FLORESTA

O USO DA BIOTECNOLOGIA
NO ESTUDO DE DOENCAS DA FLORESTA

A biotecnologia vegetal permite a criagdo
de ferramentas laboratoriais para agilizar

a investigagdo em doencas da floresta. As
culturas in vitro de rebentos de pinheiro sdo
usadas no estudo bioquimico da doenca

da murchiddo do pinheiro, causada pelo
nemdtode da madeira do pinheiro.
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A massificacao e simplificagao do transporte in-
tercontinental de mercadorias tém evoluido mui-
to rapidamente, impulsionadas por uma intensa
procura e por uma dispersao dos locais de produ-
¢ao, gerando a multiplicacao dos percursos de li-
gacao. Verifica-se que estas vias sao muitas vezes
utilizadas oportunisticamente como rotas de dis-
persao por agentes parasitas de plantas, levando
a um consideravel aumento de episodios de novas
infestacoes e infecoes. Os sistemas florestais sao
particularmente afetados, tendo sido alvo de int-
meros ataques por agentes nocivos, como insetos
fitofagos, bactérias, fungos ou nematodes fitopa-
rasitas. Embora a investigagao procure acompa-
nhar esta rapida evolugao, os avancgos cientificos e
tecnologicos disponiveis para o estudo das doen-
cas da floresta sao condicionados pelas limitagoes
inerentes a experimentagao em condicoes naturais
com plantas lenhosas. Em muitos casos, os ensaios
no campo com parasitas de quarentena estao in-
terditos, enquanto que noutros casos sao profun-
damente influenciados por variagdes ambientais,
como a presenca de outros fitoparasitas, altera-
¢Oes ambientais e de condigoes edaficas (variagao
no solo) ou outras alteragoes bioticas ou abioticas
de dificil identificacao ou controlo. Estas condicio-
nantes podem ser reduzidas ao transitar-se para
uma escala mais controlada de estufa, mas, nestes
casos, a variabilidade genética no hospedeiro torna
dificil isolar a causalidade na resposta as condi¢oes
impostas, em ensaios com um grande nimero de
individuos.

A biotecnologia vegetal

e o nematode da madeira do pinheiro

A aplicagao da biotecnologia a investigacao de solu-
¢oes para doencas da floresta permitiu ultrapassar
algumas das limitac¢oes dos ensaios em estufa e das
condi¢cdes naturais. O desenvolvimento de novas
ferramentas biotecnologicas impulsionou o estudo
mais aprofundado dos mecanismos moleculares de
infecao e a analise de novos meios de protecao.

A biotecnologia vegetal fundamenta-se no conceito
da totipoténcia, ou seja, na capacidade de uma cé-
lula vegetal se poder diferenciar em qualquer outra
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célula da planta e, em ltima analise, dar origem a
uma réplica da planta original. Com a descoberta
dos efeitos fitorreguladores de algumas substan-
cias quimicas, foi possivel estabelecer-se um con-
junto variado de culturas in vitro com a potenciali-
dade de poder adaptar-se ao objeto de estudo. Um
exemplo da aplicabilidade das culturas in vitro a
uma doenca florestal, causada por um agente pa-
togénico recentemente introduzido no nosso pais,
foi a criacao de coculturas hospedeiro/fitoparasita
com o nematode da madeira do pinheiro (NMP).

O NMP [Bursaphelenchus xylophilus (Steiner &
Buhrer 1934) Nickle 1981] é um fitoparasita agres-
sivo que infeta espécies suscetiveis de coniferas,
principalmente espécies de pinheiro (Pinus), e que
se acredita ser originario da América do Norte, on-
de nao provoca a doenca da murchidao do pinheiro
(DMP) por ter coevoluido com as arvores autocto-
nes. No entanto, ap6s a sua introdugao nas flores-
tas de pinheiros suscetiveis dos paises asiaticos, no
inicio do século XX, o NMP instalou-se e proliferou,
dispersando-se largamente pelo Japao, China e Co-
reia. Volvidos cerca de 100 anos, foi identificado pe-
la primeira vez na Europa, na zona de Setiibal, em
Portugal. Desde entdo, e apesar das pesadas me-
didas de contencao impostas, o NMP dispersou-se
pelo nosso pais, tendo inclusivamente sido deteta-
do na ilha da Madeira e em focos isolados em flo-
restas limitrofes espanholas. A sua monitorizagao e
controlo sao ainda bastante morosos e mobilizam
recursos econdémicos e humanos consideraveis.

O estabelecimento de culturas in vitro de rebentos
de pinheiro-bravo (Pinus pinaster), a espécie maio-
ritariamente afetada no nosso pais, permitiu uma
mais rapida e facil caracterizagao estrutural dos
mecanismos de infecao do NMP numa condicao
laboratorial que simula a doenca em condi¢des na-
turais. A criagao das coculturas € iniciada pela ger-
minacao de sementes certificadas de Pinus pinas-
ter em condigOes de assepsia (auséncia de micror-
ganismos contaminantes) (Figura 1). A parte aérea
¢ depois transferida para meio de cultura rico em
nutrientes essenciais a planta, e suplementado com
as hormonas vegetais que estimulam a multiplica-
¢ao celular e originam novos rebentos, clones do
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pinheiro original. Desta forma, é possivel desenvol-
ver um “pinhal” miniaturizado de plantas clonadas
dentro de um contentor plastico reutilizavel.

Apos a infecao com o NMP, ¢ possivel estabelecer
uma cocultura, onde se pode recriar in vitro a sin-
tomatologia da DMP, nomeadamente o acastanha-
mento e prostracao das agulhas do pinheiro, apesar
da condicao hidrica nao limitante da cultura in vi-
tro (Figura 2). Nestas coculturas, apés um notorio
aumento na populacao de NMP, recorre-se a mi-
croscopia para determinar o impacto nos tecidos

Figura 1 - Metodologia para a obten¢do de culturas
in vitro de pinheiro. As sementes sdo esterilizadas
(a) e germinadas em assepsia (b), a parte aérea

do germinante é depois seccionada e transferida
para meio de cultura suplementado com hormonas
vegetais, promovendo a multiplicagdo de rebentos
(c). Os rebentos podem ser transferidos para novo
meio de multiplicagdo (d) e/ou entdo para meio de
alongamento, sem hormonas (e), que promove o
alongamento do caule (f).

internos dos rebentos de pinheiro in vitro. Dentro
dos rebentos, os NMP sao observados a alimentar-
-se nos tecidos mais frageis e nas zonas intersti-
ciais, onde induzem a formacao de cavidades.

A biotecnologia vegetal

e a despistagem de bionematodicidas
Uma vez estabelecida a cocultura, pode passar-
-se a despistagem de compostos que apresentem
atividade contra o NMP e auséncia de toxicidade
para o pinheiro hospedeiro. Recorrendo a ensaios
prévios de contacto direto, foi possivel identificar
fitoquimicos com elevada atividade nematodicida
e, por conseguinte, com potencial para o desen-
volvimento de bionematodicidas. Estes fitoquimi-
cos foram testados nas coculturas ja estabelecidas,
0 que permitiu a sua avaliagao numa condicao de
infecao controlada em contexto laboratorial, efeti-
vamente validando o uso destas coculturas como
ferramentas biotecnoldgicas com potencial para a
indtstria fitofarmacéutica e de desenvolvimento de
pesticidas.
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Figura 2 - Estabelecimento de coculturas in vitro

de rebentos de pinheiro com o nemdtode da
madeira do pinheiro. Na auséncia do fitoparasita, as
microagulhas dos rebentos de pinheiro sdo verdes

e eretas (a, b), mas quando os nemdtodes sdo
adicionados, algumas agulhas comecam a adquirir
uma cor amarela-acastanhada e ficam prostradas
(c, d), uma condigdo que, eventualmente, se alastra a
todo o rebento, causando a sua morte.
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Esta investigagao permitiu rapidamente concluir
que misturas de fitoquimicos com elevadas pro-
porgdes de carvacrol, um terpeno volatil, ndo sao
adequadas para o desenvolvimento de bionemato-
dicidas contra a doenca da murchidao do pinheiro,
mas misturas ricas em 2-undecanona, um produto
natural proveniente do Oleo essencial de arruda,
permitem controlar as populacoes do fitoparasita
sem prejudicar o pinheiro hospedeiro.

A biotecnologia vegetal

na validacdo de novas estratégias

de gestdo sustentavel

O projeto NemaWAARS, resultante de uma parceria
entre a Universidade de Evora (NemaLab) e o INIAV
(NemalNIAV), encontra-se em curso, tendo por ob-
jetivo compreender os mecanismos de regulacao
da expressao de genes de parasitismo no NMP e,
através da sua disrupgao, controlar os mecanismos
que levam a sua viruléncia no pinheiro em condi-
¢Oes naturais. O recurso as coculturas in vitro vai
permitir perceber se a disrup¢ao induzida foi bem-
-sucedida, imediatamente a jusante do processo,
sem se recorrer a extensos ensaios de estufa, que
mobilizam consideraveis recursos humanos e eco-
nomicos. Através do ambiente in vitro, este proce-
dimento e a sua validagao podem ser realizados no
laboratorio em tempo real. No contexto deste pro-
jeto, foram ja estabelecidas culturas in vitro de re-
bentos de varias espécies de pinheiros importantes
na Europa e na regiao mediterranica, em particular
P. pinaster, o pinheiro-bravo que pode apresentar
variabilidade na suscetibilidade a doenca da mur-
chidao do pinheiro, P. pinea, o pinheiro manso, com
grande importancia nacional por produzir o pinhao
comercializado, P. sylvestris, o pinheiro-de-casqui-
nha, muito comum nas florestas de coniferas na
Europa, e P. brutia, o pinheiro-da-Calabria.

Todo o trabalho desenvolvido em torno da criagao
e manutencao destas ferramentas biotecnologicas
contribui para a agilizagao da gestao sustentavel da
doenca da murchidao do pinheiro que tantos danos
causa ao pinhal portugués e a economia do pais. @
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