O problema:

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

» Esta a destruir os pinhais portugueses (e
nao so...)

 Detectado pela primeira vez no nosso pais
em 1999, encontra-se presente em diversos
distritos a centro/sul do pais e na Madeira

» Declaracao da totalidade do territorio
nacional (continente) como zona afectada
(Portaria 553-B/ 2008, de 27 de Junho de
2008).




A biotecnologia para combater
o NMP

* BioTecnologia: TECNOLOGIA
baseada na BlOlogia

» Definicao das Nacdes Unidas
“Qualquer aplicacdo tecnologica que
use um sistema bioldgico, organismos
mortos ou derivados destes, para
produzir ou modificar produtos para
um uso especifico.”

Estratégias

. ldentificac&o de gendtipos resistentes

. ldentificac&o de locus de resisténcia

. “Vacinacao” de plantas (Imunizacao)

. Transformac&o genética de pinheiro
com genes de resisténcia

. Utilizacao de micorrizas para criagao
de resisténcia

. Monitorizacao de resisténcias em
material diverso




Materiais na UCP-ESB

Varias estirpes de nematodes virulentos
1 estirpe de nematode nao virulento
Varias espécies de pinheiro (de
semente)

Plantulas de viveiro de Pinus pinea e
Pinus Pinaster

Plantulas de espécies florestais diversas




Prospeccéo de arvores em zonas
afectadas

* Local de estudo:
Herdade da
Comporta,
concelho de
Alcéacer do Sal

Georeferenciacao de arvores

Apn®  DataHora Coordenadas
15 30-MAR-02 9:11:07AM N33 16.614 W8 43,800
16 30-MAR-09 9:13:41AM  N3B 16.60C W8 43.813
17 30-MAR-09 9:17:40AM  N3B 16.641 W8 43.787
18 30-MAR-02 9:21:59AM N33 16,857 WB 43,780
19 30-MAR-09 3:50:52AM  N3B 16.674 W 43.790
20 30-MAR-03 925:39AM 3B 16,70 WE 43 635
24 30-MARD3 O:E1:50AM 3B 16,738 W8 43.780
25 30-MAR-03 SEB:A0AM 3B 1675 WE 43 722
26 30-MAR-03 10:07:53AM  N38 16.737 WE 43 673
27 30-MARDZ 10:14.47AM N385 16,890 WE 43,698
28 30-MAR-03 10:24:43AM 38 16.B6E W8 43 704
29 30-MAR-03 10:27.07AM 38 16692 WE 43 740
30 30-MAR-D3 10:45.23AM 38 16,698 WE 43,756
31 30-MAR-03 11:04:14AM W38 16.644 WE 43 841
32 30-MAR-03 11:06:13AM 38 16.62= WE 43 849
33 3EI—MAR’—EI3 11:12:62AM - NGB 1658 WE 43 762




Colheita de material em arvores Material recolhido em arvores
seleccionadas na Herdade da seleccionadas na Herdade da
Comporta Comporta

Pinheiro da Cruz Possanco Miradouro
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Localizagdo dos quatro nucleos de arvores seleccionadas na Herdade da
Comporta: Pinheiro da Cruz, Possanco, Miradouro e Oleoduto
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Oleoduto Norte Oleoduto Sul
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Localizacdo das arvores seleccionadas com indicacdo dos trés
niveis observados, relativamente a cor das agulhas, no local
Comporta-Oleoduto. Informacéo recolhida em Novembro de 2009.
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Distribui¢éo do nimero de arvores abatidas pelas cinco
classes de frequéncia de nematodes definidas para as
amostras recolhidas nos trés niveis da copa estudados

Esquematizagao da
localizacéo das (Base, Intermédio e Topo).
amostras recolhidas

nas arvores mortas

para identificacéo da

presenca de nematéde




3% %
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B Fémeas

t Juvenis

Comparacdo da percentagem de nematodes
juvenis com machos, fémeas encontrados nas
40 arvores abatidas na Herdade da Comporta

Estabelecimento de
descendéncias de geracao e meia

ra 11- Aspecto geral da sementeira das descendéncias dos
§6 clones do pomar testado do Escaroupim




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; drea 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;




Caracterizacédo genotipica das arvores
seleccionadas por Microssatélites e
AFLPs

Maceracdo do material vegetal.

12 amplificaGéo pré selectiva

visualizacao de smears e
confirmacéao da
ocorréncia das reacgdes
de corte e de pré-
amplificacéo.

Dendrograma relativo a anélise de 63 arvores de pinheiro-bravo da Herdade da
Comporta, obtido a partir da distancia genética do inverso dos alelos partilhados e
pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA, utilizando o software NTSYSpc
version 2.10s (Rohlf, 1989).
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Electoforetograma referente a analise das arvores n°
PF285 e 242 da Herdade da Comporta com a combinacéo de
primers E-ACG/M-CAG.




Pinheiro  Nematode
susceptivel  virulento

Imunizacao:

Pinheiro Nematode Pinheiro N(_emétode
susceptivel avirulento resistente virulento

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
(PPi), 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
conditions

Incubation time (days)

T10

PPH,O

PPA

PPHF

PPiH,0

PPIA

PPiHF

PniH,O

PniA

PniHF

PsyH,O

PsyA

PsyHF

Sintoma | - Pianula saudavel;

Sintoma Il - Piantulas com 3gUNGs aMarelas ou c3stanhas em meance do que 13;
Sintoma IIl - Piantulas com 3QuNas amarelas ou castanhas entre 113 e 213;
Sintoma IV - Piantulas com aguinas amarsias ou castanhas em mas do que 273;
S0I003 V- DTS Toras
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Extraccao de RNA de tecidos de P.
pinaster e P. pinea

M 12345 6 7 8910111213 141516 17

RNA de pinheiro bravo e pinheiro manso (agulhas,
ramos, infectados ou néo infectados)
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Gene P. pinaster
H0 C14-5 HF
T0 T10

ATTRX
MAT2/SAM2
PR4
SHERPERD
SEP

PORA
Sintomas 1 1 I 1 1 i 1 i v

Figura 3: Expressdo genética monitorizada por RT-PCR antes (T0), 10 dias (T10) ou 20 dias
(T20) apés inoculagdo com 4gua, neméatode nao virulento (C14-5) e virulento (HF).
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Transformacgéo genética de pinheiro com
genes de resisténcia

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

identificados previamente
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L 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 inoculacéo

U Inoculacéo de plantulas previamente
micorrizadas e ndo micorrizadas, com
estripes virulentas de nematodo

Bcn
E £
q)(f)
£ 9
o
@ 2
8.2
SE
)
1 ©

16



 Inoculagdes de Pinheiro
I bravo e manso por
diversos métodos:

— Papel de filtro
— Callus

— Raspagem
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Avaliacéo de resisténcia atraves
de ramos segmentados
+
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