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Poderemos utilizar a biotecnologia para
combater o NMP?
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O que e a biotecnologia?

= Tecnologia baseada na biologia

Definicdo das Naces Unidas (convencdo da diversidade biologica):

*Qualquer aplicacdo tecnolégica que use um sistema biolégico, organismos
mortos ou derivados destes, para produzir ou modificar produtos para um uso
especifico.”

Objectivos do Projecto

LI DI

Identificacdo de genotipos resistentes e locus de
resisténcia

Vacinagao de plantas (Imunizagio)

Utilizagdo de micorrizas para criagao de
resisténcia

Transformacdo genética de pinheiro com genes
de resisténcia

22-06-2009



Identificacao de gendtipos resistentes e
locus de resisténcia

a) Selec¢do de arvores com graus de
resisténcia;

b) Avaliagdo da susceptibilidade/resisténcia

¢) Caracterizagao genotipica de arvores

d) Estudos de associacdo 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
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Georeferenciacao de arvores
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Vacinacao de plantas (Imunizacao)
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. Importagao de B. xylop/hilus nio virulento e

estabelecimento das culturas;

. Recolha de plantulas de diversos genotipos e

estabelecimento de cultura em fitotrao;

B. xylophilus e controlo,

. Analise estatistica dos resultados obtidos.

. Pré-Inoculagéio de plantulas com estirpes ndo virulentas de

. Estimativa de resisténcia induzida pelas pré-inoculagoes:
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Vacinacgao de plantas (Imunizagao)

Pinheiro Nematode
susceptivel  virulento

Imunizacéo:

Pinheiro  Nematode  Pinheiro NE_‘mé!tOde
susceptivel avirulento  resistente virulento

Utilizacao de micorrizas para criacao de
resisténcia

U Micorrizagio de Pinus pinea e Pimus pinaster com fungos
ECM (Suillus spp.. Rhizopogon spp.. Pisolitus spp..
Paxillus spp.., Laccaria spp., Lactarius spp.. Hebeloma
spp.) para ensaios laboratoriais de inoculagao

U Inoculagiio de plantulas previamente micorrizadas € ndo
micorrizadas, com estripes nio virulentas de nematodo e
tfungo Botrytis cinerea.




Utilizacdo de micorrizas para criagao de
resisténcia
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Transformacao genética de pinheiro com genes
de resisténcia

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

2. Transformar pinheiro bravo com gene de resisténcia

3. Transteréncia dag plantulas para condigdes ex vitro e crescimento
inicial em estufa.

Wetabalino o tempens,
15
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Transformacao genética de pinheiro com
genes de resisténcia

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

MO 2E3 45 6 7 8 910111213 141516 17

RNA de pinheiro braveo e pinheiro manso (agulhas,
ramos, infectados ou ndo infectados)

Transformacao genética de pinheiro com genes
de resisténcia

Pretende-se obter plantas jovens de
pinheiro bravo comexpressao dos
genes de resisténcia ao hematode

identificados previamente
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Crescimento e extrac¢cdo de nematodes

Inoculacdes controladas

= Inoculagdes de Pinheiro bravo e
manso por diversos métodos:
= Papel de filtro
= Callus

= Raspagem
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Avaliacao de susceptibilidade/resisténcia de
diversos genoétipos de pinheiro

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

" Avaliagao atraves inoculacgdes e através da
tecnica de ramos segmentados

Material

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

= Sementes de 5 especies de pinheiro para
screening de resisténcias (CENACEF)

= Plantulas de 10 meses de Pinus pinea ¢
Pinus Pinaster
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Avaliacao de resisténcia através de ramos
segmentados

Colaboracao

* Amostras de ramos de diferentes povoamentos/localizagdes
(varias idades) para testar niveis de resisténcia ao nematode

* Plantas de pmheiro (bravo, manso) de viverro ou niio, o mais
crescidas possivels

Contactos:

Marta Wilton de Vasconcelos, PhD
Escola Superior de Biotecnologia
Universidade Catolica Portuguesa

Rua Dr. Anténio Bernardino de Almeida
4200-072 Porto
mwvasconcelos@esb.ucp.pt

Tel: +351 22 55 800 11-ext 1440
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