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INTRODUÇÃO: A doença da madeira do pinheiro, causada pelo Bursaphelenchus xylophilus, está a afectar a área 
florestal portuguesa. É possível induzir a defesas da planta ao ataque do nemátode, inoculando árvores com estirpe não 
virulento do nemátode, criando assim uma resistência a infecções subsequentes com estirpe virulenta1,2;

o O objectivo deste estudo centra-se em avaliar a indução de resistência de estirpes de nemátode não virulento (C14-5) e 
virulenta (HF), em plântulas de P. pinaster, P. pinea,,P. nigra, eP. sylvestris. Os mecanismos de resistência foram  avaliados, 
seguindo a expressão de genes potencialmente envolvidos na resposta à doença. 

MATERIAL E MÉTODOS
� Germinação e crescimento de plantas em microcosmos

� Testes de indução de resistência em pinheiro 

�Plântulas com 4 meses foram inoculadas com 500 nemátode/20 µL  

� Extracção de ARN total e expressão genética

Extracção de ARN nos tempos T0 (0h), 
T10 (10d) e T20 (20d)

� Desenho de primers

�Plântulas com 4 meses foram inoculadas com 500 nemátode/20 µL  
de C14-5 , HF, ou água estéril3.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Purificação de ARN e síntese de cDNA

RT-PCR para estudo de expressão dos 
genes MAT2/SAM2, PR4, SEP1, 
ATTRX1, SHERPERD1, PORA

�Sintomas de infecção foram  classificados 
como: (I ) planta saudável; (II ) descoloração parcial das 
agulhas; (III ) descoloração parcial das agulhas, necrose, e 
redução na produção de resina; (IV ) descoloração total, 
necrose e morte da plântula.

� Observaram-se sintomas de descoloração parcial das agulhas nos tratamentos com C14-5 e HF. Este fenómeno pode dever-seao bloqueio do sistema
vascular. A estratégia de defesa contra ataques também podeser responsável por estes sintomas.

� Genesassociadoscomrespostasdestressforamdetectados,o quesugerequeumarespostasistémicageneralizadafoi accionada. PR4 foi expressoem

Figura 1: Crescimento de pinheiro em 
microcosmos. 

Figura 2: Design de primers para RT-PCR

 

Gene P . p inaste r 
H20 C14- 5 HF 

T0 T10  T20 T0  T10 T20 T0 T10 T20 
ATTRX 

   
MAT2/SAM2 

   
PR4 

   
SHERPERD 

   
SEP 

   
PORA 

   
Sin tomas  I I II I II III I III IV  

 

F igu ra 3:  Expressã o ge né tica monito rizada po r RT-PC R antes (T0), 10 d ias (T10) o u 20 dias  
(T20) após inoculação com á gua,  nemátode não  virulento  (C14-5) e v iru lento (HF).  

 

Gene P. pinea 
H20 C14-5 HF 

T0 T10 T20 T0 T10 T20 T0 T10 T20 
ATTRX 

   
MAT2/SAM2 

   
PR4 

   
SHERPERD 

   
SEP 

   
PORA 

   
Sintomas I I II I II II I II II 

 

Figura 4: Expressão genética monitorizada por RT-PCR antes (T0), 10 dias (T10) ou 20 dias 
(T20) após inoculação com água, nemátode não virulento (C14-5) e v irulento (HF). 

�A expressão dos genesSEP1 e PORA indicam que os processos de fotossíntese continuaram activos após a infecção;

�A resposta emP. pinaster foi diferenciada e faseada, podendo estar relacionada com factores inibitórios da estirpe virulenta, condicionando uma
resposta eficaz por parte da planta;

� Embora os mecanismos de indução de resistência ao nemátode não tenham sido completamente elucidados, o presente estudopermite inferir que a
presença de nemátode virulento desencadeia uma resposta sistémica faseada e diferente do não virulento. Outros factores relacionados com a indução e
resistência a ataques patogénicos serão alvo de estudos futuros.

� Genesassociadoscomrespostasdestressforamdetectados,o quesugerequeumarespostasistémicageneralizadafoi accionada. PR4 foi expressoem
todos os tratamentos, sugerindo que as defesas do hospedeiro foram activadas;

� A produção de etileno (MAT2/SAM2) e desidratação (SHERPERD1) foram detectados ao fim de 20 dias de incubação;
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Gene P. nigra 
H20 C14-5 HF 

T0 T10 T20 T0 T10 T20 T0 T10 T20 
ATTRX 

   
MAT2/SAM2 

   
PR4 

   
SHERPERD 

   
SEP 

   
PORA    
Sintomas I I I I II II I II II 

 

Figura 5: Expressão genética monitorizada por RT-PCR antes (T0), 10 dias (T10) ou 20 dias 
(T20) após inoculação com água, nemátode não virulento (C14-5) e virulento (HF). 

 

Gene P. sy lvestris 
H20 C14-5 HF 

T0 T10 T20 T0 T10 T20 T0 T10 T20 
ATTRX    
MAT2/SAM2 

   
PR4 

   
SHERPERD 

   
SEP    
PORA 

   
Sintomas I I II I II II I II III 

 

Figura 6: Expressão genética monitorizada por RT-PCR antes (T0), 10 dias (T10) ou 20 dias 
(T20) após inoculação com água, nemátode não virulento (C14-5) e v irulento (HF).  
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