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“Existence is a strange bargain. Life owes us little, we owe it everything. The only

true happiness comes from squandering ourselves for a purpose.”
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REsSUMO

Numa altura em que a Floresta de Pinho em Portugal se encontra extremamente
fragilizada pelo alastramento do nematodo da Madeira do Pinheiro a todo o territorio
continental, surge uma nova ameaca, 0 que tende a agravar o estado fitossanitario do
Pinhal. Fusarium circinatum Nirenberg & O”"Donnell (teleomorfo Gibberella circinata
Nirenberg & O Donnell), agente responsavel pelo cancro resinoso do pinheiro, foi
oficialmente assinalado em Portugal em Abril de 2008, num viveiro localizado na
cidade de Anadia. O cancro resinoso afecta varias espécies de Pinus, tendo sido também
observado em Pseudotsuga menziesii. Esta doenca representa uma grande ameaca, pois
provoca uma acentuada reducdo no crescimento e na qualidade da madeira e causa uma
elevada taxa de mortalidade. F. circinatum foi considerado um organismo de quarentena
em inimeros paises do mundo o que promoveu o desenvolvimento de ferramentas
especificas para a deteccdo deste patogene. O trabalho aqui desenvolvido visava a
detecdo da presenca de Fusarium circinatum em diferentes espécies de Pinus e
Pseudotsuga menziesii provenientes da regido centro de Portugal. Até Maio do presente
ano foram recebidas um total de 85 amostras de Pinus sp. (com uma quantia variavel de
plantas). De cada amostra seleccionou-se um numero representativo de plantas, dando
especial atencdo aos individuos que apresentavam sintomas. No caso de plantas
aparentemente saudaveis a seleccdo foi feita ao acaso. Destas, foram recolhidos
pequenos fragmentos (1cm de comprimento, 4 fragmentos por planta) nas areas com
lesbes ou, no caso de plantas assintomaticas, do sistema radicular. Efectuou-se uma
esterilizacdo superficial destes pedagcos com hipoclorito de sédio a 2% e posteriormente
inocularam-se em PDA (potato dextrose agar) suplementado com 0,5 mg/ml de
estreptomicina. Ao fim de 5 dias, todas as colonias visualmente identificadas como
Fusarium foram isoladas em PDA e SNA (Spezieller Nahrstoffarmer agar) e incubadas
a 25°C durante 10 dias. A identificacdo da espécie Fusarium circinatum foi feita
primariamente com base no aspecto da cultura e em caracteristicas morfologicas. Esta
identificacdo foi confirmada por meio de PCR, onde foram utilizados primers
especificos para esta espécie, CIRC1A/CIRC4A, resultando num fragmento de 360 pb
da regido IGS (Intergenic Spacer Region) do ADN ribossomal. Das 85 amostras, apenas
3 se mostraram positivas. O primeiro resultado positivo proveio de uma amostra colhida
num viveiro onde o fungo ja havia sido detectado e supostamente erradicado. O

segundo foi isolado, pela primeira vez, de material vindo de um viveiro diferente. O




ultimo teve origem numa plantacdo na qual foram utilizadas plantas doentes
provenientes de um viveiro contaminado. Casos como estes acarretam graves
consequéncias, quer em termos financeiros bem como a ameaca de uma espécie de
grande valor, o que reforca a importancia de uma atempada detec¢do e controlo da

doenca.

Palavras-chave: Cancro resinoso; diagnostico; Pinus spp.; Pseudotsuga menziesii.




ABSTRACT

At a time when the Portuguese Pine forest is extremely fragile due to the spread of
the pine wood nematode through the entire continental territory, a new threat emerges
which tends to worsen the phytosanitary condition of the forest. Fusarium circinatum
Nirenberg & O Donnell (teleomorph Gibberella circinata Nirenberg & O”Donnell), the
casual agent of pitch canker disease, was officially reported in Portugal on April 2008 in
a nursery located in Anadia. Pitch canker affects several species of the genus Pinus and
is also reported to affect Pseudotsuga menziesii. This disease is a serious threat to pine
forests wherever it occurs, by reducing growth and timber quality and causing extensive
tree mortality. F. circinatum has been listed as a quarantine organism in numerous
countries throughout the world, which prompted the development of specific tools for
the detection of this pathogen. The purpose of this research is to detect the presence of
Fusarium circinatum in Pinus spp. and Pseudotsuga menziesii from the central region
of Portugal. Until May of the current year a total of 85 samples of Pinus sp. (each with a
variable number of plants) were received. From each sample, a certain number of plants
was selected to represent it, giving special attention to individuals displaying the
symptoms. If no symptoms were observed the selection was made randomly. From the
selected plants, small fragments were collected (1cm long, 4 pieces per plant) in the
areas displaying lesions or in the case when no symptoms were observed, the fragments
were removed from the root system. A superficial sterilization was performed using 2%
sodium hypochlorite, and isolations were done on PDA (potato dextrose agar)
supplemented with 0.5 mg/ml of streptomycin sulfate. After 5 days, the visually
identified Fusarium species were isolated to obtain pure cultures on PDA and SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer agar) and incubated at 25°C for 10 days. The species was
identified as Fusarium circinatum on the basis of morphological and culture medium
characteristics. The identification was confirmed by PCR with specific primers
CIRC1A/CIRCA4A, resulting in a 360 bp DNA fragment of the IGS (Intergenic Spacer)
region of the rDNA. Out of the 85 samples, only 3 displayed signs of contamination.
The first positive result belonged to a sample obtained in a nursery where the fungus
had already been detected and supposedly eradicated. The second was isolated from the
first time on a different nursery. The last one originated in a plantation where plants

from a contaminated nursery were used. This situation carries severe consequences such




as great financial losses as well as a threat to a species of great value, which strengthens

the importance of a timely detection and control of the disease.

Keywords: diagnosis; Pinus spp.; pitch canker disease; Pseudotsuga menziesii.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - O género Fusarium

O género Fusarium representa um dos principais grupos de fungos Ascomicetos. Os
seus membros encontram-se amplamente distribuidos por todo o mundo e séo
frequentemente responsaveis por grandes perdas economicas, ao reduzirem o
rendimento de diversas colheitas e a qualidade dos alimentos nestas produzido (Nelson
et al. 1983; Leslie & Summerell 2006; Kvas et al. 2009). Pelo menos 80% das plantas
cultivadas estdo associadas a, no minimo, uma doencga causada por espécies deste
género (Fig.1) (Leslie & Summerell 2006).

Neste grupo, entre muitas outras, encontramos espécies que causam doengas em
cereais (White 1980; Parry et al. 1995; Nyvall et al. 1999; Goswami & Kistler 2004),
outras responsaveis por murchid@es ou apodrecimento do sistema radicular em plantas
ornamentais (Kraft et al. 1981; Linderman 1981; Nelson et al. 1981) e ainda alguns
causadores de cancros em Folhosas e/ou Resinosas (Bloomberg 1981; Dwinell et al.
1981, 2001; Wingfield et al. 2008). Mais recentemente, certos Fusarium foram também
reconhecidos como sendo patdgenos humanos associados a inumeras infecgdes,
sobretudo em pacientes com o sistema imunitario fragilizado (Nelson et al. 1994; Nucci
& Anaissie 2002; Summerbell 2003; Dignani & Anaissie 2004). Este género é também
muito conhecido pela producdo de diversas micotoxinas contaminantes de alimentos
(Marasas et al. 1984; Joffe 1986; Chelkowski 1989; Desjardins 2006), em que 0 Seu
consumo pode provocar sérias consequéncias em animais e mesmo no Homem
(D’Mello et al. 1999; Placinta et al. 1999; Morgavi & Riley 2007).

Desde que foi estabelecido por Link, em 1809, o género Fusarium tem recebido
muita atencdo em literatura cientifica. Uma parte significativa destes estudos esta
relacionada com a sua controversa taxonomia (Leslie & Summerell 2006; Kvas et al.
2009), que na sua maioria foi dominada pela utilizacdo de caracteres morfoldgicos para
a diferenciagdo das diferentes espécies. Nos anos 90, com o aumento da utilizacdo de
métodos baseados no estudo do ADN, tornou-se claro que as classificagcbes baseadas
unicamente na morfologia subestimam a enorme diversidade existente dentro deste
género. A utilizacdo da informacdo contida no ADN revolucionou a sua classificacdo e
permitiu a separacdo de muitas espécies distintas que anteriormente eram consideradas
como uma sé (O’Donnell 2000; O’Donnell et al. 2000a; O’Donnell et al. 2004).
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Actualmente, algumas das especies melhores estudadas pertencem ao complexo
Gibberella fujikuroi (CGF). Aqui encontram-se pelo menos 36 formas anamorfas de
Fusarium spp. e do qual Fusarium circinatum, alvo do estudo aqui apresentado,

também faz parte (Pérez-Sierra et al. 2007).
1.2 - O cancro resinoso do pinheiro - Fusarium circinatum
1.2.1 - Taxonomia

O conceito genérico para o diagnostico de Fusarium em espécies vegetais utilizado
por Link, baseava-se na presenca de esporos com formato caracteristico de canoa ou
banana. Hoje sabemos que este ndo pode, no entanto, ser o Unico caracter a ter em conta
nesta identificagdo (Fig.1) pois fungos distintos podiam ser equivocamente identificados
como pertencentes a este género (Leslie & Summerell 2006).

Figura 1 - Esporos de diferentes espécies fangicas com formato semelhante, (A) Fusarium solani [9], (B)
Geoglossum umbratile [10], (C) Oedohysterium sinense [11], (D) Tubeufia cylindrothecia [12], (E) Ascocoryne
cylichnium [13].

Ao longo dos anos, Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell, agente responsavel
pela doenga vulgarmente denominada de cancro resinoso do pinheiro, ja sofreu varias
alteracdes de designagédo (Leslie & Summerell 2006). Em 1946, quando descrito pela
primeira vez, foi referido como uma espécie de Fusarium nao identificada pertencente a
seccdo Liseola (ndo produtores de clamiddsporos) (Heptig & Roth 1946). Trés anos
mais tarde, foi designado como Fusarium lateritium Nees f.sp. pini Heptig, seccdo
Lateritium (Snyder et al. 1949). Nos anos 70 foi reclassificado como Fusarium
moniliforme Sheldon var. subglitinans Wollenweber & Reinking, baseado na estrutura
dos seus conidiéforos e na producdo abundante de microconidios, sendo reinserido na
seccdo Liseola (Dwinell & Phelps 1977; Kuhlman et al. 1978). Em 1983 esta variedade
foi considerada uma especie independente, Fusarium subglitinans (Nelson et al. 1983).
Correll et al. (1992), por observacdo de padroes RFLP do ADN mitocondrial e da
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especificidade de hospedeiro, designou-o como uma forma specialis de F. subglutinans,
denominando-o de F. subglutinans f.sp. pini.

Em 1998, Nirenberg e O'Donnell classificaram este fungo como uma espécie
distinta, pelo que lhe foi atribuido o nome de Fusarium circinatum Nirenberg &
O'Donnell. Esta diferenciacao, relativamente a F. subglutinans, foi feita tendo em conta
a estrutura das suas polifialides e a presenca de hifas estéreis circinadas. A forma
teleomorfica foi designada de Gibberella circinata Nirenberg & O'Donnell. A sua
separacdo como um taxon distinto foi sustentada por linhagens filogenéticas baseadas
na analise das sequéncias dos genes codificantes da B-tubulina e de factores envolvidos
no alongamento durante a transcri¢do (O’Donnell et al. 1998; O’Donnell et al. 2000b).
Subsequentemente foram levantadas algumas duvidas relativas a esta classificagéo, pois
apenas um pequeno numero de isolados foi utilizado para a descricdo morfologica e um
unico cruzamento na caracterizacdo da fase sexuada. Britz et al. (2002) concluiram que
as caracteristicas morfolégicas de entre um grande numero de isolados de F. circinatum
e G. circinata eram consistentes com a descricdo feita originalmente, apenas com
algumas pequenas diferencas. A diferenciacdo deste taxon foi, mais uma vez,
confirmada pelas andlises do gene da histona H3 (Steenkamp et al. 1999), do gene
responsavel pela reproducdo sexuada (Steenkamp et al. 2000) e da regido IGS do ADN
ribossomal (Schweigkofler et al. 2004).

E esta a identificacdo que se mantém até aos dias de hoje. As nomenclaturas
anteriormente utilizadas sdo consideradas como sindnimos desta espécie e prevalecem
na literatura mais antiga. Incluido na Ordem Hypocreales e na Familia Nectriaceae,
Fusarium circinatum tem sido alvo de grande atencdo nos ultimos anos devido aos
surtos de infeccdes severas que tem causado, o que conduziu a sua inclusdo na lista A1,
n°® 306, da EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization) como

organismo de quarentena.
1.2.2 - Distribuicdo geograéfica

O cancro resinoso é autoctone do sudeste dos Estados Unidos da América, onde foi
registado pela primeira vez em 1946 (Hepting & Roth 1946). Esta doenca ocorre
naturalmente na regido abrangida pela Florida, no sul, Virginia, a norte, até ao Texas,
mais a sudoeste (Dwinell et al. 1985), onde ocasionalmente, sob condi¢cfes de stress
abiotico, podem ocorrer surtos bastante severos (Blakeslee et al. 1979; Barrows-

Broadus & Dwinell 1985). Ai, normalmente causa danos econdmicos apenas em
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plantagdes ou viveiros, sendo raro torna-se um problema em florestas nativas de Pinus
spp. (Blakeslee et al. 1979). Em 1986, foi observado pela primeira vez na Califérnia, na
costa oposta do Pais (McCain et al. 1987). A sua incidéncia mais severa ocorreu no
distrito de Santa Cruz em populacdes de Pinus radiata, Pinus muricata e Pinus
halepensis, sendo apontado como o responsavel pela debilidade geral e amarelecimento
dos pinheiros. Inicialmente encontrava-se confinado a plantagcdes, mas em 1992 foi
observado em populagfes naturais de P. radiata em Monterey. Poucos anos mais tarde
havia evidéncias de que a doenca se alastrara por toda a costa do estado da Califérnia
(Gordon et al. 1996).

Hational record Subnational record

|I| Present |E| Present

@ Present only in some areas @ Present only in some areas 2006-09-19

Figura 2 - Distribuicdo mundial de F. circinatum até 2006 [14].

Até aos anos 80, o Unico registo da doenca fora dos Estados Unidos foi feita por
Heptig e Roth (1953), onde denotavam a sua abundancia, no Haiti, em Pinus
occidentalis. Desde entdo, ja se ha disseminado por outros Continentes (Fig.2). No fim
dos anos 80, foi detectada em individuos de Pinus luchuensis que exibiam cancros
resinosos ao longo do tronco, nas ilhas de Amamiooshima e Okinawa, no Japao
(Muramoto & Dwinell 1990).

F. circinatum surgiu na Africa do Sul, em 1990, num viveiro florestal causando um
apodrecimento geral das plantulas de Pinus patula (Viljoen et al. 1994). Provavelmente,
tera sido introduzido de forma acidental via sementes infectadas provenientes do
México (Britz et al. 2001). Apds o surto inicial a infec¢do estendeu-se a outros viveiros,
onde causou sérios problemas em varias espécies de Pinus (Britz et al. 2001 e 2005). Na
Africa do sul, o sintoma tipico desta doenca, presenca de cancros resinosos, nio era
observado em arvores adultas (Viljoen et al.1994; Wingfield et al. 2002). No ano de

1995 foi confirmada a sua presenca no México, predominantemente em plantacoes de P.
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radiata e P. halapensis e em povoamentos naturais de P. douglasiana, P. leicophylla, P.
duragensis entre outras espécies de Pinus (Dwinell et al. 2001). Sete anos mais tarde,
comprovou-se a sua introducdo no Chile, onde a situacdo da doenga era semelhante a
encontrada na Africa do Sul (Wingfield et al. 2002).

Este fungo foi referenciado pela primeira vez na Unido Europeia (Fig.3) em 2005,
no norte de Espanha, em viveiros de P. radiata, onde provocou uma extensa
mortalidade das plantas jovens, e P. pinaster e em povoamentos de P. radiata (Landeras
et al. 2005; Pérez-Sierra et al. 2007). Italia foi o segundo pais a reportar a doenca, tendo
0s primeiros sintomas sido observados no norte do pais em arvores adultas de P.
halepensis e P. pinea, no Inverno de 2003-2004 (Carlucci et al. 2007). Em 2006, o
boletim da EPPO registava a sua ocorréncia em Franca, em Pseudotsuga menziesii
(EPPO 2006). Em Portugal, foi oficialmente assinalado no més de Abril de 2008, em
grupos de P.radiata e P. pinaster, num viveiro situado na cidade de Anadia, na regido

central de Portugal (Braganga et al. 2009).

o

Figura 3 - Pontos de ocorréncia de F. circinatum na Unido Europeia (viveiros, plantagdes ou florestas nativas) até
2009 [15].

A possibilidade de dispersdo de Fusarium circinatum é uma grande preocupacao
para paises como a Australia e Nova Zelandia, onde existem extensas plantacGes de
espécies susceptiveis a este fungo (Dick 1998).

A sua ocorréncia global prevalece em &reas costeiras (EFSA 2010).
1.2.3 - Hospedeiros e a sua susceptibilidade

Sdo consideradas mais de 47 espécies de Pinus susceptiveis a este fungo (Dick
1998), incluindo espécies tipicamente mediterranicas, como P. halepensis, P. pinea, P.

pinaster e P. sylvestris, e outras originarias da América do Norte, tais como P. contorta
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e P. strobus, e da Asia, P. densiflora e P. thunbergii, mas comumente plantadas na
Europa (Fig.4) (EPPO 2005).

Pseudotsuga menziesii € a Unica espécie, fora do género Pinus, afectada pelo
patdgeno (Storer et al. 1994). Aldéctone da Europa, encontra-se especialmente em
jardins e plantagdes, tendo por isso uma distribuicdo bastante esparsa (EFSA 2010).

Apesar de o Pinheiro ser o hospedeiro usual para F. circinatum, algumas espécies
parecem ser resistentes a sua infeccdo existindo ainda diferencas quantitativas de entre
aquelas que lhe séo susceptiveis (Rockwood et al. 1988; Viljoen et al. 1995a). Existem
indicacdes de que P. radiata sera uma das mais susceptiveis (Correl et al. 1991; Dick
1998; Hodge & Devorak 2000). Pinus brutia e P. thunbergiana sdo exemplos de
espécies resistentes. A resisténcia relativa entre as diferentes espécies é controlada ndo
sO por factores genéticos, mas também por factores ambientais (McCain et al. 1987;
Gordon et al. 1998).

Percentage of pine coverage
per square Kilometer

<1%

VON -
M BT

Figura 4 - Distribuicdo geografica das espécies hospedeiras de F. circinatum na Europa [15].

Barrows-Broaddus e Dwinell (1980) sugeriram que o fungo responsavel pelo cancro
resinoso fosse também patogénico para Gladiolus spp., sendo esta hipdtese mais tarde
refutada por Viljoen et al. (1995b), que mostrou que o fungo responsavel pelo
apodrecimento dos bolbos de Gladiolus era a espécie Fusarium proliferatum.

Até a data e até prova em contrario, F. circinatum é patogénico exclusivamente em

coniferas.
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1.2.4 - Sintomas

O cancro resinoso é uma doenca dindmica. Cada surto € um caso singular, resultante
da interaccdo Unica entre o patdgeno, o seu hospedeiro e as condi¢Bes bioticas e
abioticas caracteristicas do local (Dwinell et al. 1985).

Fusarium circinatum pode afectar as partes vegetativas e reprodutivas dos
hospedeiros susceptiveis, em qualquer fase do seu desenvolvimento. Raizes, troncos,
ramos, rebentos, agulhas, pinhas e sementes podem ser infectados (Dwinell et al. 1985;
AFN 2010). Em adicdo, os sintomas desta doenca variam entre as diferentes espécies
hospedeiras (Dwinell et al. 1985). Em Pseudotsuga menziesii é caracterizada pelo
perecimento dos galhos, com inchagos resinosos no ponto de infec¢do, ndo acarretando
danos maiores (Storer et al.1994). Por sua vez, tem sido demonstrada a capacidade de
causar danos fisiologicos bastante severos em Pinus spp., conduzindo, muitas vezes, a
morte do individuo em quest&o.

Em geral, os sintomas caracteristicos nas plantas adultas (Fig.5, E, F e G) incluem a
presenca de cancros, frequentemente associados a exsudac¢fes abundantes de resina.
Estes podem rodear por completo o tronco e os ramos, havendo a possibilidade de
estrangulamento da parte apical e consequente morte da copa da arvore (Landeras et al.
2005). A remocao da casca da arvore expde as lesdes subcorticais, deixando visivel os
tecidos descolorados e impregnados em resina (EPPO 2009). Na parte aérea ocorre
clorose, vermelhiddo e queda das agulhas nos ramos infectados, em simultaneo com a
seca dos mesmos (Correll et al. 1991; EPPO 2009), resultado da invasao das hifas de F.
circinatum do cortex adjacente para dentro dos vasos Xilémicos (Barrows-Broaddus &
Dwinell 1984). As pinhas nestes ramos podem também ser afectadas, correndo o risco
de abortar antes de se desenvolverem completamente (Correll et al. 1991; EPPO 2009;
AFN 2010). A infeccdo das raizes é normalmente observada em plantas jovens, mas
pode ocorrer em raizes expostas de arvores adultas. Os sintomas nas raizes incluem a
disrrupcao do cortex e descoloracao dos tecidos (EPPO 2009).

A infeccdo por F. circinatum promove um declinio muito acentuado no volume de
crescimento e na qualidade da madeira, atribuido ao stress hidrico e a morte progressiva
dos ramos (Dwinell & Phelps 1977; Arvanitis et al. 1984).

Nas plantas jovens (Fig.5, A, B, C e D) séo igualmente observadas lesdes no caule e
exsudacdes de resina. As agulhas adquirem uma coloracdo castanha avermelhada,

acabando por secar da base para o topo da planta. Murchid&o e encurvamento dos apices

22



(EPPO 2009; AFN 2010), consequéncia da capacidade do fungo obstruir a circulacéo da
agua pelos feixes vasculares. Este sintoma pode também ser observado em ramos novos
de éarvores adultas (Solel & Bruck 1990). A mortalidade, pré e pds emergéncia, das
plantulas é muito elevada (Viljoen et al. 1994). E frequente o apodrecimento radicular
em mudas originadas a partir de sementes contaminadas (EFSA 2010).

Plantas jovens infectadas nem sempre sdo evidentes, encontrando-se 0 patégeno
somente na parte inferior da planta (sistema radicular), coberta pelo solo (EPPO 2009).
Estas infeccdes sdo detectadas apenas quando o fungo atinge o colo (linha do solo) da
planta e comegam a ser manifestados alguns sintomas na parte aérea (EPPO 2009).

Ocasionalmente, podem ser observados esporodoquios (massa de esporos) de cor
salmdo na superficie dos ramos e do solo, em exemplares jovens ou adultos (AFN
2010).

Figura 5 - Sintomas do cancro resinoso em plantas jovens, (A) agulhas secas [19], (B) &pices murchos [19], (C)
esporodoquios [17], (D) exsudacdes de resina, e em plantas adultas [18], (E e F) cancros resinosos e tecidos
impregnados de resina [16], (G) agulhas secas [17].

Em ambos, individuos sintomaticos ou assintomaticos, o fungo pode estar presente
permanecendo como endofito, ndo havendo nenhum sinal da sua presenca (Storer et
al.1998; Dwinell et al. 2001).

As sementes ndo apresentam qualquer sintoma, no entanto o patdégeno pode estar
presente na superficie e/ou no seu interior, tornando-as um Optimo vector de
disseminacédo da doenca (AFN 2010). A termo de curiosidade, segundo a EUROSTAT,
em 2008, 11,220 toneladas de pinhdes, frescos ou secos, com e sem casca, foram
importados dentro dos 27 membros da Unido Europeia, dos quais 445 toneladas

destinavam-se a sementeira (EFSA 2010).
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Os sintomas ndo sdo exclusivos desta doenga, sendo facilmente confundidos com
aqueles causados por infecgOes de outros organismos, como por exemplo Sphaeropsis
sapinea, requerendo andlises laboratoriais para a confirmacdo da sua presenga (EPPO
2009; AFN 2010).

1.2.5 - Biologia e epidemiologia

O indculo de F. circinatum estd disponivel durante todas as esta¢cdes do ano. A
disperséo dos esporos ocorre, principalmente, durante os meses de Primavera, Veréo e
inicio do Outono, porém o fungo pode subsistir durante 0os meses de inverno em restos
vegetais (Iturritxa & Barredo 2006).

Na Natureza é conhecido por propagar-se assexuadamente através da producdo de
dois tipos de esporos, macro e microconidios. Até a data, o teleomorfo, Gibberella
circinata, foi observado exclusivamente em culturas laboratoriais. Tal pode dever-se ao
facto deste tipo de reproducdo ser favorecida por condi¢cdes ambientais diferentes,
nomeadamente temperatura (Inman et al. 2008), aquelas que sdo Optimas para o surto da
doenca (Covert et al. 1999). Em adicdo as duas estirpes sexuais tém de estar presentes
no mesmo local (Wikler et al. 2000). Contudo, a maior diversidade genética observada
nas populacdes do sudeste dos EUA, México e do sul de Africa levam a crer que esta
possa ocorrer em ambiente natural (Wikkler & Gordon 2000).

A dispersdo dos esporos ocorre através do vento, chuvas ou outros eventos
relacionados com o clima (por exemplo, granizo) (Blakeslee et al. 1979; Kuhlman et al.
1982; Dwinell et al. 1985; Fraedrich & Dwinnell 1997), insectos ou outros animais
vectores (Hepting e Roth 1953; EFSA 2010) e pelo movimento de material vegetal
infectado ou outras actividades levadas a cabo pelo Homem, como por exemplo préticas
de silvicultura (Wikler & Gordon 2000; EFSA 2010). A longa distancia, a disseminacéo
da doenca esta sobretudo associada ao comércio de material vegetal, sendo a circulacdo
de sementes infectadas o factor de maior risco, uma vez que nestas o fungo nao é
detectado visualmente (AFN 2010; EFSA 2010).

Qualquer ferida recente nos tecidos da planta, independentemente da causa ou da
localiza¢do, serve como ponto de entrada para o patdgeno (Dwinell et al. 2001).
Aberturas naturais da planta, como lenticelas de rebentos e os estomas das agulhas,
podem servir igualmente como pontos de acesso (Mansilla et al. 2005; AFN 2010).

Em arvores adultas, os ferimentos sdo normalmente provocados por insectos ou

accOes humanas, nomeadamente a utilizagdo de ferramentas de poda ou qualquer outro
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processo que lesione a planta (AFN 2010). Os insectos podem apresentar um papel
duplo na infec¢do por F. circinatum. Além de transportarem o in6culo do fungo, criam
feridas de alimentacdo permitindo a entrada de esporos por si transportados ou esporos
ja presentes na casca da arvore. No primeiro caso o insecto funciona como um
verdadeiro vector de dispersdo, no segundo apenas favorece o estabelecimento da
doengca (McCain et al. 1987; EFSA 2010). Estes insectos sdo essencialmente
Coledpteros (Hoover et al. 1996; Dallara 1997; Storer et al. 2004). Pinus radiata é
reconhecida como sendo a espécie associada ao maior nimero de insectos vectores da
doenca, comparativamente a qualquer outra espécie de Pinus (Dwinell et al. 2001).

Ganley (2006) sugeriu que outros animais, como por exemplo aves Passeriformes,
possam também servir como potenciais agentes dispersores ou causadores de
ferimentos.

Nas plantas jovens a infeccdo sucede, em geral, a partir de sementes infectadas ou de
indculo presente no substrato (EPPO 2005). O mecanismo através do qual este fungo
contamina as sementes, encontra-se ainda pouco estudado. Storer et al. (1998)
sugeriram que a infeccdo superficial ocorria pela entrada de propagulos nas pinhas
abertas, enquanto a infeccdo sistémica dar-se-ia pelo crescimento das hifas do fungo
através do pedunculo de ligacdo, até o interior da semente. Uma planta contaminada,
por contacto, facilmente transmite a doenca para as plantas envolventes (Mansilla et al.
2005).

A utilizacdo de material contaminado para reflorestacdo permite a disseminacéo da
doenca a novas areas (Mansilla et al. 2005).

O meio ambiente afecta ndo s6 o fungo, mas também o hospedeiro e a sua
susceptibilidade a doenca. Determinados factores de stress como secas ou alagamentos
do solo (Dwinell et al. 1985), fertilizacdo excessiva (Fisher et al. 1981) e poluicdo
(Carey & Kelly 1994) favorecem a maior incidéncia da doenca. Clima ameno e
humidade relativa elevada favorecem a infeccdo por este organismo, o que explica a
distribuicdo geogréfica da doenca sobretudo em areas costeiras (Gordon et al. 2001).
Segundo a avaliacdo de risco de F. circinatum para a Unido Europeia feita pela
European Food Safety Authority (EFSA), pela analise de padrbes de clima e
distribuicdo geografica do fungo, vastas areas no centro e norte de Portugal encontram-
se sob a ameaca do estabelecimento da doenca (EFSA 2010).

A sua sobrevivéncia como saprofita ainda ndo é bem compreendida. Estudos antigos

indicavam que F. circinatum poderia comportar-se como um tipico fungo habitante do
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solo, semelhante as podridées (Dwinell & Barrows-Broaddus, 1978; Dwinell et al.
1985). Todavia, Gordon et al. (2004) indicaram que este patdgeno ndo sobrevive bem
no solo, mas persiste tempo suficiente para que este substrato seja considerado um
veiculo de dispersdo. A razdo para tal € a elevada sensibilidade que F. circinatum
apresenta a Anthrobacter spp., uma bactéria comum que vive em grandes quantidades
no solo (Barrows-Broadus & Kerr 1981). Especialmente em viveiros, o solo €
considerado uma das fontes primérias de indculo (Dwinell & Barrows-Broaddus, 1978).
A auséncia de Fusarium spp. no solo das florestas de coniferas pode dever-se, em parte,

ao pH &cido que estes geralmente apresentam (Barrows-Broadus & Kerr 1981).
1.2.6 - Controlo

Até ao momento, ndo existem meios de promover um controlo absoluto do cancro
resinoso do pinheiro em viveiro e plantacdes florestais (Wilson et al. 1995). Uma
possivel abordagem para a reducdo do impacto desta doenca trata-se da aplicacdo de
meios de gestdo adequados, como por exemplo, medidas de quarentena (Dick 1998),
técnicas de silvicultura apropriadas (Dwinell et al. 1985) e a seleccdo de espécies
resistentes para cultivo (Gordon et al. 2001; Wingfield et al. 2002).

A implementacdo de medidas de quarentena é de grande importancia de forma a
evitar a dispersdo e estabelecimento do fungo para novas areas (Dick 1998). Estas
medidas devem incluir restricdo da importacéo e exportacdo de material florestal, assim
como o seu movimento dentro do proprio pais (Dick 1998; EFSA 2010).

Em plantaces, a melhor forma para evitar estes surtos é a correcta e apropriada
utilizacdo das técnicas silvicolas. O stress ambiental aumenta a incidéncia da doenga
(Dwinell et al. 1985), por isso os locais de plantagdo de vem ser apropriados, a
densidade de arvores ndo deve ser muito elevada e o local deve ter uma drenagem
adequada. Elevados niveis de fertilizacdo devem ser evitados (Fisher et al. 1981;
Blakeslee et al. 1999). Ndo devem ser utilizadas técnicas que causem lesdes nos
hospedeiros, minimizando os pontos de infecgdo da doenga (Dwinell et al. 1985). Os
ramos doentes devem ser removidos. Embora este processo ndo reduza o progresso da
doenca ou aumente o tempo de vida da planta, diminui as quantidades de indculo
disponivel (Gordon et al. 2001). Arvores severamente infectadas devem ser abatidas
(Storer et al. 1994; Gordon et al. 2001).

Nos viveiros, um dos mais importantes meios de prevencao contra 0 cancro resinoso

é a utilizacdo de sementes livres do patégeno (Dwinell et al. 1985; Wingfield et al.
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2008). No caso deste ja se encontrar presente e a doenca estar ja declarada, deve ser
estabelecido um periodo de quarentena, a fim de aplicar medidas de saneamento
adequado (Burgess & Wingfield 2002). A utilizacdo de &gua ndo contaminada para
irrigacao, solo e contentores estéreis, assim como a promoc¢éo do controlo de possiveis
agentes dispersores, devem ser considerados de forma a diminuir a incidéncia do fungo
e a prevenir surtos graves da doenca (Wingfield et al. 2008). Todo o material
contaminado deve ser arrancado e incinerado ou enterrado com cal viva, se possivel, no
préprio local (Gadgil et al. 2003; AFN 2010).

Equipamentos de poda, maquinarias e veiculos utilizados em areas infestadas devem
ser igualmente limpos e desinfectados apds a sua utilizacdo minimizando o risco de
espalhar o inéculo fangico a outras areas (Gadgil et al. 2003)

Quimicos como tiabendazol (C1oH;N3S), pertencente ao grupo dos benzimidazdis, os
fungicidas sistémicos mais utilizados comercialmente, foram testados em diferentes
concentrag0es e mostraram-se ineficientes na redugdo na doenca. Em adicdo, foram
comprovados niveis relativamente altos de resisténcia a derivados deste composto, entre
diferentes espécies de Fusarium (Yan & Dickman 1993).

A aplicacdo de peroxido de hidrogénio a 30% ou Thiram, em sementes
contaminadas, mostrou-se eficaz na eliminacdo do patdgeno presente na sua superficie
(Mansilla et al. 2005). Contudo, nenhum método provou ser totalmente eficiente na
eliminacdo do micélio do interior da semente, sem que esta fosse afectada (Storer et al.
1998; Wingfield et al. 2008).

A longo termo, a plantacdo de espécies resistentes deve ser considerada como uma
alternativa na gestdo da doenca em plantacées afectadas (Wingfield et al. 2002).

1.2.7 - Importéncia e impacto econémico

Existem cerca de 115 espécies de Pinus e todas sdo plantas lenhosas. Nativas do
hemisfério norte, estas arvores sdo de grande importancia em termos econdmicos e
ecoldgicos [1].

Os pinheiros estdo entre as espécies de maior valor comercial, sendo a sua madeira
um dos principais produtos de interesse [1]. Largamente comercializada na Europa, €
utilizada para inameros fins, como por exemplo em construgdo, producgdo de caixas de
transporte ou fabrico de moveis. SO em 2005, entre 0s 27 paises pertencentes a Unido
Europeia foram produzidos 317 milhdes de m® de madeira proveniente de coniferas,

Nota:

#] - Optou-se por esta designacdo para as referéncias bibliograficas online devido a extensdo do endereco electronico
correspondente.
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num total de 426 milhdes de m® (EUROSTAT 2007) [2]. A producdo de polpa e papel é
outra das suas utilidades. Portugal é o 11° maior produtor europeu de papel e cartdo,
com 1,8% da producdo total, e 0 4° maior produtor de pasta, com 7,1% do total. Esta
industria representa cerca de 7% da producdo industrial portuguesa e 1,5% do PIB,
empregando mais de 18000 pessoas (Celpa 2009) [3].

Dos pinheiros é também extraida resina, principalmente utilizada na producdo de
aguarrés, pés e 0leos ou outras esséncias [4], e as suas sementes sdo0 muito apreciadas na
alimentacdo [1]. Muitas vezes, sdo empregados na reflorestacdo de areas degradas,
como antigas areas mineiras. Apresentam ainda valor estético, sendo usados como
arvores ornamentais em muitos parques ou jardins, ndo esquecendo o seu papel na
época natalicia [1].

Aproximadamente 31% da floresta Portuguesa é ocupada por pinhal, do qual muitas
espécies susceptiveis ao cancro resinoso do pinheiro fazem parte (Inventarios Florestais
Nacionais 2010) [5].

Segundo o divulgado pela Associacdo Nacional de Empresas Florestais, Agricolas e
do Ambiente (ANEFA) a sustentabilidade da floresta de pinho em Portugal encontra-se
numa situacdo critica. Depois do nematodo da madeira de pinheiro e da reducéo dréastica
da taxa de arborizacdo que se tem verificado, o cancro resinoso do pinheiro € mais um
entrave que coloca em risco ndo sé as empresas do sector florestal, mas também toda a
industria que delas dependem para obterem a sua matéria-prima (ANEFA 2009) [6].

Desde 2009, os viveiros encontram-se sequestrados e impedidos de comercializar
todas as espécies de Pinus, até ser confirmada a presenca ou auséncia do patdgeno no
local. Fornecedores de material vegetal de reproducdo que apresentem amostras
positivas para F. circinatum deverdo ser proibidos de comercializar plantas coniferas
durante os dois anos seguintes e ainda assistir a destruicdo de todos os lotes
contaminados. No entanto, até essa data, apenas dois centros de analise (UTAD e
INRB) estavam protocolados com a AFN, o que tem condicionado capacidade e
celeridade de resposta. Esta situacdo tem deixado os viveiros em sobressalto, pois a falta
de informacéo, pode comprometer as proximas campanhas, uma vez que ndo poderdo
correr o risco de realizar a sementeira e depois ndo poderem comercializar as plantas
(ANEFA 2009) [6].

Em 2010, a FCTUC, em particular o CFE (Centro de Ecologia Funcional), foi
também integrada no projecto, tendo recebido as primeiras amostras vegetais apenas no
final desse ano (ANEFA 2009) [6].
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Os prejuizos economicos derivados desta situacdo sdo, sem duvida, dificeis de
estimar (ANEFA 2009) [6].

1.3 - Detecgéo de F. circinatum

N&o s6 em Portugal, mas em indmeros outros paises do mundo, F. circinatum foi
considerado um organismo de quarentena o que levou ao desenvolvimento de técnicas
especificas para a sua deteccao.

A identificacdo de F. circinatum em Pinus spp. e Pseudotsuga menziesii, segundo o
protocolo estabelecido pela European and Mediterranean Plant Protection Organization
(EPPO), é realizada através da utilizacdo de diferentes procedimentos, normalmente
envolvendo a conjugacdo da analise de caracteres morfolégicos com métodos

moleculares.
1.3.1 - Identificacdo Morfoldgica
1.3.1.1 - Meios de Cultura

Potato Dextrose Agar (PDA) é um meio ndo selectivo, rico em hidratos de carbono e
por isso utilizado para crescer um grande nimero de espécies de fungos. As estruturas
reprodutoras aqui formadas sdao muito variaveis entre si, em forma e tamanho, sendo por
isso pouco confidvel para a analise das mesmas. Contudo, a morfologia da colonia,
pigmentacdo e taxas de crescimento sdo consistentes, podendo ser usado no estudo
destas caracteristicas (Leslie & Summerell 2006).

Spezieller-Nahrstoffarmer Agar (SNA), por ser um meio de cultura pobre em
nutrientes, € normalmente utilizado para a identificacdo de microcaracteres e na
manutencdo de isolados de Fusarium. Além de limitar a degeneracdo da cultura,
promove uma esporulacdo uniforme e um bom desenvolvimento das células
conidiogénicas (Nirenberg 1976). Em adicdo, é transparente e as culturas podem ser

observadas directamente ao microscépio (Leslie & Summerell 2006).
1.3.1.2 - Caracteres Macroscopicos

Em PDA, F. circinatum cresce relativamente rapido, em média 4,7 mm/dia a 20 °C.
A coldnia possui uma margem inteira, micélio branco de aspecto felpudo, lembrando
algoddo, com uma coloragédo violeta-acinzentada no centro (Fig.6, A). No reverso, 0
agar geralmente apresenta uma pigmentacdo que pode ir desde o acinzentado, violeta-
acinzentado até um violeta escuro (Nirenberg & O’Donnell 1998; Leslie & Summerell
2006). A germinagdo dos conidios verifica-se numa ampla faixa de temperaturas,
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lentamente a 5 °C e progressivamente mais rapido até um ideal entre 20 a 25 °C. O
crescimento micelial é favorecido por temperaturas superiores a 10 °C, com um 6ptimo
a 25 °C (Inman et al. 2008), e inibido a 55 °C (Liao et al. 2008).

Em SNA, o micélio possui um aspecto ralo, praticamente invisivel a olho na.
1.3.1.3 - Caracteres Microscopicos

Em cultura, F. circinatum produz dois tipos de mitésporos, macro e microconidios.
Os conidi6foros sdo erectos, de aspecto arbuscular (Fig.6, B), fortemente ramificados
com terminacdo em mono ou polifialides. Os microconidios encontram-se agregados em
falsas cabecas, usualmente unicelulares (ocasionalmente com 1 septo), ovais ou
obovoides, 7-12 x 2,5-3,9 um, abundantes no micélio aéreo em SNA (Fig.6, D).
Macroconidios tipicamente com 3 septos, delgados, com a célula apical ligeiramente
curvada e a basal pouco desenvolvida, 32-48 x 3,3-3,8 um, assemelhando-se aqueles de
inimeras outras formas anamorfas de Fusarium (Fig.6, C). Sdo raramente observados.
Esporodoquios igualmente pouco frequentes. Clamiddsporos ausentes. A presenca de
hifas estéreis enroladas (circinadas) € uma das caracteristicas distintivas desta espécie e
da qual advém o seu epiteto “circinatum” (Fig.6, E). S&o observadas com seguranca em
SNA e ajudam no diagnostico desta espécie (Nirenberg & O’Donnell 1998; Leslie &
Summerell 2006).

Figura 6 - Caracteristicas morfol6gicas de F. circinatum, (A) aspecto da cultura em PDA [20], (B) conidi6foros
erectos com microconidios agregados em falsas cabecas, observados directamente em SNA [21], (C) macroconidios
[22], (D) microconidios [22], (E) hifas estéreis enroladas, visualizadas em SNA [21].

Embora ndo utilizada para o propdésito do presente trabalho, € possivel obter a fase
sexuada atraves do cruzamento de estirpes compativeis, ocorrendo a formacdo de
peritécios ovoides, roxo escuro que adquirem uma cor vermelha quando em contacto
com é&cido lacteo a 100% (Nirenberg & O’Donnell 1998; Britz et al. 2002). Os ascos
sdo cilindricos e albergam 8 ascésporos elipsoidais. Estas caracteristicas sdo

semelhantes as de outras espécies diferentes de Fusarium (Britz et al. 2002).
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A enorme semelhanca entre diferentes espécies de Fusarium torna, muitas vezes,
dificil a sua rapida e exacta distin¢do, sendo necessarios outros métodos para
confirmagéo desta identificagdo.

1.3.1.4 - Micotoxinas

Alguns isolados de F. circinatum produzem beauvericina (BEA) (Fotso et al. 2002),
um ionoforo conhecido pelas suas propriedades insecticidas e capaz de induzir a
ocorréncia de morte celular programada, ou apoptose, em diferentes linhas celulares de

mamiferos, incluindo humanos (Logrieco et al. 1998).
1.3.2 - Identificacdo Molecular

Diferencas nas sequéncias de genes conservados sdo a forma mais fidedigna para
identificacdo desta espécie (Steenkamp et al. 1999; Schweigkofler et al. 2004).

A identificacdo molecular pode ser conseguida por diferentes métodos, com
diferentes especificidades, dependendo se é utilizado material vegetal ou micélio
fangico isolado em meio de cultura. Entre estes pode referir-se a técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), tal como
apresentou Steenkamp et al. (1999), para a identificacdo de F. circinatum apenas em
cultura pura, pois a presenca de ADN proveniente do hospedeiro ou de algum
contaminante pode afectar a qualidade e quantidade dos amplicons. SyBr green real-
time PCR ou o PCR convencional, usando primers especificos para esta espécie
desenhados por Schweigkofler et al. (2004), Gteis para a detec¢do do fungo a partir de
culturas puras e de sementes. Embora possam ser aplicados a ADN extraido
directamente in planta, neste caso é necessaria a verificacdo da natureza do amplicon
por sequenciacdo. Real-time PCR combinando primers especificos com sondas,
desenvolvidas por loos et al. (2009), aplicavel a ADN quer de cultura pura, quer
extraido directamente a partir de material vegetal, incluindo sementes.

Neste trabalho, optou-se pela utilizacdo de PCR convencional que tem como alvo a
regido 1GS (Intergenic Spacer) do ADN ribossomal (Fig.7).

Internal Intergenic
transcribed spacer (1GS)
spacer (ITS) regions

regions

Figura 7 - Posicao da regido IGS relativamente a regido ITS no ADN ribossomal [23].
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Apesar de amplamente utilizada na identificagdo de outras espécies de fungos (Bruns
et al. 1991; Seifert et al. 1995), a regido ITS (Internal Transcribed Spacer) é ineficaz na
identificacdo de espécies de Fusarium, devido a presenca de duas cOpias divergentes e
ndo ortologas da regido ITS2 na maioria destas espécies (O’Donnell & Ciglenik 1997;
O’Donnell et al. 1998).

A regido IGS de F. circinatum é amplificada pela utilizacdo dos primers especificos
CIRC1A e CIRC4A, produzindo um fragmento de 360pb (Schweigkofler et al. 2004).

1.4 - Objectivos

Desde a sua descoberta em 1946, o cancro resinoso do pinheiro tornou-se
gradualmente uma das doengas com maior impacto econémico e ecoldgico.

Na sequéncia do seu aparecimento na Europa e tendo em conta a Directiva
2000/29/CE do Conselho de 8 de Maio de 2000 [7], relativa as medidas de proteccdo
contra a introducdo na Comunidade Europeia de organismos prejudiciais aos vegetais e
produtos vegetais e contra a sua propagacdo, a Comissdo Europeia tomou medidas
regulamentares de emergéncia estabelecidas na Deciséo n° 2007/433/CE de 18 de Junho
[8].

Em conformidade com estas medidas foi estabelecido pela Autoridade Florestal
Nacional (AFN) um plano de prospeccéo, controlo e erradicacdo do cancro resinoso do
pinheiro (Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell) para Portugal.

O objectivo deste trabalho foi a deteccdo de Fusarium circinatum em coniferas,
nomeadamente Pinus spp. e Pseudotsuga menziesii, provenientes da regido centro de

Portugal, de forma a responder ao plano desenvolvido pela AFN.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Material vegetal
2.1.1 - Recolha e transporte

O material vegetal utilizado neste estudo proveio da regido central de Portugal. A
recolha, condicionamento e transporte do mesmo foi da responsabilidade da AFN. O
seu local de origem foi mantido em anénimo do investigador responsavel pelo trabalho,
tendo sido fornecida apenas alguma informacdo que o inspector responsavel tenha

considerado relevante (presenca ou ndo de sintomas, espécie vegetal, entre outra).
2.1.2 - Amostras

Cada amostra veio acondicionada em papel de jornal, dentro de um saco plastico
devidamente selado e identificado com uma etiqueta exterior. Obedecendo ao sigilo
exigido, no trabalho aqui apresentado o cddigo original de cada etiqueta foi substituido
por um ndmero representativo.

As amostras de material vegetal adulto eram constituidas por um nimero variavel de
ramos, enquanto as de plantas jovens geralmente continham 60 exemplares completos
(Fig.8).

Até ao final de Maio, do presente ano, receberam-se 85 amostras para analise.

Figura 8 - Fotografia das amostras vegetais nimero 22 (plantas jovens) e 59 (ramos de planta adulta).
2.2 - Metodologia

A metodologia aqui empregada foi adaptada da ficha de diagnostico para Gibberella
circinata Nirenberg & O’Donnell proposta pela EPPO (2009).

Cada amostra foi cuidadosamente aberta e fotografada, de forma a manter-se um
registo do material recebido.

Uma amostra foi tratada como um todo, ndo sendo feita diferenciacdo entre as varias
plantas dentro da mesma. Isto aconteceu, pois a confirmagéo da presenca do patogeno,
independentemente do numero de plantas contaminadas, compromete a amostra na
totalidade.
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2.2.1 - Seleccdo do material

Em amostras de plantas adultas, todos os ramos constituintes da amostra eram
utilizados.

No caso de amostras de plantas jovens, das 60 plantas foi feita uma escolha mais ou
menos aleatoria, dando preferéncia aquelas com sinais de doenca (quando presentes), de

um numero representativo de plantas, geralmente 25 a 30.
2.2.2 - Lavagens

Todo o material vegetal seleccionado foi lavado em &gua corrente, de forma a
eliminar os restos de solo ou outros residuos.

A 4agua resultante da lavagem de cada amostra foi recolhida e, apds a adigcdo de
lixivia comercial, foi colocada em repouso por um periodo minimo de duas horas. Ao
fim deste tempo foi coada e despejada.

Entre amostras, todo o material, bancadas e local de lavagem eram cuidadosamente

desinfectados, evitando possiveis contaminagdes cruzadas.
2.2.3 - Recolha de fragmentos vegetais

Nas plantas adultas, de cada ramo foram retiradas varias fraccGes, com
aproximadamente 1cm de comprimento, tendo especial atencdo aos locais que
apresentavam lesdes (em média, 50 fragmentos por amostra). Em ramos aparentemente
saudaveis a recolha foi feita ao acaso.

Em plantas jovens, daquelas seleccionadas, foram colhidos 4 fragmentos por planta,
com 1 cm de comprimento, dando igualmente prioridade aos locais com sintomas (em
média, 100 fragmentos por amostra). Em plantas assintomaéticas os fragmentos foram
removidos do sistema radicular, segundo o esquema abaixo apresentado (Fig.9).

Figura 9 - Esquema da recolha dos fragmentos do sistema radicular em plantas jovens.
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Os bisturis ou tesouras utilizados eram esterilizados a chama entre as diferentes
amostras.

Os restos vegetais foram colocados no seu respectivo saco, que foi novamente
fechado e guardado em ambiente fresco, para eventual repeticdo da analise ou

destruicéo posterior.
2.2.4 - Esterilizacéo

Os fragmentos removidos foram alvo duma esterilizagédo superficial com hipoclorito
de sodio a 2% (lixivia comercial diluida a 50% da concentracdo original, 4 ou 5%),
durante 2 minutos. Seguidamente realizaram-se 2 lavagens com éagua Milli-Q

(Millipore-Q-Gard, EUA), previamente autoclavada.
2.2.5 - Inoculagéo

A inoculacdo do material recolhido foi feita em PDA, previamente preparado. Em
cada caixa de Petri (9 cm de diametro) foram dispostos 7 fragmentos (Fig.11). De
seguida, estas placas foram seladas, identificadas com o respectivo nimero da amostra e
incubadas no escuro durante 5 dias a 25 °C (estufa).

2.2.6 - Isolamento

Ao fim desse tempo, as coldnias visualmente identificadas como Fusarium sp. foram
isoladas para PDA e SNA (caixas de Petri com 5 cm de didmetro), de forma a obter
coldnias puras (Fig.10).

Os isolamentos realizaram-se pela remoc¢do de uma pequena por¢cdo de micélio da
colodnia seleccionada, originada no passo anterior.

Apos o isolamento, as placas foram igualmente seladas, identificadas e incubadas no
escuro a 25 °C, desta vez por um periodo del0 dias. As caixas de PDA e SNA da
mesma coldnia foram mantidas unidas.

Neste e no passo anterior, o selamento das placas de Petri foi feito com pelicula
aderente em substituicdo do parafilm vulgarmente utilizado. Além de acessivel, ndo
quebra com a temperatura e humidade, diminuindo o risco de contaminac¢es. Também,
todas as pincas e bisturis utilizados foram esterilizados & chama e em alcool a 96%,
entre as diferentes amostras.

Todos os passos efectuados desde a remogéo dos fragmentos até ao presente ponto,

foram realizadas numa camara de fluxo laminar, diminuindo o risco de contaminacgéo
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por outros microrganismos. Da mesma forma, a camara foi desinfectada com alcool a

96% ou lixivia a 2% no inicio e no fim do processamento de cada amostra.

Figura 10 - Esquema dos processos efectuados desde a recolha de fragmentos vegetais, inoculacdo até ao isolamento
das coldnias.

2.2.7 - Preparacédo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados na inoculacdo e isolamento das culturas flngicas
foram preparados segundo as tabelas abaixo apresentadas (Tabelas 1 e 2). As
quantidades indicadas destinam-se a preparacdo de 1 litro de solucdo. A esterilizacdo
dos mesmos foi feita por autoclavagem a 121 °C, a pressdao de 1 atm, durante 20
minutos. Posteriormente, adicionou-se o antibidtico, estreptomicina a 0,5 mg/ml
(Sigma, EUA), para prevenir crescimento bacteriano. Na sua maioria, os antibioticos
tornam-se instaveis quando aquecidos, sendo, por isso, adicionados apenas apos a
autoclavegem e o ligeiro arrefecimento do meio de cultura. Os meios foram espalhados
para placas de Petri grandes, com 9 cm de didmetro, (PDA) e pequenas, 5 cm de
didmetro, (PDA e SNA), numa camara de fluxo laminar, deixados solidificar (Fig.11),

embalados e guardados numa caixa fechada, num local fresco, até ulterior utilizagdo.

Figura 11 - Meios de cultura a secar dentro da cAmara de fluxo laminar.
2.2.7.1 - Potato Dextrose Agar (Difco™, EUA)

A preparacdo do meio PDA foi efectuada segundo a receita do fabricante (Tabela 1),
Difco EUA, como € indicado na tabela abaixo.

Tabela 1 - Componentes utilizados na preparacdo do meio de cultura PDA.

PDA (Difco ™) 39g
Agua destilada 1000 ml
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2.2.7.2 - Spezieller Nahrstoffarmer Agar

O meio SNA ndo existe comercialmente, tendo-se utilizado a receita indicada na
Tabela 2. Este foi preparado no agitador magnético com aquecimento, facilitando assim
a mistura dos diferentes componentes da mistura. Procedeu-se ao ajuste no pH para um
valor de 5,7 pela adicdo de KOH 0,01N.

Tabela 2 - Composicdo do meio de cultura SNA.

KH,PO, 1g

KNGO, 1g
MgS0,-H,0 0.5g

KCL 0.5g

Glucose 0.2g

Sacarose 0.2g

Agar 20g

.L"Lgua destilada Perfazer volume

2.2.8 - Identificagdo morfoldgica

Dez dias ap0s o isolamento efectuou-se uma identificacdo morfoldgica das coldnias.

Os isolados estabelecidos em PDA utilizaram-se no estudo da morfologia da colénia
e pigmentacdo do meio, enquanto nos isolados em SNA foi analisada a formagéo de
microconidios, estrutura dos conidioforos e a presenca de hifas estéreis enroladas, como
foi descrito por Nirenberg & O’Donnell (1998) e Britz et al. (2002). As placas de SNA
foram observadas directamente ao microscopio Optico, a uma ampliacdo de 40x ou
100x. Descartaram-se as espécies ndo identificadas como Fusarium circinatum. As
restantes procedeu-se a identificacdo molecular.

Foram sempre utilizadas coldnias controlo de F. circinatum, com a mesma idade das
culturas a ser identificadas, como meio de comparacdo (col6nia controlo original
fornecida pelo INRB).

A grande semelhanca entre diferentes espécies de Fusarium muitas vezes dificulta a
sua correcta identificacdo e por isso, em todos os casos de duvida, procedeu-se sempre a

confirmagéo molecular.
2.2.9 - Identificacdo molecular

A identificacdo morfoldgica da espécie F. circinatum foi comprovada com recurso a

métodos moleculares.
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Um resultado positivo resulta da corroboracdo da identificacdo morfolégica com a

molecular. Os restantes sdo considerados negativos.
2.2.9.1 - Extraccédo de ADN

O micélio fungico de cada isolado identificado anteriormente foi suspenso em 100ul
de 4gua destilada ou TE a 1x (solugdo stock 100x) (Sigma, EUA), congelado em gelo
seco ou, em alternativa, no congelador por 3 minutos, descongelado a 75 °C e levado ao
vortex por 2 minutos. Os passos anteriores foram repetidos 3 vezes e na Ultima
descongelacdo, o tempo € estendido para 15 minutos. No final, efectuou-se uma
centrifugacdo por 5 minutos a 15700 g e 6,25 ul do sobrenadante foi utilizado no passo

seguinte, como template na reacgdo de PCR (Schweigkofler et al. 2004).
2.2.9.2 - Anélise da regido IGS

Para a amplificacdo da regido IGS, utilizaram-se os primers CIRC1A e CIRC4A
(Tabela 3), especificos para F. circinatum, resultando num fragmento de 360pb
(Schweigkofler et al. 2004). A mistura para a reac¢do para cada isolado continha 3,75 pl
de agua ultrapura (Sigma, EUA), 12,5 ul de Jump Start Taqg DNA polimerase (Sigma,
EUA), 1,25 pl de cada primer a 10 mM e 6,25 pl de template de ADN, perfazendo um
total de 25 pl de volume de amplificacdo. Para cada reaccdo de PCR foi também
preparado um controlo negativo (sem ADN) e positivo (com ADN de F. circinatum).

Tabela 3 - Sequéncia dos primers especificos para amplificacdo da regido IGS do ADN ribossomal de F.circinatum.
(*primer reverso)

Primer Sequéncia (5'-3") Tamanho (pb) Alvo Referéncia

CIRClA CTITGGC TCG AGA AGG G . -, |Schweigkofler
360 d0 IGS DNA =

CIRC4A*| ACC TAC CCT ACA CCT CTC ACT resEn TR ot al (2004)

As reaccdes de PCR foram realizadas num termociclador GeneAmp PCR System

9700 (Applied Biossistems, USA), segundo o esquema abaixo apresentado (Fig.12).

45 Ciclos
Temperatura (°C) .
Desnaturacio do ADN '
o4 | Extensdo , :
2| {Ciclo #2 ..
55
Fim
4 Annealing
300 1.00 1.00 100  12.00 w Tempo (min)

Figura 12 - Parametros utilizados na reac¢do de PCR para amplificacdo da regido IGS.
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Os produtos de PCR obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1,2% (Fig.13). O gel foi preparado misturando 0,6 g de agarose (Pharmacia Biotech,
Suécia) com 50 ml de TBE (Sigma, EUA), a 1x (solucdo stock 10x) e corado com 0,3 pl
de GelRed (Sigma, EUA). Apos corrido durante 30 minutos a 100V e 120A, fez-se a
observacao do gel sob efeito de luz UV no Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR
System (Fisher, EUA).

Figura 13 - (A) Eppendorfs com os produtos obtidos por PCR de varios isolados de diferentes amostras, (B)
carregamento do gel para eletroforese com esses produtos.

2.3 - Eliminag&o de desperdicios

Apenas depois de se obterem os resultados concretos é que os desperdicios das
amostras poderiam ser eliminados. Até a data, manteve-se todo material recebido, em
sala prépria vedada. Amostras contaminadas devem ser incineradas ou enterradas com
cal viva, enquanto as restantes podem ser enterradas sem qualquer tratamento.

Em todos os passos ao longo da metodologia sé&o adoptados cuidados rigorosos com
a limpeza e desinfeccdo dos materiais e instalacfes, pois como se trata de um organismo

de quarentena é importante anular a possibilidade de contaminacfes para o exterior.
2.4 - Comunicacao dos resultados

Com o término do tratamento de cada amostra, elaborou-se um relatério onde foi
comunicado o resultado obtido a entidade responsavel, a AFN. Os relatorios deviam ser
emitidos num prazo maximo de 30 dias ap0s a recepc¢do da respectiva amostra. Nos
casos positivos para a presenca de F. circinatum, a AFN é, também, a responsavel pelas

medidas necessarias ao controlo e erradicacdo da doenca in situ.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 85 amostras recebidas entre Setembro de 2010 e Maio de 2011, apenas 3 se
mostraram positivas para a presenca de F. circinatum, tal como é indicado na tabela a

seguir apresentada (Tabela 4, Partes I, 11 e 111).

Tabela 4 - Resultados obtidos para a detec¢do da presenca de F. circinatum em Pinus spp. e Pseudotsuga menziesii.
(CS - com sintomas, SS - sem sintomas, S| - sem informagao, P - positivo, N - negativo).

N*® Amostra Data Espécie Agente Patogénico | Sintomas| Resultado
1 15 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 58 N
2 15 Set 2010 Pinus vadiata Fusavium circinatum S5 N
3 15 Set 2010 Pinus pinea Fusavium circinatum 55 N
4 15 Set 2010 Pinus pinea Fusarium circinatum 55 N
5 15 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 58 N
6 23 Set 2010 Pinus pinea Fusavium circinatum 55 N
7 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 58 N
8 23 Set 2010 Pinus radiata Fusarium circinatum S8 N
9 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium civcinatum 58 N
10 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusavium circinatum 55 N
11 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 55 N
12 23 Set 2010 Pinus pinea Fusarium circinatum 58 N
13 23 Set 2010 Pinus nigra Fusavium circinatum 55 N
14 23 Set 2010 Pinus sylvestvis Fusarium circinatum 58 N
15 23 Set 2010 Pinus nigra Fusarium circinatum 58 N
16 23 Set 2010 Pinus pinea Fusarium circinatum 58 N
17 23 Set 2010 Pinus pinea Fusavium circinatum 55 N
18 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 55 N
19 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 58 N

20 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusavium circinatum 55 N
21 23 Set 2010 Pinus sylvestvis Fusarium circinatum 58 N
22 23 Set 2010 Pinus sylvestris Fusarium circinatum 55 N
23 23 Set 2010 Pinus radiata Fusarium circinatum S5 N
24 23 Set 2010 Pinus radiata Fusavium circinatum 55 N
25 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusarium circinatum 58 N
26 23 Set 2010 Pinus pinea Fusarium circinatum 58 N
27 23 Set 2010 Pinus pinea Fusavium circinatum 55 N
28 23 Set 2010 Pinus pinaster Fusavium circinatum 55 N
29 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
30 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
31 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
32 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
33 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N

(Tabela 4, Parte )
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N Amostra Data Espécie Agente Patogénico | Sintomas| Resultado
34 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
35 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
36 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
37 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
38 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
39 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
40 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
41 20 Jan 2011 Pinus nigra Fusarium circinatum 51 N
42 20 Jan 2011 Pinus sylvesiris Fusarium circinatum s1 N
43 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium civcinatum 51 N
44 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
45 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
46 20 Jan 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
47 21 Jan 2011 Pinus pinea Fusavium circinatum 55 P
48 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
49 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
50 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium civcinatum 51 N
1 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
52 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
53 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 P
54 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
35 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
56 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
57 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
58 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum CSs N
59 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
a0 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
61 10 Fev 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
62 25 Mar 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
63 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
64 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
65 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusavium circinatum 51 N
66 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
a7 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
68 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
6o 15 Abr 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
70 19 Abr 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum Cs Iy
71 17 Mai 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
72 17 Mai 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
73 17 Mai 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
74 17 Mai 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N
75 20 Mai 2011 |Pseudotsuga menziesii| Fusarium circinatum 51 N
76 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum 51 N

(Tabela 4, Parte 1)
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N*. Amostra Data Espécie Agente Patogénico |Sintomas| Resultado
77 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum SI N
78 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum SI N
79 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum SI N
£0 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum 51 N
g1 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum 51 N
82 20 Mai 2011 Pinus pinea Fusarium circinatum 51 N
83 20 Mai 2011 Pivus pinea Fusarium circinatum 51 N
84 20 Mai 2011 Pinus radiata Fusarium circinatum I N
85 25 Mai 2011 Pinus sp. Fusarium circinatum 51 N

(Tabela 4, Parte 111)

Dois dos resultados positivos foram obtidos de isolamentos feitos a partir de
amostras de Pinus pinea. Da amostra positiva 53 ndo é conhecida a espécie de Pinus.

Em 2009, na primeira campanha realizada para prospecc¢édo e erradicacdo do cancro
resinoso do pinheiro em Portugal, das 262 amostras recolhidas por todo territério
continental, 34 encontravam-se contaminadas por F. circinatum. Estes 34 casos
positivos provieram na sua maioria das regides centro e sul do pais (AFN, dados nao

publicados, comunicagéo pessoal).
3.1 - Identificagcdo morfoldgica

Entre os isolados, das diferentes amostras, identificados como F. circinatum
observou-se alguma variabilidade no aspecto da cultura em PDA. Diferencas deste cariz
ja foram referidas por outros autores (Pérez-Sierra et al. 2007) e, em adicdo, o proprio
controlo positivo mostrou uma certa degradacdo no seu aspecto, todas as vezes que se
realizou uma nova cultura. No geral, 0 micélio era branco com pigmento violeta ou
arroxeado no reverso (Fig.15). No primeiro resultado positivo, amostra nimero 47, onde
se verifica a maior variacdo da cultura em PDA, ndo se deve excluir a hipétese de ter
ocorrido algum tipo de contaminagdo aquando da remocdo de micélio (abertura da placa
de PDA com a cultura fungica) para a analise molecular.

Caracteres morfoldgicos tipicos desta espécie foram sempre observados nas culturas
crescidas em SNA. Estas caracteristicas incluiam conidioforos erectos e de aspecto
arbuscular, frequentemente com polifialides, microconidios abundantes, unicelulares e
agregados em falsas cabecas, hifas estéreis enroladas e auséncia de clamiddsporos.
Contudo, comparativamente com o controlo (Fig.14), estas estruturas eram bastante

esparsas.
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Nas imagens abaixo, é possivel verificar algumas das particularidades ja referidas.

Controlo Positivo

Frente

Figura 14 - Col6nia de F. circinatum, (A) aspecto morfoldgico da cultura com 15 dias em PDA, (B) conidi6foros
erectos com microconidios agregados em falsas cabegas observados directamente em SNA (MO 100x), (C) hifas
enroladas presentes em SNA (MO 40x).

AmostraN°. 47

Frente

Frente

Figura 15 - Isolados identificados como F. circinatum, (A) aspecto morfoldgico da cultura com 15 dias em PDA, (B)
conididforos erectos com microconidios agregados em falsas cabecas observados directamente em SNA (MO 100x),
(C) hifas enroladas presentes em SNA (MO 100x).
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O processo de identificacdo morfoldgica é bastante moroso, em especial porque uma
grande percentagem dos isolados obtidos do tratamento das amostras eram de Fusarium
spp.

3.2 - Identificacdo molecular

Os isolados acima referidos (Fig.15) foram confirmados como F. circinatum através
da analise molecular, havendo 100% de correspondéncia entre ambas as técnicas de

identificacdo (Fig.16).

Controlo

c+

400 pb

200pb

Amostra N° 47
Isolamentos

_ Il+

400 pb

200 pb

Amostra N° 53

Isolamentos

(Legenda da figura na pagina seguinte)
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Amostra N°. 70

Isolamentos

1+ C- M

)

¥

L=

we= 4007b

200 pb

Figura 16 - Géis de agarose obtidos por eletroforese com os amplicons de 360pb resultantes do PCR utilizando os
primers CIRC1A/CIRC4A especificos para F. circinatum. (C* - controlo positivo, C - controlo negativo, M -
marcador molecular (HyperLeadder), I** - primeiro isolado positivo, 1** - segundo isolado positivo, I°* - terceiro
isolado positivo).

A regido IGS dos 3 isolados foi amplificada com os primers CIRC1A e CIRC4A,
obtendo-se um fragmento de 360 pb (Schweigkofler et al. 2004), igual ao controlo
positivo (Fig.16).

Outros isolados haviam suscitado algumas incertezas e embora ndo se observassem
estruturas caracteristicas, como os conidioforos muito ramificados e hifas estéreis
circinadas, o aspecto da cultura era semelhante ao controlo. Em nenhum destes casos
ocorreu amplificacdo, o que demonstrou ndo s6 a especificidade dos primers para F.
circinatum, mas também a seguranca com que essas microestruturas podem ser
encontradas em SNA.

Nunca se obteve mais do que um isolado positivo por amostra.

Com a corroboracdo dos resultados, as amostras 47, 53 e 70 foram dadas como
positivas para a presenca de F. circinatum.

A identificacdo molécular aqui empregada é um processo simples, relativamente
rapido e bastante eficaz.

Inicialmente, outros métodos de extraccdo de ADN foram testados, nomeadamente
protocolos utilizando o extrator ABIPRISM 6100 Nucleic Acid Prepstation (Applied
Biosystems, EUA). No entanto, embora se obtivesse ADN (ocorreu amplificacdo com os
primers ITS1F e 1TS4), nédo se verificou amplificagcdo na presenca dos primers CIRC1A
e CIRC4A, levando a crer que a sua regido alvo (regido IGS) podera ter sido degradada
durante esse procedimento. A extracgdo utilizada neste estudo é um processo mecéanico
(de certa forma muito simples), mas que mantém a integridade da regido IGS, pelo que

continuou a ser adoptada.
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3.3 - Outra Informacéo

A amostra nimero 47, de onde se obteve o primeiro resultado positivo, proveio de
um viveiro onde o patdgeno ja havia sido detectado e supostamente erradicado, o que
reforca a ideia do qudo problematico podera ser eliminar por completo o indculo
fangico.

O segundo resultado positivo, amostra 53, teve origem num viveiro onde o fungo foi
descoberto pela primeira vez.

A Ultima amostra positiva, numero 70, foi recolhida numa plantacéo (revegetacao de
area degradada) onde foram utilizadas plantas provenientes de um viveiro contaminado.
SituacBes como esta devem ser prevenidas ao maximo, pois no exterior a doenca é
dificil de conter e controlar.

Algumas das restantes amostras, apesar de ndo contaminadas por F. circinatum
mostravam sintomas de debilidade e doenca, sugerindo que outros agentes
fitopatogénicos possam estar a causar esta condicdo (Fig.17). Em adicdo, estas plantas
ja enfraquecidas podem também tornar-se “alvos faceis” para a doenca do cancro

resinoso do pinheiro.

Figura 17 - Outros organismos encontrados ao longo do tratamento das amostras vegetais, (A) estruturas
reprodutoras fungicas na superficie de agulhas, (B) nematodo, (C) larva.
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4 - CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este estudo permitiu confirmar de forma inequivoca a presenca de F. circinatum em
4% das amostras recebidas. Este nimero ndo deve, no entanto, ser encarado com
ligeireza, pois uma planta contaminada pode facilmente dispersar a doenca a muitas
outras. Em adicdo, a inspeccdo realizada através de amostragens ndo pode provar que a
doenca estd realmente ausente. Demonstra apenas que a sua frequéncia € inferior a
determinado nivel ou dentro de um intervalo especificado, com um grau de confianca
conhecido, de acordo com a publicagdo Sampling of consignments for visual
phytosanitary inspection (2006) da EPPO. Porém, seria impossivel analisar
individualmente as centenas ou mesmo milhares de plantas existente em cada lote de
amostragem.

Segundo o primeiro plano de prospeccdo e erradicacdo do cancro resinoso do
pinheiro em Portugal, realizado em 2009, 13% das amostras recolhidas por todo o pais
encontravam-se contaminadas. E importante que, de futuro, esta percentagem n&o
aumente e para tal é necessario que as medidas até aqui tomadas se mantenham.

O cancro resinoso do pinheiro, causado por F. circinatum, tornou-se a mais recente
ameaca a floresta nacional colocando em risco a sua sustentabilidade, quer ao nivel dos
ecossistemas, quer no seu tecido empresarial.

A continuacdo deste trabalho é, sem divida, essencial numa perspectiva de tentar
conter e controlar a doenga, ndo repetindo 0os mesmos erros cometidos no caso do
nematodo do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus, contra o qual ainda travamos uma
batalha, mais de 11 anos apds a sua introducdo em Portugal.

A longo prazo, a utilizacdo de espécies de Pinus resistentes a esta praga devera ser
uma hipétese a considerar.

O bom estado fitossanitario dos pinhais e da floresta portuguesa no geral é um factor
importante a alcancar e para o qual deve ser dedicado um grande esforco.

Assim como o CFE tem dado a sua contribuicdo, a prestacdo de servicos a
comunidade e ao estado Portugués, em particular, € cada vez mais uma funcdo da

Comunidade Universitaria e cada vez mais premente.
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