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Resumo

A doenga da murchidao do pinheiro € uma doenca grave que afecta florestas de coniferas com
uma elevada taxa de mortalidade, sendo causada pelo neméatode Bursaphelenchus xylophilus. Dado
que este organismo foi recentemente introduzido na Europa, é importante determinar o grau de sus-
ceptibilidade de espécies florestais autoctones ao nematode. Neste trabalho optimizou-se um teste de
susceptibilidade para utiliza¢cdo num grande nimero de amostras. O teste baseia-se na capacidade de
nematodes virulentos atravessarem sec¢des de 5 cm de ramos jovens, com cerca de 2 cm de diame-
tro. O processo de optimizacado passou pela forja de recipientes de dimensdes adequadas, criacio de
um modo de sustentar os ramos em posi¢ao vertical, optimizacdo do volume de dgua onde a base do
ramo fica mergulhada e criacdo de um modo de evitar a desidratacdo do topo do ramo apds inocula-
¢do. O crescimento dos nematodes em laboratério também passou por um scale-up para obtencao de
nematodes em grande quantidade, passando do crescimento em tubos de ensaio para sacos. O teste
foi optimizado usando ramos de Pinus pinaster, mas pode ser adaptado a outras espécies.

Palavras-chave: NMP, Doeng¢a da murchiddo do pinheiro, Viruléncia do NMP
Resumen

La seca stbita del pino es una grave enfermedad que origina una elevada tasa de mortalidad en las
masas de coniferas debido al ataque por el nematodo de la madera del pino Bursaphelenchus xylophilus.
Dado que este organismo fue recientemente introducido en Europa, es importante determinar el grado
de susceptibilidad de las especies forestales autctonas al mismo. En este trabajo hemos optimizado un
test in vitro de susceptibilidad al nematodo para ser empleado con un gran nimero de muestras vegeta-
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les. El test se basa en la capacidad de nematodos virulentos de atravesar secciones de 5 cm de longitud
de ramillos jovenes de pino de aproximadamente 2 cm de diametro. El proceso de puesta a punto ha con-
siderado el tamafio adecuado de recipiente, el sistema para la sujeccion de los ramillos en posicion ver-
tical, el volumen de agua de la base del ramillo y el sistema adecuado para evitar la deshidratacion de la
parte distal del ramillo tras la inoculacion del nematodo. También hemos dimensionado el sistema de
cultivo del nematodo en laboratorio para la produccién en masa de grandes cantidades de indculo, pasan-
do del cultivo en tubos de ensayo a cultivo en contenedor. El test fue aplicado a ramillos de Pinus pinas-

ter, pero puede ser adaptado a otras especies.

Palabras clave: NMP, Enferemedad del marchitamiento del pino, Virulencia del NMP

INTRODUCAO

A doenca da murchiddo do pinheiro € uma
doencga grave que afecta florestas de coniferas com
uma elevada taxa de mortalidade. A enfermidade é
causada pelo nematode Bursaphelenchus xylophi-
lus, conhecido como nematode da madeira do pin-
heiro (NMP) (KiyoHARA & TOKUSHIGE, 1971;
Mawmiva, 1988). Este organismo € originario da
América do Norte, onde nao esta associado a uma
elevada prevaléncia da doenca. No entanto, o
NMP foi introduzido no Japao no inicio do século
XX, propagando-se depois para a China, Ilha For-
mosa e Coreia, demonstrando ser devastador para
as espécies de coniferas autdctones do Extremo
Oriente (MAMIYA, 1988; ToGASHI et al., 2004). Em
1999 o NMP foi detectado pela primeira vez na
Europa, em Portugal (MoTA et al., 1999), mas ape-
sar dos esforcos para conter a doenca, esta disse-
minou-se por todo o territério portugués. Recente-
mente o NMP foi detectado em Espanha, sendo
reconhecida na actualidade a sua presenga no terri-
tério da Galiza (Eppo, 2009; Dxra, 2010).

Nos paises onde o NMP estd associado a doen-
ca epidémica, os efeitos sociais € econdmicos sao
muito sérios, uma vez que a industria da madeira da
emprego a milhares de pessoas (WEBSTER & MOTA,
2008). No entanto, apesar de décadas de investiga-
¢do ainda nao foi possivel encontrar um tratamento
eficaz para a doenca da murchiddo do pinheiro.
Deste modo, e dado a introdugdo recente desta
peste na Europa, € da mais alta importancia identi-
ficar quais as espécies florestais autdctones de
maior susceptibilidade e quais as tolerantes/resis-
tentes. Tal informacdo € importante para o planea-
mento/gestao das florestas, mas também para o
estudo da doenca, sugerindo mecanismos de sus-
ceptibilidade/resisténcia. Neste trabalho, usou-se P
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pinaster para optimizar um teste de susceptibilida-
de para utilizacdo num grande niimero de amostras,
permitindo fazer o screening da susceptibilidade de
diferentes arvores ao NMP. Este teste de suscepti-
bilidade baseia-se na capacidade de nematodes
virulentos atravessarem pequenas sec¢des de
ramos jovens durante 24 h, e ja tem sido usado tra-
balhos de investiga¢ao sobre a doenga, mas apenas
em pequena escala (OKU et al., 1989).

MATERIAL E METODOS

Cultura de nematodes e scale-up

2 estirpes virulentas de B. xylophilus (BxHF
e Bx8A) foram cultivadas em Botrytis cinerea
crescido em graos de cevada autoclavados. Os
nematodes foram extraidos usando a técnica do
funil de Baermann (BAERMANN, 1917), contados
com a ajuda de uma lupa, preparando-se uma
solucdo com 10 nematodes/ul em dgua desioni-
sada estéril.

Colheita de material vegetal

Colheram-se ramos jovens de P. pinaster (dia-
metro 1-2 cm), de 90 arvores de uma plantagdo
com aproximadamente 10 anos localizada em
Lugo (Galiza, Espanha, 43,11° Norte; 7,89°
Oeste). Imediatamente apds a colheita, o material
vegetal foi armazenado a 4°C em geleiras e envia-
do refrigerado (4°C) por correio expresso para o
CBQF/ESB. Todas as amostras foram processadas
dentro de um periodo de 36 h desde a colheita.

Processamento de amostras e teste de
susceptibilidade

Foram cortadas 5 sec¢des de 5 cm de compri-
mento dos ramos correspondentes a cada arvore
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(total 450 raminhos). Os raminhos foram lavados
em agua corrente e colocados durante 5 minutos
num banho de ultrassons, sendo depois dispostos
num sistema produzido in-house, em posi¢ao
vertical, com a extremidade inferior mergulhada
em agua desionisada. A identificacdo dos extre-
mos superior e inferior dos raminhos foi confir-
mada pela inspec¢do visual da posicdo das
escamas da casca. A extremidade superior foi
inoculada com 200 nematodes, selando-se com
parafilme para evitar dessecag@o. O sistema foi
colocado no escuro a 25°C durante 24 h. Ap6s 24
h de incubagdo, o nimero de nemdtodes que
migraram através dos raminhos até a agua foram
contados usando uma lupa.

Tratamento estatistico

Diferencas entre as arvores foram testadas
por andlise de variancia, em que as 5 réplicas de
cada arvore foram consideradas factores intra-
individuais, usando o sistema SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de avaliacdo da susceptibilidade ao
NMP foi desenvolvido por OKU et al. (1989) e
baseia-se na capacidade de isolados de B. xylo-
philus atravessarem pequenas sec¢des de ramos
num periodo de 24 h, sendo este processo depen-
dente quer da aptidao da estirpe de B. xylophilus
para se dispersar, quer da habilidade do hospe-
deiro inibir a dispersio dos nematodes
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(MATSUNAGA & ToGASsHI, 2009). Recentemente
foi reportada a existéncia de uma variabilidade
sazonal na capacidade de dispersao de diferentes
isolados de nematodes (MATSUNAGA & TOGASHI,
2009). Por outro lado, a capacidade de multipli-
cacdo de diferentes isolados de B. xylophilus
mantidos no nosso laboratorio também mostra
ser variavel ao longo do tempo. Tendo em conta
estes factores, foi usada uma mistura de 2 isola-
dos virulentos de B. xylophilus, para garantir que
a inoculacdo dos raminhos era feita com uma
carga de nematodes suficientemente activos.

Os registos anteriores deste teste de suscep-
tibilidade referem-se apenas a experiéncias em
pequena escala, num pequeno nimero de ramin-
hos entre 5 a 10 por experiéncia (MATSUNAGA &
TocasHi, 2009; OKU et al., 1989; ToGAasHI &
MATSUNAGA, 2003). Para possibilitar a execu¢ao
de um teste de susceptibilidade ao NMP em
larga escala foi necessario fazer um scale-up da
cultura de neméatodes. Em laboratdrio, os nema-
todes sdo mantidos em B. cinerea crescido a
25°C em graos de cevada autoclavados.
Inicialmente usaram-se tubos de ensaio com 5
ml de cevada (Figura 1, esquerda), nos quais se
deixou o fungo crescer durante 7 dias antes de
adicionar uma pequena quantidade de nemato-
des (3-4 graos de cevada de uma cultura prévia).
Ao fim de 5 dias todo o fungo tinha sido consu-
mido sendo no entanto a quantidade de nemato-
des obtida muito baixa para realizar um ensaio
de susceptibilidade em larga escala. Cultivou-se
entdo o fungo em caixas com 100 ml de cevada

Figura 1. Scale-up da cultura de Bursaphelenchus xylophilus, passando de tubos de ensaio com 5 ml de cevada
(esquerda), para caixas com 100 ml de cevada (centro) e finalmente para sacos com 2 I de cevada (direita)
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(Figura 1, centro) durante 7 dias, adicionando-se
depois uma pequena quantidade de nematodes.
Ap6s 7 dias praticamente todo o fungo tinha
sido consumido, obtendo-se um alto ndmero de
nematodes num unico ciclo de crescimento.
Finalmente, cultivou-se B. cinerea em sacos
com 2 | de cevada (Figura 1, direita) durante 2
semanas antes de se adicionar os nematodes
(neste caso em maior quantidade do que ante-
riormente de modo a acelerar o ciclo de cresci-
mento), conseguindo-se um nuimero muito
elevado de nematodes ao fim de 2 semanas, e
possibilitando assim a realizacdo de testes de
susceptibilidade em larga escala.

Para realizar o teste de susceptibilidade ao
NMP, foi também necessario optimizar um siste-
ma que permitisse manter os raminhos em posi-
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¢do vertical, com a extremidade inferior mergul-
hada em &gua. Para tal, foram usados tubos de
centrifuga de 50 ml de fundo cénico graduados,
com 2,9 cm de didmetro. A altura do tubo foi
ajustada até obter melhor posicionamento dos
raminhos, o que foi conseguido cortando-se o
tubo de centrifuga pela marca dos 15 ml. A quan-
tidade de dgua a adicionar no fundo do tubo tam-
bém foi optimizada de modo a manter a
extremidade inferior dos raminhos mergulhada e,
ao mesmo tempo, facilitar a contagem dos nema-
todes que migravam através raminhos. Verificou-
se que volumes muito grandes dificultavam a
contagem dos nematodes, enquanto volumes
muito pequenos eram absorvidos pelo raminho
deixando-o fora de 4dgua em poucas horas. O
volume de dgua 6ptimo foi 3 ml. Para montar o

Figura 2. Sistema para realizacdo do teste de susceptibilidade ao Bursaphelenchus xylophilus em larga escala
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Figura 3. Histograma de frequéncias do nimero de nemdtodes que migraram através dos raminhos
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sistema, os tubos foram tapados com
Parafilm®M, no centro do qual foi feito um
pequeno furo por onde eram pipetados 3 ml de
agua desionisada e, seguidamente, colocado o
raminho (Figura 2). Deste modo foi possivel
manter os raminhos em posi¢cdo vertical.
Posteriormente, e de acordo com o método pre-
viamente descrito (MATSUNAGA & TOGASHI,
2009; OkuU et al., 1989), o topo dos raminhos foi
inoculado com 200 nemaéatodes presentes num
volume 20 ul, que se verificou ser rapidamente
absorvido sem escorrer pelos lados do raminho,
selando-se depois o topo do ramo com
Parafilm®M para evitar dessecacdo, e colocando-
se a 25°C no escuro durante 24 h. Apds incuba-
cdao durante 24 h, contou-se o numero de
nematodes presentes na agua no fundo do tubo.

Os resultados demonstraram existir diferen-
cas significativas entre as darvores testadas
(F(88,355)=13,63; p<0,0001), com a maioria
exibindo uma susceptibilidade intermédia, e
com algumas arvores mostrando susceptibilida-
de muito alta ou muito baixa (Figura 3), tendo
em conta o nimero de neméatodes que atraves-
sou os raminhos. A posi¢cao da amostra dentro de
cada ramo ndo tem efeito significativo
(F(4,351)=1,22; p=0,3012).

Em conclusido, o scale-up da cultura de
nematodes, através do aumento da quantidade
inicial de cevada onde primariamente ocorreu o
crescimento do fungo B. cinerea, permitiu
aumentar significativamente a quantidade de
nematodes obtida num tnico ciclo de crescimen-
to. Assim tornou-se possivel a realizacdo de
ensaios em larga escala. O teste de susceptibili-
dade ao NMP demonstrou diferencas significati-
vas entre as diferentes arvores testadas. O estudo
das caracteristicas das darvores que exibiram
menor susceptibilidade € de grande interesse
para encontrar factores de resisténcia ao NMP,
estando essa investigacao ja em curso nos nossos
laboratoérios. Note-se ainda que, apesar do teste
ter sido optimizado usando ramos de P. pinaster,
pode ser adaptado a outras espécies de coniferas.
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