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Evolucao da producao de castanha
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Doencas: (doenca da tinta— P
cinnanmomi,P.cambivora e cancro—

C. parasitica)

Vespa das galhas do
castanheiro

hipoviruléncia

Pragas: bichado da castanha (Cydia
splendana) e a vespa das galhas
(Dryocosmus kuriphilus) —
introduzida em 2002 em Italia em
Piemonte — reducao de 80% da
producao. Recente introducao em

bichado da castanha Portugal
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Phytophthora cinnamomi Rands
(The “ biological bulldozer”)

-Classe: Oomicetas (nucleos com 2n cromossomas e parede celular com celulose
em vez de quitina);

-Patogénio muito agressivo com mais de 1000 hospedeiros; posicionado no Top
10 dos oomicetas patogénicos (Kamoun et al., 2014);

- Possui um enorme impacto econdmico em diferentes espécies vegetais, desde
florestais a agricolas, em condi¢oes de campo e nos viveiros, na Europa, Estados
Unidos, Africa, Nova Zelandia e Australia; ( grande impacto nas culturas de
abacate p ex.)

-As espécies de Phytophthora desenvolvem mecanismos sofisticados de
manipulacao das células vegetais para causar infec¢coes (alternam fases necréfitas
com biotroficas);

-Consegue sobreviver em condi¢coes extremamente desfavoraveis do meio

ambiente (Jung et al., 2013). —iniav
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Objectivos do Programa de Melhoramento Genético
para a resisténcia a doenca da tinta

Cruzamentos controlados entre

C. sativa x C. crenata e C. sativa x C mollissima

Producao de populagdes F1 e F2 segregantes
para a caracteristica resisténcia a P.cinnamomi

Vertente investigacao Vertente investiga¢ao

aplicada - Sele¢do de porta- fundamental - Identificacdo de
enxertos com resisténcia ‘ genes de Resisténcia e marcadores

melhorada a P. cinnamomi, _ moleculares para selecgdo
adaptados a diferentes genomica de material vegetal
situacdes de solo e clima melhorado
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Evidéncia molecular da origem Asiatica do género Castanea e da migragio da Asia
para a Europa e América do Norte - coevolugao

North America Europe China Japan
Y 3 '.

Lang et al, 2007

The phylogeny of Castanea was estimated using
DNA sequence data from different regions of the
chloroplast genome. Sequencing results support
the genus Castanea as a monophyletic group with
Castanea crenata as basal.


http://www.inrb.pt/

Cross SM

Duas descendéncias F1
(SC+SM)

Uma descendéncia F2 — Obtida de polinizagao aberta entre individuos da
geracao F1 de 2006

iav
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Descendéncia F1 dos cruzamentos de 2006 — Junho de
2016




Fenotipagem — Quantificacao do grau de resisténcia das descendéncias
dos cruzamentos a P. cinnamomi

Dois testes de inoculacao:

Inoculagao de raiz Inoculacao de estaca

Copias de cada
genodtipo obtidas por
micropropagacio T Estacasdas
descendéncias
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Santos et al., Plant Pathology, 2014
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Genotype*Treatment Least Squares Means

[ || ]

Estimate of days of survival

|SC918|SC903|SC904|SM906|SM919| sc919|sc912| 5C32 | 5C19 |SM901|SC914|SC916| 5C36 | scs1 |5|v|904|
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3 - Enraizamento

1 - Estabelecimento in vitro e
2 - Multiplicacao

Copias de cada pé-mae 1€/planta

4 - Aclimatacao




12 gendtipos (6 resistantes 6
susceptiveis)

Calculo da progressao da
lesdo (cm/dia).
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ldentificacao de genes e loci envolvidos na resisténcia

Cruzamentos controlados
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Genotyping SSRs and SNPs
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Mapa genético e QTLs para a resisténcia a P. cinnamomi
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e 283 marcadores moleculares mapeados (SSRs e SNPs)
e 155 individuos (C. sativa x C. crenata)

* 15 Grupos de ligacao (LG)

e Distancia total: 714,2 cM; 1 marcador/2,5 cM

11 QTLs distribuidos em 4 grupos de ligacao

* LOD=4



Identificacao de genes candidatos de resisténcia em transcriptomas de Castanea

Clones de C. sativa C. crenata Inoculagao com P. Colheita de raizes as 48, 96h
com 5 anos e 7 dias apds inoculagao

A

extracdo de RNA

4 F F

&

454 4 RNA pools
Sequencing (3 time points x 3 réplicas)
e -Cs_inoculado

-Cs_nao-inoculado
-Cc_inoculado
-Cc_nao-inoculado

Identificacao de genes
candidatos de Resisténcia a P.
cinnamomi

Validagao por PCR digital:
(. sativa and C. crenata
* SC Hybrids

43 novos marcadores desenvolvidos

Desenvolvimento de novos em genes candidatos

marcadores _ _
Serrazina et al., Tree Genetics and Genomes, 2015

Santos et al., Scientia Horticulturae, 2015



Expressao génica por PCR digital

L1

X1
3
: N

.| Objectivo:
" | Quantificagdo da variagdo da expressdo génica |

de 8 genes candidatos de resisténcia a Pc em
| diferentes gendtipos de Castanea.



http://www.inrb.pt/

Objectivo e Material Vegetal

Objectivo:
Quantificacao da variacao da expressao de 8 genes candidatos a resisténcia da doenca da
tinta, usando plantas com diferentes fendtipos (de resistente a sensivel).

* Material vegetal: 6
genotipos, em
triplicados bioldgicos,
exibindo diferentes
niveis de
susceptibilidade a
infeccdo com P
cinnamomi;

* Inoculagdao: Raizes
inoculadas com P.
cinnamomi e colhidas
em trés tempos apos
inoculacdo: Oh (nao
inoculado), 24h e

o RESISTENCIA




Seleccao de genes

8 genes candidatos a resisténcia a P. cinnamomi foram seleccionados, a partir dos
genes diferencialmente expressos identificados pela sequenciacdao do transcriptoma de
C. crenata inoculado e n3o inoculado.

Proteina anti-fungica secretada pelas

Cast_Gnk2-like g
raizes

Cast_PE-2 Reforco da parede celular
Cast C2CD Quantificacao da
— Reconhecimento do patogénio expressao destes
Cast LRR-RLK genes nas raizes
- ‘ inoculadas e nao
Cast_ABR1 Regulacdo da transcri¢do (Factor de inoculadas através de
Cast_Myb4 Transcrigdo); Produgao de lenhina métodos moleculares

Cast_WRKY 31

Cast_RNF5 Degradacao de proteinas



Exemplo da quantificacao de um gene de resisténcia

hpi

C. sativa 4Bhpi

Copy numberfuL
C. sativa NI

C. crenata N.
C. crenata 24hpi
C. crenata 48hpi

C. sativa 24

§C903 24hpi

SC903 48hpi

SC914 NI

SC914 24hpi

SC914 48hpi

SCI55 NI

SC55 24hpi

SC55 48hpi

SM904 24hpi

SM304 48hpi

:

“ Resistente

Intermédio

- Susceptivel

1

i =]
I
|

* Genodtipos resistentes exibem mais copias do
gene do que os gendtipos susceptiveis;

* Ha uma tendéncia de acumulagao de cdpias
do gene depois da inoculacao;

* (. crenata apresenta uma grande quantidade
de copias do gene de resisténcia mesmo
antes da inoculagao

Nos gendtipos resistentes, a proteina anti-fungica é secretada para o meio devendo
inibir a penetracdo e/ou crescimento de P. cinnamomi.




Objectivo

e Avaliar a progressao do patogéneo Phytophthora
cinnamomi no sistema radicular de castanheiro

* Raizes de plantas com cerca de 6 meses de idade dos
genotipos susceptivel (C. sativa) e resistente (C. crenata).
* Inoculagdo com uma solucdo de zodsporos de P.

cinnamomi

* Observacao da progressao de Pc 3h30, 24h, 48h e 72h

apos inoculacao

Primeiros Resultados

3h30 — Enquistamento e germinag¢ao de zodsporos

o

~

- *N3o se detectaram diferencas

significativas entre gendtipos no inicio
da infeccao

* Observagdes indicam que zodsporos
de P cinnamomi libertam o seu
conteudo celular aquando da
germinacao

* Hifas desenvolvidas apds 3h30

\ rapidainfeccao do patogéneo



Compatibilidade de enxertia

Focus on the early cellular events of graft formation to detect precursory signs of
incompatibility

Graft establishment: in vitro Samples collection (10 & Histochemical stains and
callus unions and 21DAG) and processing for microscopy observations
micrografts histology

Preliminary Results: Micrografts (10
DAG)

The homograft form a

EAST/CASfT well developped union
omogrart with visible callus
bridge formation
CAST/CC1A i linsucesfs;uful
heterograft C ey Yo

poor adhesion and
callus formation.




Preliminary Results: callus unions (10DAG)

Histochemic Homograft Heterograft Heterograft
al stains CCl14/CC14 CAST/CC14 Ju/cCl4

Calcofluor for
cellulose

Acridine Orang
e for metabolic
activity

Ruthenium
Red
for pectins

Toluidine blue
for phenols






Obrigada

rita.lcosta@iniav.p
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