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O USO DA BIOTECNOLOGIA 
NO ESTUDO DE DOENÇAS DA FLORESTA

A biotecnologia vegetal permite a criação 
de ferramentas laboratoriais para agilizar 
a investigação em doenças da floresta. As 
culturas in vitro de rebentos de pinheiro são 
usadas no estudo bioquímico da doença 
da murchidão do pinheiro, causada pelo 
nemátode da madeira do pinheiro.
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célula da planta e, em última análise, dar origem a 
uma réplica da planta original. Com a descoberta 
dos efeitos fitorreguladores de algumas substân-
cias químicas, foi possível 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 doença florestal, causada por um agente pa-
togénico recentemente introduzido no nosso país, 
foi a criação de coculturas hospedeiro/fitoparasita 
com o nemátode da madeira do pinheiro (NMP).
O NMP [Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & 
Buhrer 1934) Nickle 1981] é um fitoparasita agres-
sivo que infeta espécies suscetíveis de coníferas, 
principalmente espécies de pinheiro (Pinus), e que 
se acredita ser originário da América do Norte, on-
de não provoca a doença da murchidão do pinheiro 
(DMP) por ter coevoluído com as árvores autócto-
nes. No entanto, após a sua introdução nas flores-
tas de pinheiros suscetíveis dos países asiáticos, no 
início do século XX, o NMP instalou-se e proliferou, 
dispersando-se largamente pelo Japão, China e Co-
reia. Volvidos cerca de 100 anos, foi identificado pe-
la primeira vez na Europa, na zona de Setúbal, em 
Portugal. Desde então, e apesar das pesadas me-
didas de contenção impostas, o NMP dispersou-se 
pelo nosso país, tendo inclusivamente sido deteta-
do na ilha da Madeira e em focos isolados em flo-
restas limítrofes espanholas. A sua monitorização e 
controlo são ainda bastante morosos e mobilizam 
recursos económicos e humanos consideráveis.
O estabelecimento de culturas in vitro de rebentos 
de pinheiro-bravo (Pinus pinaster), a espécie maio-
ritariamente afetada no nosso país, permitiu uma 
mais rápida e fácil caracterização estrutural dos 
mecanismos de infeção do NMP numa condição 
laboratorial que simula a doença em condições na-
turais. A criação das coculturas é iniciada pela ger-
minação de sementes certificadas de Pinus pinas-
ter em condições de assepsia (ausência de micror-
ganismos contaminantes) (Figura 1). A parte aérea 
é depois transferida para meio de cultura rico em 
nutrientes essenciais à planta, e suplementado com 
as hormonas vegetais que estimulam a multiplica-
ção celular e originam novos rebentos, clones do 

A massificação e simplificação do transporte in-
tercontinental de mercadorias têm evoluído mui-
to rapidamente, impulsionadas por uma intensa 
procura e por uma dispersão dos locais de produ-
ção, gerando a multiplicação dos percursos de li-
gação. Verifica-se que estas vias são muitas vezes 
utilizadas oportunisticamente como rotas de dis-
persão por agentes parasitas de plantas, levando 
a um considerável aumento de episódios de novas 
infestações e infeções. Os sistemas florestais são 
particularmente afetados, tendo sido alvo de inú-
meros ataques por agentes nocivos, como insetos 
fitófagos, bactérias, fungos ou nemátodes fitopa-
rasitas. Embora a investigação procure acompa-
nhar esta rápida evolução, os avanços científicos e 
tecnológicos disponíveis para o estudo das doen-
ças da floresta são condicionados pelas limitações 
inerentes à experimentação em condições naturais 
com plantas lenhosas. Em muitos casos, os ensaios 
no campo com parasitas de quarentena estão in-
terditos, enquanto que noutros casos são profun-
damente influenciados por variações ambientais, 
como a presença de outros fitoparasitas, altera-
ções ambientais e de condições edáficas (variação 
no solo) ou outras alterações bióticas ou abióticas 
de difícil identificação 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 
difícil isolar a causalidade na resposta às condições 
impostas, em ensaios com um grande número de 
indivíduos.

A biotecnologia vegetal 
e o nemátode da madeira do pinheiro
A aplicação da biotecnologia à investigação de solu-
ções para doenças da floresta permitiu ultrapassar 
algumas das limitações dos ensaios em estufa e das 
condições naturais. O desenvolvimento de novas 
ferramentas biotecnológicas impulsionou o estudo 
mais aprofundado dos mecanismos moleculares de 
infeção e a análise de novos meios de proteção.
A biotecnologia vegetal fundamenta-se no conceito 
da totipotência, ou seja, na capacidade de uma cé-
lula vegetal se poder diferenciar em qualquer outra 
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pinheiro original. Desta forma, é possível desenvol-
ver um “pinhal” miniaturizado de plantas clonadas 
dentro de um contentor plástico reutilizável.
Após a infeção com o NMP, é possível estabelecer 
uma cocultura, onde se pode recriar in vitro a sin-
tomatologia da DMP, nomeadamente o acastanha-
mento e prostração das agulhas do pinheiro, apesar 
da condição hídrica não limitante da cultura in vi-
tro (Figura 2). Nestas coculturas, após um notório 
aumento na população de NMP, recorre-se à mi-
croscopia para determinar o impacto nos tecidos 

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

A biotecnologia vegetal 
e a despistagem de bionematodicidas
Uma vez estabelecida a cocultura, pode passar-
-se à despistagem de compostos que apresentem 
atividade contra o NMP e ausência de toxicidade 
para o pinheiro hospedeiro. Recorrendo a ensaios 
prévios de contacto direto, foi possível identificar 
fitoquímicos com elevada atividade nematodicida 
e, por conseguinte, com potencial para o desen-
volvimento de bionematodicidas. Estes fitoquími-
cos foram testados nas coculturas já estabelecidas, 
o que permitiu a sua avaliação numa condição de 
infeção controlada em contexto laboratorial, efeti-
vamente validando o uso destas coculturas como 
ferramentas biotecnológicas com potencial para a 
indústria fitofarmacêutica e de desenvolvimento de 
pesticidas.

Figura 2 – Estabelecimento de coculturas in vitro 
de rebentos de pinheiro com o nemátode da 
madeira do pinheiro. Na ausência do fitoparasita, as 
microagulhas dos rebentos de pinheiro são verdes 
e eretas (a, b), mas quando os nemátodes são 
adicionados, algumas agulhas começam a adquirir 
uma cor amarela-acastanhada e ficam prostradas 
(c, d), uma condição que, eventualmente, se alastra a 
todo o rebento, causando a sua morte.

Figura 1 – Metodologia para a obtenção de culturas 
in vitro de pinheiro. As sementes são 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 multiplicação de rebentos 
(c). Os rebentos podem ser transferidos para novo 
meio de multiplicação (d) e/ou então para meio de 
alongamento, sem hormonas (e), que promove o 
alongamento do caule (f).
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Esta investigação permitiu rapidamente concluir 
que misturas de fitoquímicos com elevadas pro-
porções de carvacrol, um terpeno volátil, não são 
adequadas para o desenvolvimento de bionemato-
dicidas contra a doença da murchidão do pinheiro, 
mas misturas ricas em 2-undecanona, um produto 
natural proveniente do óleo essencial de arruda, 
permitem controlar as populações do fitoparasita 
sem prejudicar o pinheiro hospedeiro.

A biotecnologia vegetal 
na validação de novas estratégias 
de gestão sustentável
O projeto NemaWAARS, resultante de uma parceria 
entre a Universidade de Évora (NemaLab) e o INIAV 
(NemaINIAV), encontra-se em curso, tendo por ob-
jetivo compreender os mecanismos de regulação 
da expressão de genes de parasitismo no NMP e, 
através da sua disrupção, controlar os mecanismos 
que levam à sua virulência no pinheiro em condi-
ções naturais. O recurso às coculturas in vitro vai 
permitir perceber se a disrupção induzida foi bem-
-sucedida, imediatamente a jusante do processo, 
sem se recorrer a extensos ensaios de estufa, que 
mobilizam consideráveis recursos humanos e eco-
nómicos. Através do ambiente in vitro, este proce-
dimento e a sua validação podem ser realizados no 
laboratório em tempo real. No contexto deste pro-
jeto, foram já estabelecidas culturas in vitro de re-
bentos de várias espécies de pinheiros importantes 
na Europa e na região mediterrânica, em particular 
P. pinaster, o pinheiro-bravo que pode apresentar 
variabilidade na suscetibilidade à doença da mur-
chidão do pinheiro, P. pinea, o pinheiro manso, com 
grande importância nacional por produzir o pinhão 
comercializado, P. sylvestris, o pinheiro-de-casqui-
nha, muito comum nas florestas de coníferas na 
Europa, e P. brutia, o pinheiro-da-Calábria.
Todo o trabalho desenvolvido em torno da criação 
e manutenção destas ferramentas biotecnológicas 
contribui para a agilização da gestão sustentável da 
doença da murchidão do pinheiro que tantos danos 
causa ao pinhal português e à economia do país. 
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