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Introducio

A doenga da murchidao do pinheiro (DMP) é uma
das maiores ameacas para as florestas de coniferas em
todo o mundo, resultando num impacto
socioecondmico e ecoldgico severo nos paises afetados.
A DMP foi inicialmente detetada em paises asiaticos
(1905, Japao; 1982-88, China, Coreia do Sul e Taiwan),
chegando a Europa e a Portugal em 1999, com a sua
detecdo na peninsula de Settbal (Mota et al., 1999).
Posteriormente, foi assinalada na ilha da Madeira
(Fonseca et al., 2012) e em Espanha (Abelleira et al., 2011),
nao havendo até hoje nenhuma dete¢ao noutro pais
europeu. A identificacdo do agente causal da DMP, o
nematode da madeira do pinheiro (NMP),
Bursaphelenchus xylophilus, em Portugal levou de
imediato a atuagdo concertada das autoridades
nacionais e europeias para a tomada de decisdes
estratégicas de controlo da dispersao do NMP. Como
consequéncia, foi implementado o plano estratégico de
controlo da DMP por parte das autoridades da
administracao publica, como a Direcao Geral de
Alimentagao e Veterinaria (DGAV) e o Instituto da
Conservagao da Natureza e Florestas (ICNF) em
articulagdo com unidades de 1&D, Federacgdes e
Organizag¢des de Produtores Florestais. A atual
estratégia nacional de combate a DMP desenvolve-se
em diferentes frentes, nomeadamente, na prospegéo,
amostragem e abate de arvores em declinio; na
instalacdo de armadilhas para o controlo do inseto-
vetor do NMP; no tratamento térmico da madeira
destinada a circulagao dentro e fora de Portugal; na
fiscalizacdo do cumprimento das normativas em vigor
por parte das autoridades competentes; na promogao
de agdes de informagao e sensibilizacdo dos publicos-
alvo; e no investimento em investigagao cientifica nas
diferentes vertentes com o objetivo de ampliar o
conhecimento acerca da DMP e desenvolver solugdes
praticas e aplicaveis ao seu combate (Rodrigues et al.,
2013).

Os sintomas associados a DMP incluem a redugao da
producao de resina, amarelecimento e murchidao das
agulhas, e secura parcial ou total da copa (Figura 1).
Contudo, esta sintomatologia podera ser igualmente
provocada por outros fatores bidticos ou abiodticos
(como sucede com as arvores afogueadas), obrigando,
portanto, a necesséria verificacao da presenca do NMP
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em laboratdrios designados para a funcao (e.g.,
NemalNIAV, sendo o INIAV o Laboratorio Nacional de
Referéncia para a Sanidade Vegetal).

Figura 1 - Sintomas da doenga da murchiddo do pinheiro em pinhal bravo, em
Portugal: drvores com a copa seca e acastanhada, rodeadas de arvores sem
sintomas (copa verde). Foto de NemaINIAV

Interacoes Biolégicas na DMP

A DMP resulta de uma complexa interacao bioldgica
entre trés agentes muito distintos: o NMP, B. xylophilus;
o seu inseto-vetor, Monochamus spp. (Coleoptera:
Cerambycidae) que permite o transporte e dispersao
do NMP; e a arvore hospedeira, maioritariamente Pinus
spp. (e.g., pinheiro bravo, P. pinaster) (Figura 2). A infecao
pelo NMP ocorre através da alimentagao do inseto-vetor
em arvores saudaveis (conhecida por transmissao
primaria). O NMP entra na arvore e dispersa-se pelo
sistema vascular e canais resinosos, alimentando-se das
células vivas do parénquima (fase fitofaga do NMP). O
ciclo de vida do nematode é composto por 4 estados
juvenis (J -J,) até finalmente passar para o estado adulto,
com machos e fémeas. Em condig¢des favoraveis, o NMP
reproduz-se rapidamente podendo completar o ciclo
de vida (de ovo a adulto) em apenas 6 dias. Como
resultado, os nematodes bloqueiam a conducao de agua
no xilema, induzindo a producdo anormal de
metabolitos que contribuem para a cavitagao dos vasos
condutores, e consequente morte do hospedeiro. Em
condigdes desfavoraveis, como falta de alimento, o NMP
muda para estddios de dispersédo (J; e J,;), adaptados a
transmissao pelo inseto vetor. A medida que a arvore
entra em declinio, o NMP passa a alimentar-se dos
fungos que coabitam esse hospedeiro, nomeadamente
os fungos do azulado da madeira (fase micetéfaga do
nematode). Os ntimeros de NMP na arvore infetada
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Figura 2 - Ciclo de vida do neméatode da madeira do pinheiro Bursaphelenchus xylophilus (Adaptado de Lee et al. 2020, MCT 17: 1-13)

podem variar entre 1000 e 10000 nematodes por grama
de madeira, dependendo da idade do hospedeiro e da
extensdo de colonizagdo pelos fungos do azulado. As
arvores mortas ou em declinio sdo ambientes atrativos
para a oviposicao do inseto-vetor através da qual o
NMP pode ser de novo transmitido (transmissao
secundaria). Antes da emergéncia do inseto-vetor, os
NMPs evoluem para o estado ], também conhecido por
estadio dauer, agregando-se nas camaras pupais até
entrarem para os insetos através das suas aberturas
naturais (e.g., espiraculos) (Futai, 2013). Para além dos
agentes da DMP ja descritos, outros fatores sao
considerados como adjuvantes da doenga,
nomeadamente as condi¢des climaticas (e.g.,
temperaturas elevadas permitem acelerar o ciclo de
vida do NMP e consequentemente o declinio da arvore)
bem como as comunidades microbianas (bactérias e
fungos) da arvore hospedeira.

Investigacao & Desenvolvimento:
do PineEnemy ao MycoExplorer

Financiado em 2018 através do Programa
Operacional Regional de Lisboa e do Alentejo no ambito
dos projetos de Investigacao Cientifica e Tecnoldgica
da Fundagao para a Ciéncia e Tecnologia (FCT), o projeto
PineEnemy - Estudo das interagdes nematode-fungos
na doenga da murchidao do pinheiro (LISBOA-01-0145-
FEDER-028724) (c.a. 202.350,00 euros), liderado pelo
INIAV, tem como principal objetivo o esclarecimento
da estrutura e dindmica das interagdes entre o
nematode e a comunidade fungica que lhe estd associada
no contexto da DMP, de modo a contribuir para a
implementacdo de novas abordagens para o controle
da doenga. A micobiota (comunidade de fungos)
associada a DMP foi caracterizada em trés regides do
pais (considerados focos graves da doenca em Portugal)
através de duas abordagens distintas e
complementares: isolamento dos fungos em cultura e
descricao por analise metagendémica recorrendo a
tecnologias de sequenciacao massiva. Foram assim
identificados fungos antagonistas do NMP com
propriedades nematodicidas capazes de reduzir
significativamente a multiplicagdo do nematode (em

cerca de 80-90%, dados nao publicados). O
MycoExplorer - Micobiota antagonista no combate da
doenga da murchidao do pinheiro, surgiu do decorrer
destes trabalhos, e visa explorar o potencial do
biocontrolo da micobiota natural do pinheiro bravo
para o desenvolvimento de um produto bioldgico
natural, de facil aplicagdo em arvores ja afetadas pelo
NMP. E composto por quatro fases: duas fases inerentes
a investigacao com analise transcriptomica [estudo do
conjunto de transcritos (RNAs) sendo, portanto, o
reflexo direto da expressdao dos genes], e analise
metabolémica [identificacdo e quantificacao dos
metabolitos produzidos] dos fungos ja identificados
pela sua acao nematodicida relativamente ao NMP;
uma terceira fase de aplicacdo em campo, também
conhecida por proof-of-concept, e a fase final de
transferéncia de conhecimento a comunidade e
principais stakeholders. O MycoExplorer ira desvendar
e compreender quais os compostos bioativos da
micobiota responsaveis pelo efeito nematodicida do
fungo. O caracter inovador do projeto
PineEnemy | MycoExplorer foi distinguido na 72 Edigao
do Prémio Empreendedorismo e Inovagao 2020
organizado pelo Crédito Agricola na categoria de
Sustentabilidade na Producao e Transformacgao (valor
de 5000 euros).

Figura 3 -Equipa do NemalINIAV (da direita para a esquerda:
Filomena Nobrega, Maria Jodo Camacho, Margarida Fontes, Lourdes Silva,
Maria de Lurdes Inécio, Leidy Rusinque, Marina Cardoso, Claudia Vicente)
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