionadas|

Localizacdao dos quatro nucleos de arvores seleccionadas na
Herdade da Comporta: Pinheiro da Cruz, Possanco, Miradouro e

Oleoduto >
CATOLICA

UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA | PORTO

Escola Superior de Biotecnologia



2844 297A :::
46 345
4255
296 A 2rg
297 23 %2 25 - 333
22 251 o af
= A 20 04 A 3f 338
7y X 337 Y
4 o 248249 308 305 344 A 49
299 u,ﬂ s e A A 2
3 307 343
293 zsgm 246 A 325 3:0
300 At iy M 392
254 281549 314 320 341
301 22 501 353 A 238 A%y 243 *315 . A
X ar P 314 3}
230 'S *zzs A 319
234 Loy 318 121
3 s @ 316 it 4
( , 303 350 317 322
oy bz 280 3451352 233232 % 4 324 B
::) AK 4‘ 231 %F A
288
Q A 20
349 229
(@) i A i
u P *
27
O 254235 286 A
226
253 iz o » s 34
251 ok
250 330
A i 304
248 308 * 305 244
'y A A A
31* 307
A R

Oleoduto Norte Oleoduto Sul

lLegenda 8
A Awores W@E
A Awores Nivel 3

Arvores Nivel 2
A Awores Nivel 1

-—— Decimal Degrees
0 0,00037,90075 0,0015 0,00225 0,003

Informacéo recolhida em Novembro de 2009.




504 arvores: 50 mortas, 40 analisadas, 39+
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Esquematizacao da localizacao Distribuicio do numero de arvores
das amostras recolhidas nas abatidas pelas cinco classes de frequéncia
arvores mortas para de nematodes definidas para as amostras
identificacao da presenca de recolhidas

nematode
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3% 5%

E Macho
B Fémeas

b Juvenis

e o e e e e e

Comparacdo da percentagem de nematodes
juvenis com machos, fémeas encontrados
nas 40 arvores abatidas na Herdade da
Comporta
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Estabelecimento de descendéncias de geracao e meia para
avaliacao da susceptibilidade ao NMP

s \
T

Sementeira das descendenmas dos 16 clones do pomar testado
do Escaroupim (final de Outubro) na Mata na
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Arvore n° 33 30 Marco 2009

Localidade: Comporta Sul
Coordenadas:

38° 16,586 N

8°43,752 W

Altitude:

Observagdes:

*Seleccionada no dia 30-3-09; Foto 09-07-2009; Colheita de
pinhas em Abril de 2009;

*Inspeccionada a 09-09-2009; Foto 09-09-2009; a morrer,
muito castanha; area muito devastada com muitas cortadas;
*Inspeccionada a 09-10-2009; Foto 09-10-2009; morta;
*Abatida a 28-10-2009 para despiste de causa de doenca;

Altura—-17,1m

DAP —40,5cm
g
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Caracterizacao genotipica das arvores
seleccionadas por Microssatelites e AFLPs

- 63 arvores
genotipadas (27
resistentes?)

visualizacdo de smears e
confirmacao da

ocorréncia das reaccoes
de corte e de p
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Dendrograma (63 arvores de pinheiro-bravo da
Herdade da Comporta)
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Electoforetograma (AFLPs) referente a analise das arvores

n° PF285 e 242 da Herdade da Comporta com a combinacao
de primers E-ACG/M-CAG.
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2. Introducao de resisténcia através de
"vacinacao" das plantas

— Obtencao de cultura estabelecida de estirpe nao
virulenta de nematode japonesa em condicbes
laboratoriais nacionais controladas

— Definicéo dos métodos de cultura para identificacao de
estirpe B. xylophilus nacional ndo virulenta

- Determinacéo da nao viruléncia da estirpe japonesa no
pinheiro bravo portugués

— ldentificacao das condicoes laboratoriais de inoculacao
das plantas de campo
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Erlenmeyer contendo cevada
inoculada com Botrytis cinerea

Estufa contendo placas de Petri
e Erlenmeyers de 100mL com
culturas de fungo e NMP
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Plantulas de P. pinaster e P. pinae em
varanda, na Escola Superior de

Biotecnologia Plantulas de P. pinaster (frente) e P.

pinae (fundo) em fitoclima




Table 1 - Symptom development in P. pinaster (PP), P. pinea
(PP1), P. nigra (Pni) e P. sylvestris (Psy), before (TO), 10 days
(T10) and 20 days (T20) after inoculation with sterile water
(H20), avirulent strain (A) and virulent strain (HF)

Treatment Incubation time (days)
conditions

T0 T10 T20

PPH,O
PPA
PPHF
PPiH,O
PPIA
PPiHF
PniH,O
PniA
PniHF
PsyH,O
PsyA
PsyHF
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3. Identificacao de genes de resistéencia
na planta

— Conhecimento do sistema de cultivo em
fitoclima optimizado para plantas de
pinheiro bravo e pinheiro manso de diversas
populacoes;

- Obtencao de RNA de alta qualidade de
amostras de pinheiro bravo e pinheiro
manso afectadas e nao afectadas pelo
nematodo

- Obtencéao de bibliotecas por nebulizac;éo
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Desenho de primers

Sequéncias de
cDMNA de
locus de genes

Genbank ESTs

Base de dados
BLAST

v

Andlise manual
dos resultados
BLAST

Design de primers
aem segmentos ocom

homologia em EST's (S5 CATéLICA
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Gene P. pinaster
H,0 Cl4-5 HF
T10 T0 T10 T20

ATTRX
MAT2/SAM2
PR4
SHERPERD
SEP

PORA
Sintomas | | T | T 1T [ 1T v

Figura 3: Expressdo genética monitorizada por RT-PCR antes (T0O), 10 dias (T10) ou 20 dias
(T20) apds inoculacdo com adgua, neméatode néo virulento (C14-5) e virulento (HF).




ATTRX
MAT2/SAM2
PR4
SHERPERD
SEP

PORA
Sintomas | | 1 | 1 1] . | 1 1]

Figura 4: Expressado genética monitorizada por RT-PCR antes (TO), 10 dias (T10) ou 20 dias
(T20) apods inoculacdo com agua, nematode ndo virulento (C14-5) e virulento (HF).
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Gene PPiA PPA PPiA PPA PPIiHF PPHF PPiA PPA PPiSA PPSA PPiA PPA PPi20 PP

+HF +HF +8A  +8A +20  +20
188

ActinPinus
UbiqgPinus
Peroxidase
PORA
MAT2/SAM2
Myb1
Shepherd
ATTRX1
MSD1

PmonPRI10

Figura 1: Expressao genética em P. pinaster (PP) e P. pinea (PPi) monitorizada por RT-PCR, 6
dias depois da inoculacdo, com a estirpe ndo virulenta de nematode C14-5 (A), com as trés
estirpes virulentas de nematode HF, 8A e 20 e com ambas as esfirpes, ndo virulenta e cada
uma das virulentas (A+HF, A+8A e A+20).




4: Introducao de genes de
resisténcia

- Obtencéao de sementes imaturas de diferentes
linhagens de P. pinaster

- Obtencao de linhas embriogénicas de P. pinaster
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Ne° total de embriGes cultivados
Meio de cultura Familia 49 Familia 68 Familia 82
CPPU1 70 100 70
CPPU 70 100 70
LVm 70 100 70
IM6P 70 100 70
IM6 70 100 100
BRL 100 100 70

Pinhas imaturas obtidas obtidas nas colheitas

Embrido zigdtico de Pinus pinaster em
estadio precotiledonar de
desenvolvimento.
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% inducao de linhas embriogénicas

80

IM6E

IM6EP

CPPU CPPU1

Meio de cultura

LVm

BRL

B F49
mF638
BF82

Gréafico 1. Inducdo de
linhas embriogénicas a
partir de embrides zigoticos
de Pinus pinaster das
familias 49, 68 e 82 (F49,
F68, F82) nos seis meios
de cultura testados (IM6,
IM6P, CPPU, CPPUL1, LVm
e BRL).

Tecidos embriogénicos iniciados a
partir de embrides zigoticos de Pinus
pinaster. (A) Tecido embriogénico apoés
ter sido isolado do embrido zigotico
gue Ihe deu origem; (B) Tecido
embriogénico nao isolado do embrido
que lhe deu origem, sendo ainda
visiveis os cotilédones do embrido
zigotico.
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5: Avaliacao daresisténcia ou
susceptibilidade dos diferentes
germoplasmas ao NMP

— A comecar no terceiro biénio

8 CATOLICA




Avaliacao de resisténcias

Ponto de inoculagdo

Segmento de
ramo

Parafing ——

Agua

desionizada

NUmero de neméatodes
N
o

160 -
140 +
120 ~
100 +
80 -
60 -

N
o O
| I

Teste dos ramos segmentados

W 20
m HF

2 3

Distancia ao local de inoculagcéo (cm)



Resultados “extra”
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J Micorrizacao de Pinus pinea e Pinus

pinaster com fungos ECM (Suillus spp.,

Rhizopogon spp., Pisolitus spp., Paxillus spp.,

_accaria spp., Lactarius spp., Hebeloma
spp.) para ensaios laboratoriais de
Inoculacao

J Inoculacado de plantulas previamente
micorrizadas e nao micorrizadas, com
estripes nao virulentas de nematodo e
fungo Botrytis cinerea.
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Estabelecimento
de microcosmos
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Identificacdo de bactérias
assocladas ao nematode

Estirpe de Aspecto das . Coloragéo Teste da 'I_'este do Crescimento
. . Morfologia Citocromo o
nemétode coldnias de Gram catalase . a 42°C
C oxidase
HE _ Transparentes, Bacilos i i + +
brilhantes e pequenas curtos
Beges, com relevo,
20 brilhantes, opacas e Bacilos +
grandes
8A _ Transparentes, Cocos + ) + +
brilhantes e pequenas
Beges, com relevo, .
C14-5 brilhantes, opacas e Bacilos - + + +
curtos
grandes

Resultados obtidos nos testes de identificagdo das bactérias associadas as
diferentes estirpes de nematodes
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SEM de pinheiro bravo e manso

Imagens de microscopia electronica de caules de P.
pinaster (A) e P. pinea (B) ampliados 55x
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SEM de nematodes

Imagens de microscopia electronica de isolados de nematodes
Bursaphelenchus xylophilus, 8A (A), 20 (B) e HF (C) ampliados 50X;
C14-5 (D) ampliados 100X.
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PUBLICACOES COM ORIGEM NO PROJECTO

TRABALHOS ORIGINAIS PUBLICADOS EM REVISTAS CIENTIFICAS E TRABALHOS DE

Franco, A., Rodrigues, R. Santos, C., Roriz, M., Rodrigues, A, Vasconoeios, M. (2010) Resistance
Induction 10 pine Wood Nematode In Pinus spp. Seedings by noculation With an vinsent strain.
Subminad to FESS letters

COMUNICAGOES CIENTIFICAS OU OUTRAS PARTICIPAQOES DE INDOLE CIENTIFICA EM
CONGRESSOS NACIONAIS OU INTERNACIONAIS:

Rortz, M., Sanfos, C., Uma M., Vasconceios, M. (2010) Influence of bactena In Bursaphelechus
xyfophiius Infaction machanisms. Plant and Anima Genome Meeting, San Diego, USA

Santos, C., Roriz, M., Uma, M., Franco, A., Vasconoeios, M. (2010) Study of spacific ganes of
Infection by Bursaphelenchus Xylophilus In Portuguese pine trees. Plant and Anima Genome
Meetng, San Diego, USA

Santos, A., Ribeiro, B., Gomes, A,

Roariguss, R, Franco, A., Markowskl, M., Vasconosios, M. (2009) Siatechnoiogical strategies for
resistance Induction o the pinewood nematode (PWN) In Pinus pinaster. 3% Plant Genomis

Ewropean Meating, Lisbon, Portugal

Franco, A ,Rodngues, R, Rodrigues, A.C., Vasconcelos, M. (2009) Tree vaccination for pine wiit
disease: resistance INAUCHON In PINUS SPP. Dy INOCUETON WM an avingent nematode strain.
Microdiotec0S, Vilamoura, Portugal

Franco, A Roarigues, R., Roarigues, A.C., Vasconcelos, M. (2009) Incugdo de resisténcia a0
nematods 03 madelra 0o phhelo em plamulas de PInus spp. através da Inocuagdo com uma
esurpe ndo vinenta. 1° Natonal Congress on Environment and Enargy, Estorl, Portugal
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Paraoano?2...

Objectivo especifico 1. Genetica do hospedeiro

1- Continuacao da selecgao de individuos candidatos e
sua caracterizagao genotipica molecular

2- Avaliacdo de 2009 (% de arvores sobreviventes ao
nematode apos o verao de 2009)

4- Indicacao da susceptibilidade na populacéao de
melhoramento

Objectivo especifico 2: "vacinacao" das plantas

5-Plantas inoculadas com nematode nao virulento
6-Plantas vacinadas inoculadas com nematode V|rulento

7-1Indicacdo inicial de nivel de
CATOLICA
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Paraoano?2...

Objectivo especifico 3: Genes de resisténcia

e Confirmacao da resisténcia de pinheiro manso ao
nematode

« Amostras de RNA de pinheiro bravo e manso (infectadas
e nao infectadas pelo nematode) sequenciadas por 454

 Anotacao bioinformatica de 1,000,000 sequéncias de
pinheiro e isolamento de genes de resisténcia

Objectivo especifico 4: Introducéo de genes de resisténcia
e Estabelecimento e proliferacéo de linhas embriogénicas

e Criopreservacao
e Avaliacado do potencial re
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