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INTRODUGAO

A doenga da murchidao do pinheiro é uma doenga grave que afecta florestas
de coniferas com uma elevada taxa de mortalidade. E causada pelo neméatode
Bursaphelenchus xylophilus, conhecido como nematode da madeira do
pinheiro (NMP).

RESULTADOS

Dado a introdug&o recente desta peste na Europa, é da mais alta importancia
identificar quais as espécies florestais autéctones de maior susceptibilidade
e quais as tolerantes/resistentes. Tal informagdo é importante para o
planeamento/gestdo das florestas, e também para o estudo da doenca,

sugerindo mecanismos de susceptibilidade/resisténcia.

Neste trabalho optimizou-se um teste de susceptibilidade ao NMP para
utilizagdo num grande nimero de amostras. O teste baseia-se na capacidade
de nematodes virulentos atravessarem secgbes de 5 cm de ramos jovens,
tendo sido previamente usado em ensaios de pequena escala (Oku et al.
1989; Matsunaga e Togashi, 2009).

Cultura de nemdtodes e scale-up: 2 estirpes virulentas de B. xylophilus (BxHF
e Bx8A) foram cultivadas em Botrytis cinerea crescido em grios de cevada.
Inicialmente usaram-se tubos de ensaio com 5ml de cevada, passando-se
para caixas com 100ml de cevada e, finalmente, para sacos com 2l de cevada
(Fig.1). Os nematodes foram extraidos usando a técnica do funil de
Baermann.

Material vegetal: colheram-se ramos jovens de Pinus pinaster (didmetro 1-2
cm), de 10 arvores de 9 proveniéncias diferentes (total 90 amostras).

Teste de susceptibilidade: foram cortadas 5 secgdes de 5 cm de comprimento
dos ramos correspondentes a cada arvore (total 450 raminhos). Colocaram-
se 0s raminhos num sistema produzido in-house, ficando em posigao vertical
com a extremidade inferior mergulhada em agua. A extremidade superior foi
inoculada com 200 nematodes, selando-se com parafilme para evitar
dessecagao (Fig.2). O sistema foi colocado no escuro a 252C durante 24h.
Contagem de nemdtodes: apos 24h de incubagio, o nimero de nematodes que
?traszsaram 0s raminhos até a agua foram contados usando uma lupa
Fig.3).

Fig. 2 — Sistema desenvolvido para o teste de susceptibilidade ao NMP.
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Fig. 3 —Numero de nemétodes que atravessaram os raminhos (média + desvio
padréo; letras iguais indicam diferengas estatisticamente significativas).

* 0 scale-up da cultura de nematodes, através do aumento da quantidade inicial de cevada onde primariamente ocorria o crescimento do fungo B. cinerea,
permitiu aumentar significativamente a quantidade de nematodes obtida num Unico ciclo de crescimento. Assim tornou-se possivel a realizagdo de ensaios em
larga escala.

» 0O teste de susceptibilidade ao NMP demonstrou diferengas na potencial susceptibilidade de arvores de diferentes proveniéncias.

O teste foi optimizado usando ramos de P. pinaster, mas pode ser adaptado a outras espécies.
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