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OBJECTIVOS GERAIS DO 
PROJECTO

1. Identificação de genótipos resistentes e locus
de resistência

2. Vacinação de plantas (Imunização)
3. Identificação de genes de resistência ao NMP 

(transcriptómica)
4. Transformação genética de pinheiro com gene 

de resistência ao NMP
5. Avaliação de resistências
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Resultados obtidos no 1º
ano de projecto



Identificação de genótipos
resistentes e locus de resistência

1. Indicação de um conjunto de árvores 
candidatas e georeferenciadas, seleccionadas 
pela resistência ao nemátode na área 
afectada pelo NMP 

2. Caracterização genotípica para isolamento de 
QTLs



GeoreferenciaGeoreferenciaççãoão de de áárvoresrvores



Material recolhido em Material recolhido em 
áárvores seleccionadas na rvores seleccionadas na 
Herdade da ComportaHerdade da Comporta

Colheita de material em Colheita de material em 
áárvores seleccionadas na rvores seleccionadas na 
Herdade da ComportaHerdade da Comporta



LocalizaLocalizaçção dos quatro não dos quatro núúcleos de cleos de áárvores seleccionadas na rvores seleccionadas na 
Herdade da Comporta: Pinheiro da Cruz, Herdade da Comporta: Pinheiro da Cruz, PossancoPossanco, Miradouro e , Miradouro e 
OleodutoOleoduto

97

197 28 182



InformaInformaçção recolhida em Novembro de 2009.ão recolhida em Novembro de 2009.

Nível 1- Árvores com agulhas verdes (saudáveis); Nível 2- Árvores 
com alguns ramos de agulhas amarelecidas (sintomas de doença); Nível 
3 – Árvores com a maioria das agulhas castanhas (árvores mortas ou 
quase mortas).



Esquematização da localização 
das amostras recolhidas nas 
árvores mortas para 
identificação da presença de 
nematóde

Distribuição do número de árvores 
abatidas pelas cinco classes de frequência 
de nemátodes definidas para as amostras 
recolhidas

504 árvores: 50 mortas, 40 analisadas, 39+



Comparação da percentagem de nemátodes
juvenis com machos, fêmeas encontrados 
nas 40 árvores abatidas na Herdade da 
Comporta



Estabelecimento de descendências de geração e meia para 
avaliação da susceptibilidade ao NMP

Sementeira das descendências dos 16 clones do pomar testado 
do Escaroupim (final de Outubro) na Mata nacional de 
Valverde



Árvore nº 33

Altura – 17,1 m
DAP – 40,5 cm

Localidade: Comporta Sul
Coordenadas:
38º 16,586 N
8º 43,752 W

Altitude: 

Observações:
•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; área 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 doença; 

30 Março 2009

Foto BR

Foto BR



Caracterização genotípica das árvores 
seleccionadas por Microssatélites e AFLPs

1ª amplificação pré selectiva

Água Ultra 
Pura Estéril

Mg
Cl2

M   1   2  3    4   5   6   
7
3000

visualização de smears e 
confirmação da 
ocorrência das reacções 
de corte e de pré-
amplificação.

63 árvores 
genotipadas (27 
resistentes?)
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com 6 marcadores 
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Dendrograma (63 árvores de pinheiro-bravo da 
Herdade da Comporta)



Árvore 242

Árvore PF285

Electoforetograma (AFLPs) referente à análise das árvores 
nº PF285 e 242 da Herdade da Comporta com a combinação 
de primers E-ACG/M-CAG.



2. Introdução de resistência através de 
"vacinação" das plantas

– Obtenção de cultura estabelecida de estirpe não 
virulenta de nemátode japonesa em condições 
laboratoriais nacionais controladas

– Definição dos métodos de cultura para identificação de 
estirpe B. xylophilus nacional não virulenta

– Determinação da não virulência da estirpe japonesa no 
pinheiro bravo português

– Identificação das condições laboratoriais de inoculação 
das plantas de campo



Estufa contendo placas de Petri
e Erlenmeyers de 100mL com 
culturas de fungo e NMP

Erlenmeyer contendo cevada 
inoculada com Botrytis cinerea



Plântulas de P. pinaster e P. pinae em 
varanda, na Escola Superior de 
Biotecnologia Plântulas de P. pinaster (frente) e P. 

pinae (fundo) em fitoclima



IIIIIIPsyHF

IIIIIPsyA

IIIIPsyH2O

IIIIIPniHF

IIIIIPniA

IIIPniH2O

IIIIPPiHF

IIIIIPPiA

IIIPPiH2O

IVIIIIPPHF

IIIIIPPA

IIIIPPH2O

T20T10T0

Incubation time (days)Treatment 
conditions

Table 1 – Symptom development in P. pinaster (PP), P. pinea
(PPi), P. nigra (Pni) e P. sylvestris (Psy), before (T0), 10 days 
(T10) and 20 days (T20) after inoculation with sterile water 
(H2O), avirulent strain (A) and virulent strain (HF)



3. Identificação de genes de resistência 
na planta 

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

– Obtenção de RNA de alta qualidade de 
amostras de pinheiro bravo e pinheiro 
manso afectadas e não afectadas pelo 
nemátodo

– Obtenção de bibliotecas por nebulização 



Desenho de primers



 

Gene P . p inaste r 
H20 C14-5 HF 

T0 T10 T20 T0 T10 T20 T0 T10 T20 
ATTRX 

   
MA T2/SAM2 

   
PR4 

   
SHER PERD 

   
SEP 

   
POR A    
Sin tomas  I I II I II III I III IV  

 
Figu ra 3:  Expressão gené tica monito rizada po r RT-PC R antes (T0), 10 d ias (T10) ou 20 dias 
(T20) após inocu la ção com água,  nemátode não  virulento  (C14 -5) e v iru lento (HF).  



 
Gene P. pinea 

H20 C14-5 HF 
T0 T10 T20 T0 T10 T20 T0 T10 T20 

ATTRX 
   

MAT2/SAM2 
   

PR4 
   

SHERPERD 
   

SEP 
   

PORA 
   

Sintomas I I II I II II I II II 
 
Figura 4: Expressão genética monitorizada por RT-PCR antes (T0), 10 dias (T10) ou 20 dias 
(T20) após inoculação com água, nemátode não virulento (C14-5) e virulento (HF). 





4: Introdução de genes de 
resistência

– Obtenção de sementes imaturas de diferentes 
linhagens de P. pinaster

– Obtenção de linhas embriogénicas de P. pinaster



Recolha de pinhas imaturas na Mata Nacional do Escaroupim



Pinhas imaturas obtidas obtidas nas colheitas

70100100BRL

10010070IM6

7010070IM6P

7010070LVm

7010070CPPU

7010070CPPU1

Família 82Família 68Família 49Meio de cultura

Nº total de embriões cultivados

Embrião zigótico de Pinus pinaster em 
estádio precotiledonar de 
desenvolvimento.



Gráfico 1. Indução de 
linhas embriogénicas a 
partir de embriões zigóticos
de Pinus pinaster das 
famílias 49, 68 e 82 (F49, 
F68, F82) nos seis meios 
de cultura testados (IM6, 
IM6P, CPPU, CPPU1, LVm
e BRL).

Tecidos embriogénicos iniciados a 
partir de embriões zigóticos de Pinus
pinaster. (A) Tecido embriogénico após 
ter sido isolado do embrião zigótico
que lhe deu origem; (B) Tecido 
embriogénico não isolado do embrião 
que lhe deu origem, sendo ainda 
visíveis os cotilédones do embrião 
zigótico.



5: Avaliação da resistência ou 
susceptibilidade dos diferentes 
germoplasmas ao NMP

– A começar no terceiro biénio
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Resultados “extra”



 Micorrização 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 
inoculação
 Inoculação de plântulas previamente 

micorrizadas e não micorrizadas, com 
estripes não virulentas de nemátodo e 
fungo Botrytis cinerea. 
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+++-Bacilos 
curtos

Beges, com relevo, 
brilhantes, opacas e 

grandes
C14-5

++-+CocosTransparentes, 
brilhantes e pequenas8A

-+--Bacilos
Beges, com relevo, 
brilhantes, opacas e 

grandes
20

++--Bacilos 
curtos

Transparentes, 
brilhantes e pequenasHF

Crescimento 
a 42ºC

Teste do 
Citocromo
C oxidase

Teste da 
catalase

Coloração 
de GramMorfologiaAspecto das 

colónias
Estirpe de 
nemátode

Resultados obtidos nos testes de identificação das bactérias associadas às 
diferentes estirpes de nemátodes

Identificação de bactérias 
associadas ao nemátode



A B

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

SEM de pinheiro bravo e manso



A B

C D

Imagens de microscopia electrónica de isolados de nemátodes
Bursaphelenchus xylophilus, 8A (A),  20 (B) e HF (C) ampliados 50X; 
C14-5 (D) ampliados 100X. 

SEM de nemátodes



PUBLICAÇÕES COM ORIGEM NO PROJECTO



Para o ano 2…
• Objectivo específico 1: Genética do hospedeiro

• 1- Continuação da selecção de indivíduos candidatos e 
sua caracterização genotípica molecular

• 2- Avaliação de 2009 (% de árvores sobreviventes ao 
nemátode após o verão de 2009)

• 4- Indicação da susceptibilidade na população de 
melhoramento

•
• Objectivo específico 2: "vacinação" das plantas

• 5-Plantas inoculadas com nemátode não virulento 
• 6-Plantas vacinadas inoculadas com nemátode virulento
• 7-Indicação inicial de nível de resistência induzida



Objectivo específico 3: Genes de resistência 

• Confirmação da resistência de pinheiro manso ao 
nemátode

• Amostras de RNA de pinheiro bravo e  manso (infectadas 
e não infectadas pelo nemátode) sequenciadas por 454

• Anotação bioinformática de 1,000,000 sequências de 
pinheiro e isolamento de genes de resistência 

Objectivo específico 4: Introdução de genes de resistência

• Estabelecimento e proliferação de linhas embriogénicas
• Criopreservação
• Avaliação do potencial regenerativo

Para o ano 2…


