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O nematodo do pineiro (Bursaphelenchus xylo-
philus), orixinario de Norteamérica, esta con-
siderado unha grave ameaza para os bosques
de Europa e Asia, por ser o causante dun forte
murchamento nos pineiros fora da sta area de
orixe. Este nematodo foi detectado en Europa por
primeira vez en 1999 en Portugal (peninsula de
Setubal), desde onde se estendeu a todo o pais. A
primeira deteccién en Espana tivo lugar en 2008,
en Caceres, e posteriormente detectironse novos
focos en Pontevedra e en Salamanca. Actual-
mente, o nematodo esta confinado a estas areas,
pero todo apunta a que a enfermidade se poderia
facilmente estender ao resto de Espafna e mesmo
a Francia. Compre lembrar que o nematodo do
pineiro esta declarado patéxeno en corentena
na Unién Europea.

Nos pineiros (Pinus spp.) e noutras coniferas,
o principal mecanismo de defensa fronte aos
patoxenos, axentes abidticos ou feridas meca-
nicas, é a producién de resina. Esta substancia,
unha mestura complexa de compostos volatiles
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(monoterpenos e sesquiterpenos) e non volatiles
(acidos diterpenos), sintetizase e almacénase
nunhas estruturas da planta chamadas condutos
resiniferos ou canles resiniferas.

Os pineiros presentan na madeira e na casca
unha ampla rede de condutos resiniferos inter-
conectados —tanto axial como radialmente— que
suponen unha primeira lina de defensa fronte
aos ataques ou perturbacions (condutos resi-
niferos constitutivos). Como segunda lina de
defensa ante un ataque, estimulase a producion
de resina e formanse novos condutos resiniferos
(condutos resiniferos traumaticos).

O nematodo do pineiro transmitese cando uns
escaravellos (Monochamus galloprovincialis é o
Unico vector conecido en Europa) se alimentan
do floema de pineiros sans ou depositan os ovos
en pineiros xa deteriorados. Un estudo recente
puxo de manifesto que a presenza de condutos
resiniferos mais anchos poderia favorecer a
dispersién do nematodo no interior do pineiro,

Grupo de especies con alta susceptibilidade

Pinus pinaster

Pinus radiata

Pinus sylvestris

3 DPI 41 DPI 3 DPI

41 DPI

3 DPI 41 DPI

Cambios nos sintomas observados nas especies de alta susceptibilidade 3 e 41 dias tras a inoculacion (DPI, dias post-
inoculacion) co nematodo da madeira do pifeiro. As especies de baixa susceptibilidade non mostraron cambios
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e aumentar asi a sta susceptibilidade & enfer-
midade.

O obxectivo deste traballo foi investigar a re-
lacion entre as caracteristicas anatémicas dos
condutos resiniferos constitutivos de varias
especies de pineiro e a sta susceptibilidade ao
nematodo. Un segundo obxectivo foi comprobar
se a infeccion do nematodo inducia 4 formacién
de novos condutos ou a un cambio no seu dia-
metro.

Metodoloxia e deseno experimental

- Clasificacion dos piieiros segundo a
sua susceptibilidade ao nematodo

Os investigadores clasificaron os pineiros en
dous grupos segundo a susceptibilidade ao ne-
matodo mostrada en estudos previos:

- Grupo de baixa susceptibilidade: P. canarien-
sis, P. halepensis, P. pinea e P. taeda,

- Grupo de alta susceptibilidade: P. pinaster,
P, radiata e P. sylvestris.

« Inoculacion e cuantificacion do nematodo

As sementes de 7 especies de pineiro antes men-
cionadas foron sementadas nun invernadoiro a
22,5 OC e regadas duas veces por semana. Can-
do as plantas acadaron unha media de 69-138
cm de altura, inocularonse con
300 pl dunha suspension que
contina 600 nematodos (illado
procedente das Neves e cultivado
no laboratorio sobre un cultivo
de Botrytis cinerea en medio
PDA), que foi introducida nun
corte lonxitudinal feito no talo
da planta.

O deseno experimental foi de
bloques completos aleatorios,
con 4 repeticions para cada un
dos seguintes 3 tratamentos:

- Plantas inoculadas con auga
- Plantas non inoculadas (control)

Os nematodos foron cuantificados 42 dias
post-infeccion mediante a técnica do funil de
Baermann modificada. A stia presenza cuanti-
ficouse por separado nas diferentes partes da
planta e expresouse como densidade de nema-
todos no talo, nas raices ou na planta enteira.

- Observacion das caracteristicas
anatomicas e morfoldxicas
ao microscopio optico

Para a observacion anatomica, os investigadores
empregaron segmentos da planta cortados 5 cm
por riba da zona onde tivera lugar a inoculacion
do nematodo, que 4 sta vez foron cortados trans-
versalmente cun grosor de 20-30 p coa axuda dun
microtomo. Previamente a4 observacion, estas
mostras que continan os tecidos correspondentes
ao cortex, ao xilema e 4 medula foron tinguidas
cunha solucién de safranina (1 %) e azul alcian
(1 %), montadas e deshidratadas. Os investiga-
dores mediron os seguintes parametros:

- Variables do crecemento radial: crecemento
do cortex e do xilema

- Variables do crecemento axial: tamano dos
condutos no cértex e no xilema; frecuencia
dos condutos no cortex e no xilema; e area
dos condutos no cértex e no xilema.

Seccion transversal dunha plantula de Pinus halepensis tinguida con safranina

- Plantas inoculadas cunha
suspension de nematodos

(vermello) e azul alcian (azul). Variables medidas que se mostran na figura:
crecemento do xilema (Xg), crecemento do cértex (Cg), tamafo dos condutos

no cortex (CsC) e tamano dos condutos no xilema (CsX)
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Relacion entre as caracteristicas
anatomicas constitutivas e a
susceptibilidade ao nematodo

Os investigadores atoparon unha variacién
significativa nas caracteristicas anatémicas
dos pineiros pertencentes aos dous grupos de
sensibilidade ao nematodo. O grupo de alta sus-
ceptibilidade ao nematodo (P. pinaster, P. radiata
e P. sylvestris) amosou un maior crecemento do
xilema e un maior tamano dos condutos resini-
feros do cortex, asi como unha menor frecuencia
dos condutos resiniferos do cértex e un menor
tamano dos condutos resiniferos do xilema, que
o grupo de baixa susceptibilidade (P. canariensis,
P. halepensis, P. pinea e P. taeda).

Caracteristicas anatomicas inducidas
pola inoculacion do nematodo

A inoculacién co nematodo afectou principal-
mente as caracteristicas anatoémicas do xilema.
En concreto, a frecuencia dos condutos resini-
feros do xilema e a area do xilema ocupada por
condutos resiniferos foron significativamente
maiores nas plantulas inoculadas co nematodo
que nas plantulas inoculadas s6 con auga.

Os autores tamén observaron unha interaccion
significativa entre o tratamento e o grupo de
susceptibilidade para estes dous dltimos para-
metros. Asi, nos dos pineiros do grupo de alta
susceptibilidade, a inoculacién co nematodo pro-
ducia condutos resiniferos mais pequenos pero
mais abundantes que nas plantas inoculadas con
auga; mentres que no grupo de baixa suscepti-
bilidade, esta inoculacién resultaba en condutos
mais grandes, pero da mesma frecuencia que os
das plantulas inoculadas con auga.

Relacion entre as caracteristicas
anatomicas e a presenza
de nematodos

O ntmero de nematodos contabilizados nas
plantulas inoculadas foi maior no grupo de alta
susceptibilidade que no de baixa susceptibili-
dade. A porcentaxe de plantulas con presenza

de nematodos estivo significativamente co-
rrelacionada co crecemento do xilema. Cando
os autores intentaron distinguir entre raices e
talo, a porcentaxe de plantulas con presenza
de nematodos nas raices estaba relacionada co
tamano dos condutos resiniferos no cortex; men-
tres que a porcentaxe de plantulas con presenza
de nematodos no talo estaba, pola stia banda,
correlacionada co didmetro deste.

Conclusions

O grupo de pineiros con alta susceptibilidade
presentou condutos resiniferos constitutivos
no cortex mais anchos, asi como unha maior
frecuencia de condutos resiniferos no xilema
tras a infeccién, en comparacion co grupo de pi-
neiros de baixa susceptibilidade. Estes resultados
apoian a teoria de que o tamano dos condutos
resiniferos constitutivos do cértex é un bo indi-
cador da susceptibilidade ao nematodo, xa que
inflie na stia migracién inicial. En cambio, as
variables dos condutos constitutivos do xilema
non se asociaron coa susceptibilidade, ainda que
os cambios inducidos nos ditos condutos tamén
poderian influir nela. As especies altamente sus-
ceptibles tenden a mostrar crecementos radiais
maiores que as especies pouco susceptibles.

Non obstante, todas estas tendencias dos trazos
anatomicos non determinan de forma concluinte
a susceptibilidade ao nematodo, polo que deben
existir outras caracteristicas que tamén afecten a
susceptibilidade, como, por exemplo, a complexa
composicion quimica do cértex, rico en fenois,
nitréxeno, substancias liposolubles e cristais de
oxalato célcico.

Estes resultados, procedentes de experimentos
de inoculacién en condiciéns controladas de
invernadoiro, deberan ser confirmados en estu-
dos de campo, algo que os autores non puideron
levar a cabo debido a que o nematodo do pineiro,
Bursaphelenchus xylophilus, é un patéxeno en
corentena en toda a Union Europea.
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