@ INSTITUTO POLITECNICO DE COIMBRA
ESCOLASUPERIOR AGRARIA

Efeito nematodicida da urtiga-maior e da urtiga-menor
sobre o nematode-da-madeira-do-pinheiro

(Bursaphelenchus xylophilus)
Patricia Maria da Silva Vieira

Relatério de estagio Profissionalizante para obtencéo do Grau de

Mestre em Agricultura Bioldgica

Jari:
Presidente: Professora Doutora Maria Anténia Pereira da Conceigdo, ESAC- IPC
Arguente: Doutora Sofia dos Santos Rocha Costa, P6s-Doc no CEF, FCT- UC

Orientador: Professora Doutora Cristina Isabel Cabral Galhano, Professora Adjunta IPC-
ESAC

Coimbra,2013






Aos meus Avos, Pais e Irmaos



“Grandes coisas nao se fazem por impulso,
mas pela juncdo de uma série de pequenas coisas”
(Van Gogh)



Agradecimentos

O ser humano como ser social que é, muitas vezes é influenciado por aquilo que o rodeia,
indo buscar forca para superar os desafios que a vida lhe coloca, nas pessoas que lhe estdo
mais proximas...

Quero agradecer a minha orientadora, Doutora Cristina Isabel Cabral Galhano, por todo o
apoio, compreensao, paciéncia e ajuda que me deu ao longo de todo o tempo de estagio.

Ao Laboratério de Nematologia do Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra, pela disponibilizacdo das culturas de
fungo, Botrytis cinerea e de nematode, Bursaphelenchus xylophilus.

Ao Eng® Filipe Melo, & Eng® Neuza e ao Eng® Heleno, por toda a compreensdo e
disponibilidade. A dona Helena Marques, a dona Rosa Barreto e ao Sr. Fernando Couceiro,
funcionarios do Laboratorio do Nudcleo de Ensino da ESAC, por toda ajuda, apoio, paciéncia e
disponibilidade prestada ao longo de todo o tempo de estagio. Ao Sr. Jorge Viegas, pela
ajuda, disponibilidade e paciéncia no tratamento dos extratos de urtiga.

A minha gerente, Sueli Silva, por toda a compreens3o, assim como a todos 0s meus colegas
de trabalho, que de uma forma ou de outra me ajudaram a tornar esta meta possivel. Em
especial ao Filipe Sardo, meu colega e amigo, por todas as palavras de forca e animo, pela
paciéncia e pelo apoio que me deu desde o dia em que o conheci, Obrigada!

A toda a coordenacdo do Mestrado em Agricultura Biologica, Prof. Doutora M? Anténia
Conceicao e Prof. Mestre Elsa Canavarro, pela disponibilidade e aten¢do, assim como a todos
0s meus colegas de Mestrado.

A Marta Costa e ao Filipe Martins, por toda a ajuda em laboratério, por todo o apoio e forca
gue me deram ao longo de todo o meu percurso académico. Por todas as noites de estudo e
trabalhos, em que o nervosismo por vezes falava mais alto, por todos os momentos de
divertimento, alegria e descontragdo que passamos juntos, e que me mostraram que a
“esperanca ¢ a ultima a morrer!” e que “unidos somos mais fortes”, Obrigada!

A Marli Lopes e & Silvia Lemos, que comigo e junto a mim sempre estiveram durante o meu
percurso académico e que nunca me deixaram desanimar, Obrigada!l

A Edite Martins, ao Carlos Gongalves e a Sara Gama Pereira por todo o carinho, atengéo,
forca e &nimo que me deram desde o dia que os conheci. Por todos 0s momentos de tensdo e
angustia que muitas vezes eram aliviados com sorrisos, gargalhadas ¢ um “docinho”, por
todas as palavras carinhosas e de esperanga que me fizeram manter

a cabeca erguida, Obrigada!



Ao meu Professor e amigo, Helder Marto, por todas as palavras de animo, ajuda e forca que
me deu e que me fizeram olhar para o caminho da vida de forma diferente, de cabeca erguida
e sem medo, Obrigadal

Ao Bruno Pinheiro por tudo! Por estar ao meu lado nas horas de angustia e desespero, por ter
sempre uma palavra de conforto, esperanca e otimismo. Por me mostrar o lado bom da vida,
nas coisas mais simples e delicadas. Por me mostrar que as coisas mas também tém um lado
bom...que tudo o que nos acontece na vida, todos os bons e maus momentos sao como tijolos
de uma casa...que um a um, a casa vai-se erguendo, Muito Obrigada! A sua familia, pelo
acolhimento, aten¢do e carinho que me deram desde o primeiro dia...pelas coisas boas que me
fizeram sentir e pelas coisas boas que me fizeram viver, Obrigada!l

Como diz o ditado, os Gltimos sdo sempre os primeiros...como ndo podia deixar de ser, 0 meu
maior agradecimento vai para 0s meus avos, para 0S meus pais e irmdos, que sem eles ndo
estaria aqui.

Aos meus avés, por me terem levado tantas vezes para 0 campo e me terem transmitido tantos
conhecimentos, que me faziam e fazem olhar para um terreno e, ndo ver apenas um pedaco de
terra no meio tantos, mas sim um sitio onde posso ter um “pequeno mundo”, Obrigada!

A0s meus pais, para 0s quais todos os agradecimentos serdo sempre poucos! Por todo o apoio,
forca, carinho, ajuda, atencdo, compreensdo...pela minha vida! Sem eles ndo seria a pessoa
gue sou hoje, Muito Obrigada!

Aos meus irm&os, por me questionarem por tudo e mais alguma coisa, despertando em mim a
vontade de adquirir mais conhecimento, Muito Obrigada!

Aos que por lapso que esqueci de referir, fica também o meu mais sincero agradecimento,

sem Vocés ndo teria chegado até aqui, Obrigada!

A todos 0 meu MUITO OBRIGADA!



RESUMO

O nematode—da-madeira-do-pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, ¢ um
fitoparasita, com elevado potencial destrutivo de coniferas, a nivel mundial, sendo
considerado organismo de quarentena. E originario da América do Norte. Foi detetado em
Portugal, e pela primeira vez na Europa, em 1999, na Peninsula de SetUbal. As entidades
oficiais desenvolveram de imediato medidas de erradicacdo e controlo do neméatode. Foram
impostas restricdes ao transporte e comercializagdo da madeira e subprodutos, de Portugal
para outros paises. Pelas suas caracteristicas biologicas, 0 NMP é um organismo de dificil
controlo, sendo urgente encontrar um método que o detenha. O objetivo deste trabalho foi
estudar o potencial nematodicida de extratos de urtiga-maior e urtiga-menor em relacdo ao
NMP. Foram realizadas experiéncias in vitro, testando extratos frescos e frescos que foram
armazenados, de urtiga. Foram feitas cinco repeticdes para cada extrato e para a testemunha.
O efeito dos extratos sobre 0 nematode foi observado as 12, 24, 48, 27, 96 e 168 horas apds 0
inicio da experiéncia.

Com base nos resultados obtidos, os extratos frescos tém um efeito nematostatico
superior aos extratos frescos armazenados. O extrato de Urtica urens é o que tem efeito

nematostatico mais rapido e duradouro, podendo ser bastante vantajoso.

Palavras chave:

Bursaphelenchus xylophilus, extratos frescos armazenados, extratos frescos, nematode-da-

madeira-do-pinheiro, urtiga-maior (Urtica dioica), urtiga-menor (Urtica urens).



ABSTRACT

The pine wood nematode (PWN), Bursaphelenchus xylophilus, is a phytoparasite with
a great destructive potential of conifers, worldwide, considered a quarantine organism. It
originates from North America. Was detected in Portugal, and for the first time in Europe in
1999, in the Settbal Peninsula. The officials immediately developed measures to eradication
and control the nematode. Restrictions were imposed on the transport and marketing of wood
and byproducts, from Portugal to other countries. By their biological characteristics, the NMP
is an organism difficult to control, so it's urgent to find a method that holds. The aim of this
work was to test the nematicidal potential extracts greater nettle (Urtica dioica) and lower
nettle (Urtica urens) for PWN. Tests were conducted in vitro, in extracts that were tested
fresh and fresh stored extracts. Five replications were used for each extract and witness. The
effect of the extracts on nematode was observed at 12, 24, 48, 72, 96 and 168 hours of
exposure.

Based on the results, the fresh nettle extracts have an effect nematostatic than the fresh
stored extracts. The extract of Urtica urens is what has nematostatic effect more rapid and

enduring and may be advantageous.

Keywords:

Bursaphelenchus xylophilus, fermented extracts, fresh extracts, greater nettle (Urtica dioica),

lower nettle (Urtica urens), pine wood nematode
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Efeito nematodicida da urtiga-maior e da urtiga-menor sobre o
nematode-da-madeira-do-pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus)

1. INTRODUCAO

O presente relatério foi realizado no ambito do estagio curricular do Mestrado em
Agricultura Bioldgica, que decorreu no Departamento do Ambiente e no Nucleo de Ensino da
Escola Superior Agréria de Coimbra (ESAC).

A floresta representa cerca de 14% do fluxo econdémico, sendo maioritariamente vindo

da exploracdo de coniferas do género Pinus (Mota,2011).

O pinheiro-bravo, Pinus pinaster, em termos econdmicos apresenta uma mais-valia
inquestionavel, pois é a espécie silvicola com maior peso em Portugal, ocupando 27% da area
de floresta, o que significa cerca de 880 000 ha (Silva et al.,2007;Vasconcelos et al,2008). No
contexto socioecondmico tem um grande peso, visto que 89% das empresas do pais envolvem
a fileira do pinho, representando mais de 65 000 postos de trabalho diretos. (Sousa, et
al.,2011). Representa 62% do Volume Acrescentado Bruto (VAB) da Fileira Florestal, que
em 2010, atingiu 927 Milhdes de euros de exportacdes (Sousa et al., 2011).

O nematode-da-madeira-do-pinheiro (NMP) é transmitido, em Portugal, por um inseto
vetor, o coledptero Monochamus galloprovincialis e tem devastado significativamente 0s
povoamentos de pinheiro-bravo, causando a doenca da murchiddo do pinheiro (ANEFA,
2012). Este problema afetou e tem afetado gravemente todo o setor madeireiro da fileira do
pinheiro, tendo-se vindo a assistir ao abate massivo de arvores sintomaticas, tornando a
matéria-prima escassa. Por outro lado, a legislacdo apertada aplicada ao transporte e
tratamento de madeira serrada e subprodutos, indispensavel para que seja possivel a dispersdo
da doenca, tornou-se dificil de cumprir por empresas de pequenas dimensdes, que foram por
isso obrigadas a encerrar, colocando em risco cerca de 10 mil postos de trabalho (Pinto,
2010).

Atualmente, e apesar de todos os esforgcos envidados pelas autoridades competentes, o
NMP encontra-se disperso por todo o pais, tendo ja sido detetado também em Espanha
(ANEFA,2012). Assim, compreende-se a necessidade de encontrar alternativas eficazes para

controlar este nematode, no entanto, que sejam ecologicamente sustentaveis.

Tendo em conta que ja é sobejamente conhecido o papel desempenhado pelas plantas
como pesticidas naturais, quer através de compostos isolados, quer através de extratos
produzidos a partir dos seus 0rgaos ou de todo o individuo, estas, poderdo também constituir

uma fonte de alternativas no controlo do NMP.
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Uma das plantas amplamente utilizada em Agricultura Biologica é a urtiga, que
apresenta propriedades preventivas contra insetos, acéo fertilizante e estimulante para o solo

(Gerbe,2009).No entanto, o seu efeito sobre 0 NMP ¢ ainda desconhecido.
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2. OBJECTIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi estudar o potencial nematodicida de duas
especies de urtiga, urtiga-maior (Urtica dioica L.) e urtiga-menor (Urtica urens L.) sobre o

nematode-da-madeira-do-pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Os nematodes, invertebrados pertencentes ao filo Nematoda, existem em quase todos
0s ambientes, ndo SO como parasita, como também como organismo de vida livre.
(Coyne,2007). O grupo dos nematodes fitoparasitas é considerado, entre os inimigos das
culturas, o que mais prejuizos causa e de mais dificil controlo (Bird et al., 2009 in Andrés,
2012).

O diagndstico de problemas causados por nematodes fitoparasitas torna-se por vezes
dificil de realizar tendo em conta que os sintomas sdo coincidentes com os de outras causas,
que aparentam ser mais ébvias ou mais provaveis, como por exemplo o clima, disponibilidade
em agua, condi¢des do solo ou a presenca de outras doencas e pragas. Na realidade, muitas
vezes existe a combinacdo de varios fatores que reduzem a producdo, tais como densidade
populacional de nematodes, viruléncia da espécie e da resisténcia ou tolerdncia da planta
hospedeira ao ataque do nemétode, sendo necessario quantificar todos esses fatores
(Coyne,2007).

De entre os nematodes fitoparasitas, os do género Bursaphelenchus, apresentam uma
relacdo de simbiose com alguns insetos, os vetores, que lhes permitem propagar-se de forma
eficiente. O nematode Bursaphelenchus xylophilus, cujo vetor, em Portugal é o coledptero
Monochamus galloprovincialis, € um organismo com cerca de 800um de comprimento e
22um de diametro, que se desenvolve e reproduz-se muito rapidamente, conseguindo

completar o seu ciclo de vida em quatro dias (Agrios, 2005)

3.1. O Nematode-da-Madeira-do-Pinheiro: um problema
emergente

A doenca da murchiddo dos pinheiros é causada por um nemaétode fitoparasita, 0
nematode-da-madeira-do-pinheiro  (NMP), Bursaphelenchus xylophilus  (Steiner &
Buhrer,1934) Nickel 1970, um dos organismos com maior potencial destrutivo de coniferas, a
nivel mundial, verificando-se que as arvores infetadas por NMP acabam por morrer
(ANON.1, s.d., Dec.lei n°95/2011; Mota e Vieira, 2008 in Barbosa, 2010) Segundo a
Associacdo Nacional de Empresas Florestais, Agricolas e do Ambiente (ANEFA,2012) o
NMP é considerado um organismo com grande potencial destrutivo para a floresta de

coniferas, particularmente para as do género Pinus. O genero Pinus engloba as espécies com
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maior expressao territorial na floresta Portuguesa, cerca de 880 000 ha, como se pode
verificar na Figura 1, dando suporte a uma fileira importante para a economia nacional. (Silva
et al., 2007; Vasconcelos et al., 2008)

2N

a
e

Figura 1- Distribui¢do de pinheiro bravo (Pinus pinaster) em Portugal continental
http://centropinus.org/img/publicacoes/1/manual02.pdf
No ano de 2010, surgiu a noticia de que, dos 790 mil hectares de pinhal existentes em
Portugal, aproximadamente 380 mil estavam infetados com B. xylophilus, o que obrigou ao
corte de cerca de 200 mil hectares de pinhal. Este alerta foi deixado pelo presidente da
AIMMP, Associacdo das Industria de Madeira e Mobiliario de Portugal, que admitiu estarem

em causa cerca de 10 mil postos de trabalho (Pinto, 2010).

Os primeiros casos da doenca em pinheiros foram registados no Japdo, no inicio do
século XX. Alvitrou-se que a sua disseminacdo tivesse ocorrido desde o Norte da América
para a ilha japonesa de Kyushu, através de madeira infetada (Nickel et al.,1981; Mamiya,
1983; Malek & Appleby, 1984). O facto das coniferas americanas apresentarem maior
resisténcia ao NMP do que as japonesas vem apoiar a ideia de que a dispersdo do neméatode
tera ocorrido desde a América do Norte para o Japdo e dai para os outros paises (Li et al.,
1983 in EPPO, s.d.). Atualmente encontra-se também na China, Coreia do Sul, Taiwan e

Portugal, tendo sido recentemente detetado em Espanha (Barbosa et al, 2010; Abelleira et al.
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2011; Robertson et al. 2011; ANEFA,2012). A propagacdo da doenga ocorreu devido ao
comeércio internacional, onde havia livre circulacdo de madeira e subprodutos nédo tratados e a

suscetibilidade das coniferas (Vicente et al, 2012)

Nos anos 1997 e 1998, com a passagem de Macau para a administracdo chinesa e com
a realizacao da Expo 98, houve um maior afluxo de madeira processada em Portugal. Estudos
realizados posteriormente revelaram que essa madeira estava infetada com B. xylophilus e que
existia uma grande proximidade genética entre as populacdes portuguesas e as do Extremo
Oriente (Metge & Burgermeister, 2005). Apesar da existéncia de uma infinidade de pragas e
doencas no ecossistema florestal, também existe um equilibrio ecologico que permite a
manutencdo, sustentabilidade e ecologia dos povoamentos florestais (Vasconcelos et al,
2008). Com a introducdo desta ameaga e com a auséncia de resisténcias por parte das
coniferas afetadas (Ryss et al,2008: Sousa et al.,2011), verificou-se o alastramento da doenca
da murchiddo dos pinheiros, o que provocou uma reducdo drastica na espécie,
aproximadamente 28% o que corresponde a 159 707 ha (DRAPC,2007)

Foi detetado em Portugal, e pela primeira vez na Europa, em 1999, na Peninsula de
Setubal, sendo mais tarde, em 2008, encontrado na zona Centro do Pais, em Arganil e Lousa.
Posteriormente, foram recolhidas amostras positivas nas regides de Leiria e de Aveiro.
(ANEFA,2012) Em 2009 foi detetado na Madeira, numa das prospecdes realizadas ao
territorio, desde 2000. Estas prospec@es tinham como objetivo fazer o despiste da presenca do
NMP na Regido Autonoma da Madeira. (DRFCN,2013)

Aquando da detecdo do NMP em Portugal, em 1999, as entidades oficiais
desenvolveram de imediato medidas de erradicagédo e controlo como parte do Programa
Nacional de Luta Contra o0 Nematode do Pinheiro (PROLUNP) (ANON.1).

Foi criado um quadro legislativo especifico de modo a assegurar o enquadramento
legal das medidas de controlo fitossanitario necessarias. Assim sendo, o territorio nacional foi
dividido em 4 zonas. As zonas afetadas (ZA) onde ja tinha sido detetada a presenca do NMP;
as zonas tampao (ZT) que sdo as areas do territério nacional que circundam a ZA em toda a
sua extensdo com uma largura, que inicialmente foi estabelecida com 20km; as zonas de
restricdo (ZR), que sdo as &reas que correspondem a totalidade da ZA e da ZT e as zonas
isentas (ZI) que sdo as areas do territério nacional que ndo é identificada como de ZR
(Forestis, s.d.).
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Foram abatidos pinheiros-bravos, assim como outros hospedeiros do inseto vetor,
Monochamus galloprovincialis (Portaria n°103/2006; Portaria n°815/2006). Contudo, as
medidas adotadas ndo evitaram a dispersdo do neméatode. Em junho de 2008, foi detetado em
areas fora da zona previamente demarcada, o que levou a que todo o pais tivesse sido
declarado como ““area afetada”. Este facto conduziu & imposicdo de restri¢des ao transporte e
comercializacdo da madeira e subprodutos, de Portugal, para outros paises, tendo estas
medidas acarretado sérias implicacfes para a industria madeireira. Este organismo tem sido
responsavel por fortes limitacbes ao comércio internacional de madeira, sendo considerado
organismo de quarentena pela Organizagdo Europeia e Mediterranica de Protecdo de Plantas
(EPPO, s.d., Commission Decision 2008/684/EC; Portaria n°553/B/2008)

A atividade humana é um fator importante para a dispersdo da doenca, atraves da
circulacdo de material lenhoso infetado, razdo que leva a fortes limitacbes ao comércio
internacional de madeira e ser classificado como organismo prejudicial para a Unido
Europeia. Assim sendo, encontram-se definidas medidas e agdes que, por imperativos
fitossanitarios mas também legais, decorrentes de varias decisdes comunitérias e igualmente
estabelecidas no Decreto-Lei n°95/2011, de 8 de Agosto, retificado pela Declaragcdo de
Retificacdo n°® 30A/2011, de 7 de Outubro, ttm que ser obrigatoriamente aplicadas no
controlo do Nematode da Madeira do Pinheiro (NMP) e do seu vetor, de modo a evitar a

dispersdo da doenca e, quando possivel, permitir a sua erradicacdo (ANEFA, 2012).

Segundo Vasco Campos, presidente da Federacdo Nacional das AssociagOes de
Produtores Florestais (FNAPF), numa entrevista, refere que existem varias razdes para a
rapida progressao do NMP. As areas afetadas pelo nematode, sdo areas de grande extensdo de
povoamentos de pinheiro-bravo (Pinus pinaster) em Portugal. Essas areas, na sua grande
maioria sdo monoculturas, ou seja, ndo existem barreiras fisicas que travem o avanco do
nematode. O abandono florestal, ou seja, arvores doentes acabam por ficar muito tempo no
terreno sem serem removidas e eliminadas, o que permite a contaminacdo das que estdo em
volta (Clara, 2011).

A doenca da murchiddo dos pinheiros envolve trés organismos: uma gimnospérmica
como hospedeiro, normalmente uma conifera do género Pinus, o NMP (Fig.2) e um vetor, que
no caso da doenga da murchiddo dos pinheiros, em Portugal é o longicornio-do-pinheiro,
Monochamus galloprovincialis (Fig.3) (Giblin-Davis,1993)
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Figura 3- Longicdrnio-do-pinheiro, Monochamus galloprovincialis
(Adaptado de: Canyelles,s.d.)

O ciclo de vida do NMP é relativamente complexo, podendo dividir-se em duas fases:
a fase propagativa e a fase dispersiva (Fig.4). A primeira fase, onde se verifica a rapida
multiplicacdo da populacdo de nematodes, ocorre no xilema e compreende seis fases: 0 ovo,
quatro estadios juvenis (J1,J2,J3,J4) € a fase adulta. Em condicdes 6timas de temperatura (entre
9,5°C e 33°C) e humidade, assim como de quantidade de nutrientes, o ciclo de vida (Fig.5)
pode ocorrer em apenas 4 ou 5 dias. E durante esta fase, que se tornam visiveis os primeiros
sintomas na arvore (Agrio,2005; Bidarra, 2008; EPPO,s.d)

A semelhanca da maior parte dos nemaétodes, o primeiro estadio juvenil (J;) €
observado dentro do ovo, onde sofre a primeira muda, dando origem ao segundo estadio
juvenil (J;). E nesta fase que o nematode eclode. Ap6s a segunda muda, surge o terceiro
estadio (J3). Contudo, neste estadio, existem duas formas: uma que sofre muda e origina o
guarto estadio juvenil (J4) e que, apOs a quarta muda, se transforma em adulto e que

permanece na arvore infetada; uma outra forma, que se trata de um estadio de dispersdo que
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ndo se alimenta (Jy;).Nesta fase o nematode agrega-se a parede da camara pupal do inseto
vetor, no xilema, e ap6s a terceira muda transforma-se num jovem de quarto estadio (Jy),
dauer que nao se alimenta. A dauer, forma especializada de sobrevivéncia durante a fase de
transporte, entra para o sistema respiratério dos jovens adultos do inseto vetor que a
transportam para novas arvores. Quarenta e oito horas apds a transmissdo para 0 novo
hospedeiro, a dauer sofre uma muda transformando-se em adulto. A mudanca para a fase

dispersiva ocorre normalmente ap0s a morte da arvore e apenas na presenca de pupas do vetor

no interior da madeira (Bidarra, 2008; Carm et al., s.d.)

Jl
Ovo

3 J,, quando as condigoes
s3o adversas
R s CICLO PROPAGATIVO
(N
% ?‘ J,, proximo da camara
A4 pupal
\ J¢ L).'
J,, introduzido na arvore através { ;,

das feridas de alimentacio

CICLO DISPERSIVO
\ Wi J, migra para o insecto
\\ = antes de emergir
| . >

J,, transportado pelo insecto

Figura 4- Ciclo de vida do neméatode-da-madeira-do-pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus

(Adaptado de: Abrantes, 2009)

/

7.

Figura 5- Ciclo de vida do neméatode-da-madeira-do-pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus

(Adaptado de: Abrantes,2009)
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Nas galerias que o vetor fez na madeira, desenvolvem-se fungos impregnados de
nematodes. Quando o vetor ainda imaturo inicia o voo, leva consigo uma grande quantidade
de nematodes. Esta forma de transmissao s6 ocorre em determinadas espécies de Pinus. Este
facto ainda ndo esta totalmente explicado, colocando-se a hipotese de acontecer devido a
algumas arvores desenvolverem resisténcias fisicas e bioguimicas, que possam prevenir a

invasdo direta dos tecidos séos (EPPO, s.d.)

O NMP, quando entra na arvore, multiplica-se nos canais de resina e ataca as células
epiteliais. Cerca de trés semanas mais tarde, as arvores comegam a mostrar oS primeiros
sintomas de “decadéncia”, reduzindo-se assim a producdo e exsudacdo de resina. As
consequéncias desta reducdo sdo varias, tais como, reducdo dos mecanismos de defesa,
atracdo de insetos adultos para acasalamento e intensificacdo da coloracdo amarelada e
murchiddo das arvores. Aproximadamente 30-40 dias depois da infecdo, a arvore morre,
contendo milhdes de nematodes por todo o tronco, ramos e raizes. O restante ciclo é
semelhante ao que ja foi descrito com a transmisséo durante a oviposi¢do, em que 0 nematode

se localiza junto da pupa do inseto vetor pouco antes da sua ecloséo (EPPO, s.d.)

Relativamente a morfologia, 0 NMP apresenta as caracteristicas gerais do género, ou
seja labios grandes, estilete pouco desenvolvido com reduzidos bolbos basais; bolbo médio
esofagico bem desenvolvido glandula esoféagica aberta, dentro do bolbo médio. Nas fémeas, o
saco uterino é longo. Nos machos, a cauda é curvada ventralmente, com uma pequena bursa.
As espiculas sdo achatadas numa estrutura semelhante a um disco- cucullus- na extremidade
distal (EPPO, s.d.)

Existem trés caracteristicas que o destingem: no macho, a espicula é achatada; na

fémea, o labio anterior da vulva tem pregas “flap” e a cauda ¢ arredondada.

O primeiro sintoma externo € o amarelecimento e
emurchecimento  das agulhas  (Fig.6), ocorrendo,
eventualmente, a morte da planta. No interior da planta, a
primeira indicacdo da presenca do nematode é a diminuigéo
da producéo de resina. A transpiracdo das folhas é reduzida
(Mamiya, 1983 in EPPO, sd.) (EPPO,s.d). O

emurchecimento pode aparecer inicialmente num ramo

apenas, embora toda a arvore venha mais tarde a

i 7 G bl
Figura 6- Primeiros sintomas do NMP
(Adaptado de: cafonpera.blogspot.com)
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manifestar também sintomas (Malek & Appleby, 1984 in EPPO, s.d.) (EPPO, s.d.). Muitas
vezes, 0s sintomas podem resultar da alimentagdo do inseto nos rebentos mais jovens.

O género Monochamus, em coniferas, € o principal vetor de B. xylophilus. Em
Portugal, como ja referido anteriormente, o vetor do NMP € a espécie M. galloprovincialis
(EPPO, s.d.)

A oviposicdo ocorre em cicatrizes da casca das arvores (Fig.7), e as larvas eclodem
apos 4-12 dias, dependendo da temperatura. O primeiro instar da larva comeca a alimentar-se
do floema e do cdmbio da zona sub-cortical. No terceiro instar, a larva alimenta-se da seiva e
forma galerias em forma de “S”, perpendiculares aos eixos ¢ paralelos aos eixos. Mais tarde, o
instar seguinte completa as galerias formando a cadmara pupal. O Gltimo instar larvar fecha as
aberturas da galeria e inicia o estado de pupa. Apds cerca de 19 dias, os adultos eclodem,
comecando a deslocar-se no xilema até atingirem a superficie. Entre a eclosdo e a emergéncia
pode haver um periodo de 6-8 dias. Em alguns dos estadios descritos, exceto o de pupa, pode
ocorrer uma hibernacdo. Quando nao existe hibernagdo, o ciclo de vida, desde a oviposicdo a

emergéncia do adulto, pode ocorrer em 8-12 semanas (EPPO, s.d.).

Nematodes introduzidos na arvore|
Arvores resistentes. Nematodes

através das feridas de alimentay
ndo se multiplicam

- 4 ==rwwm  Arvores susceptiveis. Nematodes
& alimentam-se de tecidos vegetais
FASE FITOFAGA

Insecto vector alimenta-
se dos ramos jovens

e multiplicam-se

Pinheiro saudavel

Oviposigao

> I
( R 4] Outros_ insectos -
Insecto vector adulto \ framiers flmgos Pinheiro em declinio
f
Troncos -
Nematodes s3o atraidos para ' FASE MICOFAGA s .
as camaras pupais do insecto Larvas do insecto

vector desenvolvem-se

vector X g -
no interior da arvore

Nematodes alimentam-se de fungos da
madeira em decomposigio

Figura 7- Fases do ciclo de vida do nematode-da-madeira-do-pinheiro
(Adaptado de: Abrantes, 2009)

A larva é apoda apresentando corpo alongado, com 10 segmentos abdominais, a
diferenga de comprimento e largura da cabeca é bem visivel. Os tergitos sdo simples e sem

espiculas, nem placas esclereficadas (EPPO, s.d.).
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Os adultos podem medir de 10-30 cm. Algumas das carateristicas do género sdo,
saliéncias antenais longas, proximas e separadas por uma cavidade profunda, a fronte pode ser
transversal ou sub-angulosa. As antenas sdo delgadas, no macho sdo muito longas, na fémea
sdo distintamente mais compridas que 0 corpo; o terceiro segmento pode ser trés vezes o
comprimento do escapo. Em ambos 0s sexos as patas sdo alongadas e finas, nos machos a
tibia anterior é arqueada e o tarso coberto de pélos.

Estes insetos apenas fazem oviposicdo em &rvores mortas ou em stress. A larva, ao

alimentar-se, faz galerias e fura a madeira sob a casca, tornando a arvores mais vulneravel.

3.2. Controlo do nematode-da-madeira-do-pinheiro

Inicialmente o controlo do NMP foi feito através da fumigacdo das arvores infetadas com
NMP com metam-sodio, pela aplicacdo por via aérea de pesticidas sistémicos contra o inseto
vetor, ou através da injecdo nos trancos de nematodicida como tartrato de morantel ou
benzoato de emamectina (Kishi, 1995; Korea Forest Service, 2003; Lee et al., 2003 in Park,
2007; Takai et al, 2003 in Barbosa, 2010). Algumas questfes foram levantadas com o uso
deste tipo de pesticidas sintéticos, em relacdo a saude ambiental e humana. Por isso, ha
necessidade de desenvolver métodos alternativos de controlo menos tdxicos (Noling and
Becker, 1994 in Choi,2007). Os fitoquimicos podem trazer imensos beneficios, podendo ser
usados como nematodicida ou estes compostos serem modelo para o desenvolvimento de
produtos mais amigos do ambiente (Chitwood, 2002; Park et al., 2005 in Choi, 2007). Estes
fitoquimicos sdo agentes de controlo adequados para a gestdo integrada de inimigos das
plantas, porque sdo seletivos, ttm pouca ou nenhuma a¢do danosa contra 0S organismos nao-
alvo ou para o meio ambiente, podendo ser aplicados diretamente na planta e no solo
(Arnason et al., 1989; Hedin e Hollingworth, 1997).

A eliminacdo do inseto vetor foi também uma medida adotada para controlar o NMP
(Ogawa, 1988 in Whitehead, 1998). Quando foram detetados os primeiros casos, 0 controlo
do vetor foi feito através da aplicacdo de inseticidas e da remocédo de arvores que estavam a

morrer ou ja estavam mortas (EPPO, s.d.).

Muitos estudos tém sido realizados procurando meios alternativos de controlo, tais como
controlo bioldgico, tanto do neméatode como do vetor, atrativos de insetos, criacdo de clones
resistentes de Pinus e inducdo de resisténcias através da inoculacdo de isolados de

B. xylophilus ndo patogénicos (EPPO, s.d.).
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O tratamento térmico da madeira para exportagdo é também uma forma de evitar a
disseminacdo da doenca e pensa-se ser eficaz. A madeira tem que ser sujeita a uma

temperatura de 56°C durante, pelo menos, 30 minutos (EPPO, s.d.).

Recentemente, foram apresentadas algumas solugdes em termos de transporte e
armazenamento de madeira de coniferas hospedeiras do neméatode, pela empresa Florgénese,
que apresenta os produtos STORANET (rede inseticida) e Clotianidina (insecticida)
(ANEFA,2012). Estes dois produtos, tém como objetivo tapar todo o material lenhoso durante
o transporte. No entanto, sabe-se que Clotianidina € uma substancia muito toxica para 0s
organismos aquaticos, por isso deve-se ter o cuidado de ndo o aplicar em terrenos com aguas
superficiais (ANON.4, s.d.).

Como foi referido anteriormente, tem-se verificado uma crescente preocupacgédo na procura
de alternativas aos pesticidas quimicos de sintese, tendo em conta os sobejamente conhecidos
problemas ambientais que podem advir da sua utilizacdo. Essa preocupacdo é mais evidente
qguando se pretendem controlar inimigos das plantas destinadas a alimentacdo humana, no
entanto, a mesma preocupacao devera estar presente quando se pretende controlar inimigos de
plantas florestais. Desde 1972, o ano de fundagdo de IFOAM, International Federation of
Organic Agriculture Movement, que se tem discutido mundialmente conceitos, principios e
objetivos da Agricultura Bioldgica também designada por “agricultura organico”, “organic
farming”,  agricultura ecologica”, “agricultura natural” ou “ nature farming”. Este modo de
agricultura é considerado sustentavel ou como uma alternativa a agricultura convencional ou
de producdo integrada. Este sistema de producéo evita ou exclui praticamente a utilizacéo de
produtos quimicos de sintese mas recorre, entre outras praticas culturais; a luta biologica de
modo a controlar inimigos das plantas (Ferreira, 2012a). Um trabalho de investigacdo baseado
em 293 casos em todo o mundo em que se comparou a agricultura biolégica com outros
modos de producdo agroalimentar mostrou que a agricultura biol6gica pode alimentar todo o
planeta sem impacte negativo no ambiente, para além de poder limitar de forma consideravel
o problema do aquecimento global e das alteracdes climaticas, devendo esta conclusao ser

tida em consideracdo a novas politicas agricolas a nivel mundial (Badgley et al., 2007)

Apesar da agricultura biologica ser associada a sistemas de producdo agroalimentares, isto
é, a sistemas agricolas, deve ter-se presente que o ecossistema florestal e em particular o
pinhal de pinheiro-bravo, ndo esta isolado de forma estanque do meio envolvente. Por isso,

também aqui se deve evitar 0 uso de pesticidas de sintese, a semelhanca do que deve ser feito

Escola Superior Agraria de Coimbra 25




Efeito nematodicida da urtiga-maior e da urtiga-menor sobre o
nematode-da-madeira-do-pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus)

nos sistemas agricolas, como vem referido no Principio da Saude, um dos quatro principios
bésicos da agricultura bioldgica (Ferreira, 2012a). Por outro, o principio da Ecologia inclui a
agricultura bioldgica dentro dos sistemas ecoldgicos vivos (Ferreira, 2012a). Nestes também
poderdo e deverdo ser incluidas as florestas. No principio da Integridade € salientado que a
agricultura bioldgica pretende produzir uma quantidade suficiente de alimentos de qualidade,
para além de outros produtos. Estes poderdo incluir as préprias arvores assim como produtos
que delas podem derivar, entre os quais podem ser destacados 0s que sao utilizados
diretamente para transporte de produtos alimentares desde o local de producdo até ao
consumidor final. O principio da Producéo refere que a agricultura biologica deve ter como
preocupacao final proteger a salde e o bem-estar das atuais e futuras gera¢Ges assim como do
ambiente (Ferreira, 2012a), podendo este ultimo englobar entre outros ecossistemas o

florestal.

Quando se analisam o0s objetivos da agricultura bioldgica também se verifica a sua
potencial preocupacdo com o0s ecossistemas florestais, como se inferido nos seguintes
objetivos: 2, “interagir de forma construtiva e equilibrada com os sistemas de ciclos naturais”;
3 “promover e desenvolver ciclos bioldgicos dentro do sistema de produgdo, envolvendo
microrganismos, ... plantas e animais”; 6 “contribuir para a conserva¢do do solo e da agua”;
11 “minimizar todas as formas de poluicdo que possam resultar das praticas agricolas”; 12
“manter a biodiversidade dos sistemas agricolas e do meio envolvente, incluindo a protegdo
dos habitats de animais e plantas selvagens”; 15 “produzir produtos ndo alimentares com base

em recursos renovaveis e completamente biodegradaveis (ndo poluentes)”.

Os fitoquimicos poderdo ser apontados como potenciais alternativas de protecdo de
plantas, quer devido as suas proprias carateristicas, quer servindo como compostos modelo
para o desenvolvimento de quimicos de sintese com atividade potenciada e amigos do
ambiente (Chitwood, 2002; Park et al., 2005). Poderdo funcionar como biopesticidas, que esta
definido como sendo um pesticida de origem bioldgica, € um produto que contém um
microrganismo como substancia ativa ou que se extrai de um ser vivo mediante processos que
ndo alteram a sua composi¢do quimica. O biopesticida pode ser constituido por parte ou por
toda a substancia ativa, ser concentrada ou n&o, e ser adicionada ou ndo a substancias
adjuvantes. Os produtos naturais criam um dos meios alternativos de protecédo de culturas, que

vao ao encontro de alguns nichos de mercado (Roger, 2002).
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A revolucdo verde veio introduzir o uso de pesticidas de sintese quimica no controlo
de todo o tipo de praga e doenga. Estes pesticidas apesar de serem de efeito imediato, tiveram
efeitos negativos sobre a planta, o solo e os animais. O uso continuado destes pesticidas leva
ao aumento da resisténcia das pragas, ou até mesmo ao surgimento de outras. Neste contexto,
ha necessidade de serem criadas alternativas bioldgicas, que sejam menos prejudiciais (Gupta
et al, 2011). Ao longo dos tempos, os 0Oleos essenciais de origem vegetal tém despertado
muito interesse, pelo seu potencial inseticida, fungicida e bactericida (Regnault-Roger, 1997,
Isman et al.,2000, Burt et al, 2004)

Existem plantas que sdo de uso tradicional em Agricultura Biolgica como meio de
protecdo contra praga e doenca, mas que nao sao indicadas no regulamento europeu relativo
aos produtos fitossanitarios autorizados, provavelmente por ndo serem considerados produtos
fitofarmacéuticos e serem geralmente preparados na propria exploragéo agricola.

Os biopesticidas, atualmente, tém grande importancia e sdo alvo de pesquisas
cientificas, na busca de alternativas aos pesticidas de sintese. Estes podem ser agrupados em
diferentes categorias consoante a sua origem, decocgdes, infusdes, macerados, ou consoante a
finalidade a que se destina, inseticida, nematodicida, fungicida, etc. (Garrido, 2005). Podem

ser obtidos a partir de varias partes da planta, tais como, folhas, raizes, ramos ou tronco.

A maceracdo consiste em colocar a planta, cortada em pedacos mais pequenos, em
agua a temperatura ambiente, durante 24 horas. Apos esse tempo, filtra-se e aplica-se sem
diluir. N&o se deve armazenar, pois poderia desencadear o processo de fermentacdo (Bertrand,
2008).

Ao contrario da maceracgdo, a infusdo é feita colocando 4gua quente sobre a planta,
também em pedacos mais pequenos. A infusdo de plantas ndo deve ser armazenada, no

maximo pode ser guardada durante alguns dias, no frigorifico (Bertrand, 2008).

As substancias obtidas das plantas sdo uma mistura complexa de terpendides,
essencialmente monoterpenos e sesquiterpenos e de fendis, dxidos, alcoois, cetonas, éteres,
esteres e aldeidos que conferem o odor e 0 aroma que caracteriza a planta de onde sdo
provenientes. A presencga desses monoterpenos volateis permite que as plantas se defendam
de pragas, nomeadamente insetos herbivoros e fungos patogénicos (Langenheim,1994 in
Batish,2008)

As plantas aromaticas e 0s seus 0leos essenciais/derivados, tém sido utilizados desde a

antiguidade, pelo seu aroma e cheiro, como condimento ou principio ativo num medicamento,
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como agente repelente ou protetor de produtos armazenados (Batish,2008). Os extratos de
origem vegetal tém inumeras vantagens, em relacdo os pesticidas sintéticos, no controlo de
nematodes e ndo s6. Sdo potencialmente menos toxicos do que 0s compostos sintéticos, visto
serem menos concentrados. S&o biodegradaveis e para além disso apresentam um amplo
espetro e uma acgdo seletiva dentro de cada grupo de pragas, evitando por isso o0
desenvolvimento de resisténcias ao mesmo (Quarles,1992 in Coimbra,2006; Oka, 2000 in
Marino, 2012)

Atualmente sabe-se que existem muitas plantas que possuem Oleos essenciais e
fitoquimicos com propriedades nematodicida (Chitwood, 2002). Como exemplo podem
referir-se 0s 6leos essenciais de Carum carvi, Foeniculum vulgare, Mentha rotundifolia e
Mentha spicata (Oka, et al, 2000), trés plantas da familia Lamiaceae (Ocimum basilicum,
Ocimum. sanctum e Mentha piperatum) e duas da familia Myrtaceae (Callistemon lanceolatus
e Eugenia caryophyllata) (Sangwan et al.,1990) possuem propriedades nematodicida.
Algumas plantas do género Eucalyptus também ja foram referenciadas pelo potencial
nematodicida que apresentam (Pandey et al., 2000, Salgado et al. 2003, Ibrahim et al, 2006 in
Batish,2008). O estudo realizado por Kong et al, 2006, mostrou que Artemisia absinthium,
Artemisia. dracunculus, Cymbopogon citratus, Menthan pulegium, Myrtus communis,
Origanum vulgare, Salvia officinalis e Thymus mastichina também apresentam potencial

nematodicida.

Chitwood (2002) referiu que a utilizacdo de 6leos essenciais, em vez de compostos
purificados ou sintéticos, podem resultar e ter efeitos benéficos, para além de controlarem o0s
nematodes. A utilizacdo de extratos de plantas podera também trazer beneficios por poder
existir sinergia entre varios compostos constituintes (Chitwood,2002). Um modo se procurar
esses compostos nematodicida é fazer um rastreio em plantas onde estes compostos existam

naturalmente, tais como, alcaloides, fendis, sesquiterpenos, entre outros (Oka,2000).

Os 6bleos essenciais de plantas assim como os seus constituintes foram ja referidos
como possuindo atividade nematodicida em relacdo ao NMP (Park et al., 2005;Kim et
al.,2008). De facto, sdo vérios os estudos que tém sido realizados na tentativa de encontrar
uma alternativa aos pesticidas de sintese. Por exemplo, Choi et al. (2007) estudaram o efeito
nematodicida de Gleos essenciais de 29 plantas. Destas, apenas quatro mostraram eficécia de
100%, em relacdo ao nemétode. Contudo, os valores de LCs, foram diferentes, para diferentes

estadios do nematode.
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Neste estudo de Choi et al. (2007) é também feita referéncia a outras plantas cujos
Oleos essenciais apresentam atividade nematodicida, tais como: alcaravia (Carum carvi),
funcho (Foeniculum vulgare), horteld-branca (Mentha rotundifolia), horteld-verde (Mentha
spicata) (Oka et al.,2000), manjericdo (Ocimum basilicum), tulase (Ocimum sanctum),
horteld-pimenta (Mentha piperatum), escova-de-garrafas (Callistemon lanceolatus), cravo-da-
india (Eugenia caryophyllata) (Sangwan et al.,1990) alho (Allium sativum) e canela

(Cinnamomum zeylanicum) (Park et al.,2005)

Num outro estudo, realizado por Kim e seus colaboradores (2008), investigou-se a
atividade nematodicida de Oleos essenciais comerciais de 28 plantas e alguns dos seus
compostos em relagdo a B. xylophilus. Pelos resultados obtidos, apenas trés dos 6leos
essenciais testados, o de Coriandrum sativum, Liquidambar orientalis e Valeriana wallichii
mostraram um efeito notdrio sobre NMP, tendo estes trés oOleos sido testados a diferentes

concentracdes 1,0mg™, 0,8mg™ e 0,6mg™, tendo sido observada eficécia relevante.

Elbadri et al. (2008) avaliaram também, em laboratério, o potencial nematodicida de
cinco Oleos essenciais e de 15 extratos de plantas em relacdo ao NMP. Os resultados
mostraram que os Oleos essenciais de cravo-da-India (Syzygium aromaticum), mostarda
(Brassica integrefolia), tomilho (Thymus vulgaris) e Pelargonium inquinans foram altamente
eficientes no controlo do neméatode. Apenas um extrato, o de magnélia (Magnolia officialis)

mostrou resultados promissores.

Recentemente, um estudo evidenciou, pela primeira vez, o efeito nematodicida de

figueira (Ficus carica) em relacdo ao NMP (Liu et al.,2011)

Estudos com plantas da flora portuguesa foram realizados por Barbosa et al.
(2010,2011) nos quais se salienta o potencial nematodicida de carqueja (Chamaespartium
tridentatum), oregdo (Origanum vulgare), segurelha (Satureja montana), tomilho-de-creta
(Thymbra capitata) e erva-Grsula (Thymus caespititius). Foi ainda estudado o potencial
nematodicida de 16 espécies de eucalipto (Eucalyptus spp.), seis espécies de tomilho (Thymus
spp.) e quatro espécies de menta (Mentha spp.) (Faria et al., 2011). Nestes estudos foram

realgcados os potenciais dos 6leos essenciais das referidas plantas.

Entre as varias plantas utilizadas no controlo de inimigos das plantas encontram-se a
urtiga-maior (Urtica dioica L.) (Fig.8) e a urtiga-menor (Urtica urens L.) (Fig.9), da familia

Urticacea. De fato, a urtiga é tradicionalmente usada em agricultura biolégica como meio de
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protecdo contra pargas e doencas, apesar de ndo ser indicada no regulamento europeu relativo
aos produtos fitossanitarios autorizados em agricultura bioldgica, provavelmente porque nao
sdo produtos fitofarmacéuticos e sdo preparados na propria exploracdo agricola. Ambas as
espécies de urtiga sao utilizadas no controlo de piolho e acaros na forma de chorume em
fermentacdo e maceracao, respetivamente (Ferreira et al.,2012b)

Em termos culturais, as urtigas preferem solos molhados e ricos em nutrientes,
crescem em mancha nos terrenos. Em relacdo ao ciclo vegetativo, a urtiga-maior é perene
enquanto a urtiga-menor € anual. Ambas sdo plantas com folhas serrilhadas e com uma forma
muito semelhante a um coracdo. As duas tém as folhas e caule cobertos com pélos urticantes,
sendo 0s da urtiga-menor mais suaves e menos agressivos do que os da urtiga-maior. A cor
das folhas de ambas as urtigas é verde, sendo que, da urtiga-maior € um verde mais escuro
(Alternative Medicine Review, 2007; Bertrand et al, 2008).

Figura 9- Urtiga menor (Urtica urens L.)
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Em termos de constituintes, as urtigas sdo ricas em acido formico, histamina,
acetolina, &cido acetico, &cido butirico, leucotrienos, 5-hidroxitriptamina entre outras
substancias irritantes a pele. Uma picada de urtiga pode leva ao desenvolvimento de uma
ligeira comichdo e/ou dorméncia, que pode durar uns minutos ou mesmo dias (Alternative
Medicine Review, 2007). No entanto, os extratos de urtiga ndo causam estas reagoes, pois 0S
pélos urticantes sdo destruidos aquando da sua preparacdo (Alternative Medicine Review,
2007.

As urtigas foram usadas durante séculos para uma infinidade de propdsitos e
continuam a ser colhidas para diversos fins, tais como alimentagdo, medicina, téxteis,
cosmeéticos e agricultura (Alternative Medicine Review, 2007)

Os constituintes hidrofilos da urtiga, nomeadamente as lecitinas e polissacarideos,
parecem ser importantes na medicina humana, e os constituintes hidrofébicos ndo sdo
totalmente descartados. (Alternative Medicine Review, 2007)

A urtiga, para a Agricultura Bioldgica é vista como uma planta com imensas
propriedades benéficas em termos de protecdo vegetal. A urtiga-menor é essencialmente
usada em medicina humana, enquanto a urtiga-maior é mais usada na agricultura, pois
fortifica e estimula a flora microbiana do solo e melhora a funcéo clorofilina das plantas. Os
trabalhos de Rolf Peterson (Lind, Suécia,1981) tém demonstrado os efeitos fungicidas e
inseticidas do extrato de urtiga-maior. (Bertrand,2008). Segundo Vicente Gerbe (2009) o
chorume de urtiga tem uma acgdo preventiva contra insetos, sobretudo pulgdes. Tem também

uma acéo estimulante e fertilizante para o solo.

Segundo Bertrand (2008) os extratos fermentados sdo os que merecem um lugar de
honra, pois sdo 0s que tém mais interesse em termos de preparados a base de plantas. Muitos
ensaios ja foram feitos por especialistas nestes ultimos anos, tendo sido obtidos resultados

muito interessantes em termos de protecdo vegetal.

Os extratos de origem vegetal tém indmeras vantagens, em relacdo os pesticidas
sintéticos, no controlo de nematodes e ndo s6. Sdo potencialmente menos téxicos do que 0s
compostos sintéticos, visto serem menos concentrados. Sdo biodegradaveis e para além disso
apresentam um amplo espetro e uma acgdo seletiva dentro de cada grupo de inimigos das
plantas, evitando, por isso o desenvolvimento de resisténcias a0 mesmo (Quarles, 1992 in
Coimbra, 2006; Oka, 2000 in Marino, 2012).
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Apesar de ser a urtiga-menor a mais usada em medicina, a urtiga-maior também tem
sido alvo de varios estudos nesse campo. A urtiga maior tem sido utilizada no tratamento de
doencas e disfuncdes, tais como reumatismo, eczema e anemia (Chrubasik et al,1997; Bone et
al, 2000 in Penelli,2008).

Na industria téxtil a urtiga-maior é utilizada para a producgdo de pigmentos e corante
verde e as fibras sdo utilizadas para fazer cordas e papel (Herbalistes sans Frontiéres, 2013).
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4. METODOLOGIAS

4.1. Obtencdo, manutencdo e propagacdo da cultura de
Botrytis cinerea e de Bursaphelenchus xylophilus

As culturas iniciais do fungo Botrytis cinerea e do NMP,Bursaphelenchus xylophilus
utilizadas neste trabalho utilizado para fazer as repicagens nas varias placas de Petri, foram
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Nematologia do Departamento de Ciéncias da Vida
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra. Posteriormente, estas
culturas foram mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, utilizando a metodologia
que a seguir se descreve. O meio de cultura para o crescimento do fungo foi preparado com
auxilio de uma placa de aquecimento com agitacdo. Para a preparacdo de 1 L de meio de
cultura para crescimento do fungo, utilizou-se um frasco de Erlenmeyer de 2 L, onde se
colocaram 100 mL de &gua destilada, e posteriormente, adicionaram-se 30 g de extrato de
malte, 15,7 g de &gar granulado e 100mL de glicerol. Perfez-se depois o volume de 1L com
agua destilada. O baldo de Erlenmeyer com meio de cultura foi esterilizado numa autoclave,
durante 20 minutos a 120°C. Seguidamente, deixou-se arrefecer o meio até cerca de 50°C,
tendo sido depois adicionado 1 mL de uma solugéo de ampicilina (100 mg de ampicilina em
1 mL de &gua destilada), esterilizada por filtracdo através de malha 0,2 um. O meio de cultura
foi distribuido por caixas de Petri de plastico, de 9 cm de didmetro, estéreis até cerca de
metade da sua altura. Apds o meio ter solidificado, as caixas de Petri foram invertidas e

guardadas num frigorifico, a 4°C, até a sua utilizacdo.

Na camara de fluxo laminar horizontal, foi feita a inoculacdo de algumas caixas de
Petri, retirando um pequeno pedacos do meio colonizado pelo fungo da caixa de Petri com a
cultura “reserva” inicial, para caixas com novo meio de cultura. As caixas foram seladas com
Parafilm M® e conservadas a temperatura ambiente. Para estas caixas de Petri, apds o
desenvolvimento do fungo até cerca de % da caixa e com o auxilio de um bisturi, transferiu-se
um pedaco de meio de cultura contendo NMP, da caixa de Petri com a cultura reserva de
NMP. As caixas, apds terem sido novamente seladas com Parafilm M®, foram colocadas
dentro de um saco de plastico, que apds ter sido devidamente fechado, foi colocado dentro de
uma caixa de plastico e mantidas a temperatura ambiente. Quando se verificou que 0s
nematodes tinham consumido quase todo o fungo disponivel (apds 30 dias), os nematodes

moveram-se para a tampa da caixa de Petri, de onde foram entdo recolhidos, com o auxilio de
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um esguicho de &gua destilada, para um copo de vidro (Fig.10a), tendo a suspensdo de NMP
sido distribuida por caixas de Petri de vidro de 3cm de didmetro (Fig.10b) e de seguida foram

utilizados nas experiéncias.

a)

Figura 10- a) Recolha de NMP do meio de cultura para um copo de vidro; b) Distribuicdo da suspensdo de
NMP para caixas de Petri de vidro

b)

4.2, Preparagdo dos extratos de urtiga-maior e de urtiga-
menor

De urtiga-maior foram preparados dois tipos de extrato, um designado fresco
armazenado (ARM.) e outro de extrato fresco. As plantas utilizada na preparacéo do primeiro
extrato foram colhidas nos canteiros do Jardim de Plantas Aromaéticas da Escola Superior
Agraria de Coimbra, localizado junto a canforeira, enquanto que, para 0 segundo extrato

foram colhidas na vala de dgua, junto ao Caldeirdo, na Escola Superior Agraria de Coimbra.

Da urtiga-menor foi apenas preparado um tipo de extrato, o fresco, tendo sido colhidas
plantas num campo da Quinta do Caneiro, freguesia de Muceldo, S.Martinho da Cortiga,

Arganil.

As plantas foram recolhidas em locais diferentes de modo a que apresentassem o
mesmo estado fenoldgico. Esta necessidade surgiu porque as experiéncias foram realizadas
em épocas diferentes do ano, por ndo ter sido possivel realizar todas as experiéncias em
simultaneo, uma vez que a Aluna, por ter estatuto de Trabalhador Estudante, teve o tempo
dispensado ao trabalho aqui apresentado fortemente condicionado.
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Para a preparacéo dos extratos de urtiga-maior foi preparado adaptou-se a metodologia
descrita por Ferris e Zheng, (1999). Tanto os extratos armazenados como os frescos foram
preparados através de maceracdo (M) (Figs.11 A, B) e de infusdo (1) (Figs.12 A, B) com duas
concentragoes, 1:5 e 1:10.

Inicialmente as folhas de urtiga foram escolhidas, rejeitando as que apresentavam
qualquer tipo de sintoma ou estrago. Foram devidamente lavadas com agua da torneira, secas
com papel absorvente e depois pesadas. As duas concentragdes de maceracdo, foram
preparadas utilizando-se dois almofarizes de porcelana, previamente identificados. Em cada
um, colocaram-se 10 g de urtiga, foram adicionados 100 e no outro 50 mL de agua destilada,
a temperatura ambiente, para preparar a concentracdo de 1:10 e 1:5, respetivamente. Apos

maceracdo, os almofarizes foram tapados com papel de aluminio.

Também foram preparadas duas concentragbes de infusdo, tendo-se utilizado dois
copos de vidro de 100 mL, devidamente identificados e envolvidos com papel de aluminio, de
modo a proteger da luz exterior. Em cada um dos copos foram colocados 10 g de urtiga.
Posteriormente, adicionaram-se 100 e 50 mL de &gua destilada a 95°C, para preparar as

concentragOes de 1:10 e 1:5, respetivamente.

A

Figura 11- A- Maceracéo 1:5; B- Maceracao 1:10

A B
Figura 12-A- Infuséo 1:5; B- Infusdo 1:10
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ApOs 24 horas, 0s extratos preparados através de maceracdo e de infusdo foram
centrifugados numa centrifugadora ROTANTA 460 R- Hettich Zentrifugen (Fig.13) e
filtrados com uma bomba de vacuo com filtro Sartorius (Fig.14). Estes extratos foram
colocados dentro de frascos de vidros SCHOTT (Fig.15), devidamente envolvidos em papel
de aluminio e identificados. Os extratos foram armazenados durante 4 meses no frigorifico e

posteriormente testados.

Figura 14-Sistema de filtracdo com filtro Sartorius
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H
P

Figura 15- Frascos de vidro SCHOTT, envolvidos em papel de aluminio e identificados

Os extratos frescos de urtiga-maior e de urtiga-menor foram preparados, seguindo a
metodologia descrita anteriormente, tendo portanto as mesmas concentragdes que 0s extratos
frescos armazenados (1:5 e 1:10). Estes extratos frescos foram usados logo depois de serem

centrifugados e filtrados.

4.3. Efeito dos extratos sobre o Nematode-da-Madeira-do-
Pinheiro

Inicialmente, preparou-se o material necessario para a realizacdo das experiéncias.
Foram previamente desinfetadas com alcool etilico a 96%, caixas de Petri de 9 cm de
didmetro. Apoés evaporagdo do alcool, em cada caixa de Petri, foi colocada uma lamina de
vidro escavada, também desinfetada com alcool. Foram também desinfetados os blocos de
vidro escavados e devidamente organizados e identificados dentro de uma caixa de plastico
(Fig.16A).

Para cada uma das ldaminas, com o auxilio de uma pestana colocada na extremidade de
uma vareta de vidro e de uma lupa, foram transferidos 20 nemétodes. Posteriormente, 0s
nematodes de cada uma das laminas foram transferidos para os blocos escavados contendo
1 mL de extrato de urtiga (M1:5, M1:10,I11:5 e 11:10). Para cada tratamento foram feitas
5 repeticdes, sendo a testemunha agua destilada esterilizada. Os ensaios decorreram no
escuro, numa camara hdmida e a temperatura ambiente (Fig. 16B). Estas condicdes

pretendiam simular o ambiente dentro da arvore.
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Figura 16- A-Blocos de vidro escavados devidamente organizados dentro da caixa; b) Caixas no escuro.

Para cada um dos extratos testados, extrato fresco de urtiga-maior armazenado, extrato

fresco de urtiga-maior e extrato fresco de urtiga-menor, o procedimento foi semelhante.

As observacdes foram realizadas as 12 e as 24 horas, e depois todas as 24 horas, até
168 horas apds o inicio das experiéncias, com o auxilio de uma lupa. Foram contabilizados os
nematodes imoveis, isto é, que ndo apresentam mobilidade aquando da observagdo mas que,
apos tocados com uma pestana recuperavam a mobilidade, assim como 0s nematodes mortos,
ou seja, 0s que quando tocados com a pestana ndo apresentavam mobilidade e depois de
colocados em &gua destilada, durante meia hora, e novamente tocados com a pestana

continuavam sem mobilidade.

Os valores de mobilidade e mortalidade foram corrigidos em relagdo ao controlo de
acordo com a férmula de Abbott (1925):

MMy %100
T

Mortalidade cumulativa corrigida (%) = 100 — M.

onde Me representa a mortalidade observada nos diferentes tratamentos e Mt
representa a mortalidade observada nos controlos com agua destilada.

Posteriormente, para cada tempo de observacdo foi calculada a média e o respetivo
desvio padrdo e realizada uma analise de variancia uni-fatorial (one-way ANOVA) utilizando
0 programa GraphPad Prism5. Quando se verificaram diferencas estatisticamente
significativas foi realizado o teste de Tukey, para se verificar entre que modalidades existiam
essas diferencas. Os testes foram realizados para um nivel de significancia de p=0,05 (Zar,
1996).
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito dos extratos de wurtiga na mobilidade do
nematode-da-madeira-do-pinheiro, Bursaphelenchus
xylophilus

O primeiro resultado que pode ser retirado desta experiéncia é a diferenca entre 0s
extratos frescos armazenados (Fig.17) e os extratos frescos (Fig.18 e Fig.19). Os extratos que
foram armazenados sdo mais claros e o precipitado que se forma é menos denso, ao contrario
dos extratos frescos que sdo mais escuros e formam precipitados mais densos com o passar do

tempo de observagoes

Dos extratos frescos testados, o de urtiga-maior (Fig.18) tem uma cor visivelmente

mais escura e forma um precipitado mais denso que o de urtiga-menor (Fig.19).

Figura 17- Blocos de vidro escavados com extrato fresco de urtiga-maior armazenado.
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Figura 19-- Blocos de vidro escavados com extrato fresco de urtiga-menor
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Os resultados obtidos para o efeito dos extrato de urtiga na mobilidade de
Bursaphelenchus xylophilus encontram-se na Tabela 1 e nas Figuras 20 e 21.

Nas experiéncias, no tratamento-testemunha de &gua destilada, ndo foi observada

imobilidade nem mortalidade, assim sendo, néo se justificou fazer correcGes das percentagens
de mobilidade nem de mortalidade cumulativa relativamente as testemunhas.

Tabela 1- Efeito dos extratos na mobilidade de Bursaphelenchus xylophilus.

Tempo de exposicéo (horas)

Extratos 12 24 48 72 96 168
n°de nematodes imoveis
1 0,0+ 0,00 a 0,0+ 0,00 a 0,0£0,00 a 0,0£0,00 a 0,0£ 0,00 a 0,0£0,00 a
2 7,8+458b 14+ 1,14 ab 0,0£0,00 a 1,0£0,71a 92+2,77b 13,6+£2,07b
3 0,0+ 0,00 a 2,0+1,58b 12,4+ 2,61b 10,6£2,97 b 2,6£19¢c 16,6+ 1,95¢
4 2,0+£283a 4,8+286¢C 40+141c 4,0£0,71¢c 44+152c¢c 17,8+0,84d
5 1,0+£1,73a 42+239¢c 8,0+ 265 d 8,2+3,63d 78£311b 158+1,48a
6 20,0+ 0,00 c 20,0+ 0,00d 44+114b 11,4+134b 12,8+2,77b 11,0£1,00 b
7 17,2£2,17¢c 19,6+ 0,89d 134+ 241c 11,4+241b 11,0£1,00c 10,4+2,07b
8 26+167a 20,0+0,00d 20,0+ 0,00d 20,0+ 0,00 dc 20,0+ 0,00 d 19,2+0,84¢c
9 16+114a 48+179¢c 20,0+ 0,00d 18,4+1,14d 17,8+£1,30e 18,2+ 0,84 ¢
10 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+0,00 b 20,0+ 0,00 b 6,0£1,58 b 12,2+1,48b
11 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 18,4+ 0,89 ¢ 20,0+ 0,00 ¢
12 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 18,8+ 1,64 c 18,8+1,30d
13 20,0+ 0,00 b 20,0+£0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 b 20,0+ 0,00 d 19,2+ 1,10 cd

xtratos: 1- &gua;2-Extrato fresco de urtiga-maior ARM. (M1:5); 3-Extrato fresco de urtiga-maior ARM. (M1:10); 4-Extrato
fresco. de urtiga-maior ARM (I 1:5);5- Extrato fresco de urtiga-maior ARM (11:10);6- Extrato fresco de urtiga-maior (M1:5);
7-Extrato fresco de urtiga-maior (M1:10); 8-Extrato fresco de urtiga-maior (11:5); 9-Extrato fresco de urtiga-maior (11:10);
10- Extrato fresco de urtiga-menor (M1:5); 11-Extrato fresco de urtiga-menor (M1:10), 12- Extrato fresco de urtiga-menor
(11:5); 13- Extrato fresco de urtiga-menor (11:10)

Para todas as horas de observacéo, nimeros seguidos da mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes (p>0,05), de acordo
com o teste de Tukey. Os resultados sdo média + desvio-padrdo de cinco repeticles e corresponde ao nimero de nematodes
imoveis.

Em termos de mortalidade, esta foi observada no extrato fresco de urtiga-maior ARM.,
em M1:10 e | 1:10, 0,5% e 0,3% respetivamente, e manteve-se igual em todos os tempos de
observacdo. O mesmo aconteceu no extrato fresco de urtiga-maior, em M1:5 e M1:10, com
1% e 0,5%, respetivamente (Anexo I1)

Em termos de mobilidade, relativamente aos extratos frescos de urtiga-maior ARM.,
para M1:5, 11:5 e 11:10, foi registada desde o primeiro tempo de observacao, 12h, 39%,10% e
5% de imobilidade, respetivamente, e os restantes nematodes encontravam-se ativos. Para o

extrato fresco de urtiga-maior foi observada 100% de imobilidade para M1:5, 86% para
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M1:10, 13% para 11:5 e 8% para 11:10. No que diz respeito ao extrato de urtiga-menor, no
primeiro tempo de observacdo, foi registada 100% de imobilidade para as maceragdes e

infusoes.

As 24h, para o extrato fresco de urtiga-maior ARM., foram de 7%, 10%, 24% e 21%,
para M1:5, M1:10, 11:5 e 11:10, respetivamente, havendo por isso descida no nimero de
nematodes imoveis para M1:5 e subida em M1:10, 11:5 e 11:10. Para o extrato fresco de
urtiga-maior, o numero observado de neméatodes imdveis para M1:5 manteve-se igual, ou seja
100%, nos restantes, M1:10, 11.5 e 11:10 houve subida no nimero de neméatodes imoveis,
98%,100% e 24%, respetivamente. Para o extrato de urtiga-menor o numero de nematodes

imdveis manteve-se inalterado, ou seja, 100%.

Na observacdo feita as 48 h, foram registados valores de mobilidade um pouco
diferentes aos anteriormente registados. No extrato fresco de urtiga-maior ARM., para M1:10
e 11:10 os valores subiram, 62% e 40% respetivamente, em M1:5 e 11:5 os valores nédo
tiveram alteracOes significativas. No extrato fresco de urtiga-maior, em M1:5 e 11:10, os
valores de mobilidade observados sofreram uma alteracéo significativa, comparando com o0s
anteriormente observados, 22% e 100%, respetivamente. Para M1:10 e 11:5, os valores foram
muito semelhantes aos da observagdo anterior. No extrato de urtiga-menor, os valores

mantiveram-se iguais aos anteriores, ou seja, 100% de imobilidade.

De modo geral o valor de mobilidade dos nematodes foi variando ao longo do tempo
de observacdes para todos os extratos. As 168h, o nimero de nematodes imdveis, para o
extrato fresco de urtiga-maior ARM. foi muito semelhante para a maceracéo e para a infuséo,
68% e 83%, para M1:5 e M1:10 respetivamente, e 89% e 79% para 11:15 e 11:10. No extrato
fresco de urtiga-maior, os valores para a maceracdo e infusdo também foram muito
semelhantes, 55% e 52% em M1:5 e M1:10 respetivamente, e 96% e 91% em 11:5 e 11:10. No
extrato de urtiga-menor, os valores de imobilidade foram 61% para M1:5, 100% para M1:10,
94% para 11:5 e 96% para 11:10.
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NMP exposto a diferentes extratos de urtiga-maior
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Figura 20- Percentagem de mobilidade de NMP expostos a diferentes extratos de urtiga-maior
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Figura 21- Percentagem de mobilidade de NMP expostos a diferentes extratos de urtiga-menor
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6. DISCUSSAO

Os nematodes fitoparasitas sdo considerados, entre os inimigos das culturas, 0s que mais
prejuizos causam nas culturas e de mais dificil controlo (Bird et al., 2009 in Andrés, 2012).
Entre eles, 0 NMP é um problema de importancia indiscutivel, para a floresta portuguesa e
que brevemente se tornara um problema europeu, se estratégias de controlo eficazes ndo
forem encontradas. De fato, com base na dispersdo atual da doenga da murchid&o do pinheiro,
as medidas que tém vindo a ser implementadas ndo tém conseguido impedir a disseminacéo

desta doenca.

A agricultura bioldgica tem-se desenvolvido essencialmente devido a varias preocupacdes
entre as quais ambientais, com a perda de espécies e habitas selvagens, poluicdo de origem
agricola, assim como com os residuos de pesticidas e outros produtos toxicos nos alimentos e
do seu impacte ambiental (Ferreira, 2012a). Neste trabalho procurou-se estudar o efeito da
urtiga, ja amplamente utilizada em agricultura bioldgica, devido ao seu potencial biocida entre
outros efeitos benéficos. De facto, a urtiga apresenta uma composicao rica em elementos
organicos e minerais que fortalecem as plantas e estimula a flora microbiana do solo, podendo
também possuir propriedades fungicidas, quando o extrato é preparado com infusdo, e
inseticida, quando se trata de extrato fermentado (Bertrand et al., 2008; AGROBIO, 2011)

No entanto, atualmente ndo existem estudos que comprovem que as urtigas tenham acao

nematodicida.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo indicativos do potencial efeito nematostatico das
duas espécies de urtiga sobre o NMP. O extrato de urtiga-menor teve um efeito mais rapido e
duradouro do que o de urtiga-maior, tanto com macera¢do como com infusdo. O presente
estudo vem evidenciar que os extratos de urtiga poderdo vir a contribuir para um controlo
biolégico do NMP. Comparando a analise quimica da urtiga-maior (Urtica dioica) realizada
por llies (2012) com a analise quimica das plantas que se comprovou terem potencial
nematodicida no estudo feito por Barbosa (2010), existem compostos quimicos iguais, como
por exemplo o benzaldeido, a-pineno, cénfora, carvacrol, entre outros compostos, que
mostraram ter potencial nematodicida contra 0 NMP, o que pode justificar o elevado nimero

de nematode imdveis nos varios extratos de urtiga testados.

[Escola Superior Agraria de Coimbra 44




Efeito nematodicida da urtiga-maior e da urtiga-menor sobre o
nematode-da-madeira-do-pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus)

Um estudo de Broekaert (1989) revelou que as raizes da urtiga contém lecitina. Esta
proteina apresenta especificidade para a ligacdo a quitina que reverte o corpo de algumas
pragas das culturas. A sua atividade antifungica e antiviral pode ser utilizada para o controlo
de pragas e doencas das culturas (Lam et al.,2010; Broekaer et al., 1989). Noutro estudo in
vitro realizados por Gaofu e colaboradores (2007) verificou-se o potencial nematodicida de
lecitinas de algumas plantas em relacdo ao NMP. Embora estas proteinas inibam a atividade
de muitos insetos, o seu potencial ainda nao tinha sido relatado em relacdo ao NMP. No
entanto, serd também importante realizar mais testes que comprovem estaes resultados, para
além de que, serd também importante saber em que local estas proteinas atuam no corpo do
nematode. O autor refere que, se estas proteinas sdo realmente toxicas para 0 NMP, 0s seus

genes podem vir a ser a base de mais estudos para a engenharia genética.

Assim, justifica-se um estudo mais aprofundado destas plantas, nomeadamente estudar o
efeito das plantas através da utilizacdo de outros protocolos da preparacdo de extratos, por
exemplo a descrita por Ferreira (2012b). O chorume de plantas fermentado é preparado da
seguinte forma: apds a colheita das plantas, estas sdo colocadas num saco permeavel e
imersas com o auxilio de um peso, num recipiente com agua, mexendo-se uma vez por dia.
Este chorume esta pronto a ser usado passados 3 a 4 dias, devendo ser diluido 50 vezes antes
da sua aplicagdo. Na maceracdo utiliza-se a planta toda, exceto a raiz. Mergulha-se a planta
fresca em agua, durante 12 horas, na proporc¢do de 1 Kg de planta para 10L de agua, ou seca,

na proporc¢ao de 200g para 10 L de agua.

Em termos da metodologia utilizada nos ensaios in vitro, em comparagdo com a utilizada
por Kim et al, (2008) ou Barbosa et al. (2010) por exemplo, esta permite saber com o maior
rigor o nimero de nematodes imdveis e mortos em cada um dos blocos escavados, 0 que ndo

se verifica quando se utiliza uma suspensdo com um nimero estimado de nematodes.

As diferencas de cor entre os extratos frescos e frescos armazenados, 0s frescos mais
escuros que os frescos armazenados, revelam que durante o tempo em que 0 extratos esta
armazenado ha destruicdo de alguns constituintes da urtiga, assim como dos pigmentos de
coloracdo. As diferencas de coloracdo entre extratos feitos através de maceracao e infuséo,
levam a crer que, a0 macerarmos as urtigas ha a destruicdo das células vegetais, levando uma
maior libertacdo dos seus constituintes para o exterior. Foi também nos extratos obtidos por
maceracao, que se verificou haver maior quantidade de precipitado, pois, em contacto com o

ar, 0s compostos existentes no meio, oxidam muito mais rapidamente que os dos extratos
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feitos por infusdo (comunicacdo oral, Filipe Melo). A coloracdo de extratos frescos, dos dois
tipos de urtiga também revelou que é a urtiga-maior que apresenta uma colora¢do mais escura,
0 que vem justificar a escolha de Patrizia Penelli (2008) no seu estudo, onde extraiu e

analisou folhas, caules e fibras de urtiga-maior.

Muitas plantas tém sido alvo de investigacdo cientifica, na procura de pesticidas mais
seguros para o ambiente (biocidas). Os 06leos essencial das vérias plantas estudadas poderdo
ser apontados como potenciais alternativas de protecdo de plantas, quer devido as suas
préprias carateristicas, quer servindo como compostos modelo para o desenvolvimento de

quimicos de sintese com atividade potenciada (Chitwood, 2002; Park et al., 2005).

Apesar dos resultados obtidos nos varios estudos ja realizados com plantas, onde foi
comprovada a eficacia dos mesmos como nematodicida, estes foram feitos in vitro, o que
pode ndo garantir que no meio ambiente estes resultados também sejam obtidos. Assim sendo,
ha necessidade de serem realizados mais estudos, tendo em atencdo a sua a¢do no sistema da

planta no meio ambiente.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu concluir que o extrato fresco de urtiga tem maior efeito
nematostatico comparando com os extratos fermentados de urtiga. Neste caso, foi o extrato de
urtiga-menor que teve um resultado mais rdpido e duradouro sobre os nematodes,
imobilizando-os mais rapidamente e durante mais tempo, 0 que pode trazer algumas
vantagens no seu controlo, nomeadamente na aplicacdo de outra substancia, que por um lado
os elimine, mas que demore algum tempo a atuar.

A utilizacdo do extrato de urtiga veio abrir mais uma porta na luta contra 0 NMP, mas
que requer ainda mais estudos, de modo a clarificar qual a substancia que realmente imobiliza
0s nematodes. Sendo os extratos frescos 0s que apresentam resultados mais promissores, €

necessario que estes sejam aplicados rapidamente, pois precipitam a temperatura ambiente.

Para além das muitas propriedades benéficas para a agricultura que a urtiga tem, este
trabalho vem mostrar mais uma propriedade, o efeito nematostatico sobre o nematode-da-
madeira-do-pinheiro.
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Anexo |

Obtencédo e manutencgéo das culturas de Bursaphelenchus xylophilus e Botrytis cinerea



Cultura de Bursaphelenchus spp.

Meio de cultura de Botrytis cinerea

Para 1000mL de meio:

Malt extract 30g

Glycerol 100mL
Agar, granulated 15.79

Ampicillin (100mg/mL) imL

¢ Dissolver, agitando, o malte e o glycerol em agua destilada;

e Adicionar 4gua destilada até 1000mL;

e Adicionar o agar, fechar o frasco e autoclavar (120°C, 20min);

e Deixar arrefecer até cerca de 50°C;

e Pipetar a solucao de ampicilina;

e Verter 0 meio para caixas de Petri de plastico de 9cm de didmetro e esterilizadas, até
cerca de metade da sua altura;

o Deixar arrefecer e solidificar o meio;

Nota: Preparacdo da ampicilina 100mg/mL

e Pesar 100mg de ampicilina num tubo eppendorff de 1,5 ml;
e Adicionar ImL de agua destilada e dissolver o antibi6tico;

e Esterilizar com um filtro de poro 0,2 um e conservar em tubos de eppendorff
autoclavados a -20°C.

Repicagem das culturas de Botrytis cinerea

e Com inoculadores de bacteérias, retirar pequenos rolos de micélio (branco) do fungo
para o centro de caixas com meio de cultura;

e Selar as caixas contendo novas culturas com parafilm;

e Conservar numa caixa de vidro a temperatura ambiente (para cultura de neméatode) ou
a 15-17°C (para reserva)

Repicagem da cultura de Bursaphelenchus

e Quando as colonias de fungo ocuparem cerca de % do meio disponivel (cerca de 5
dias apds a repicagem)



¢ Quando os nematodes tiverem consumido quase todo o fungo disponivel.

e Com um inoculador de bactérias, retirar um pouco da superficie da cultura a repicar;

e Voltar o inoculador e colocar, ao contrario, o pedaco retirado em cima da cultura do
fungo numa caixa nova;

e Selar as caixas novas com parafilm;

e Conservar a temperatura ambiente, numa caixa de vidro.

Extracdo de nematodes
Quando os nematodes tiverem consumido quase todo o fungo disponivel

e Recolher os nematodes que se encontrarem na tampa da caixa de Petri com um
esguicho de agua destilada;

e Conserva-los numa caixa de Petri de 3cm de didametro em agua destilada a 4°C (até 3
semanas).

PROTOCOLO GENTILMENTE CEDIDO PELO LABORATORIO DE NEMATOLOGIA
DO DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA DA FACULDADE DE CIENCIAS E
TECNOLOGIA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA.
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Resultados para cada extrato aplicado no neméatode-da-madeira-do-pinheiro
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Tabela 2- Percentagem de nematodes imdveis (%1mb) e percentagem de mortalidade dos diferentes extratos ao longo do tempo de exposicao

Tempo de exposicéo (horas)

- 12 24 48 72 96 168

XUratos o ih ™ oMt | %Imb %Mt | %Imb %Mt | %Imb %Mt | %Imb %Mt | %Imb %Mt
1 0.0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 390 00 7.0 0,0 0,0 0,0 5,0 00 460 00 680 00
3 0,0 05 100 05 620 05 530 05 130 05 830 05
4 100 00 240 00 200 00 200 00 220 00 890 00
5 5,0 03 210 03 400 03 410 03 390 03 790 03
6 1000 10 1000 10 220 10 570 10 640 10 550 1,0
7 860 05 980 05 670 05 570 05 550 05 520 05
8 130 00 1000 00 1000 00 1000 00 1000 00 960 00
9 8,0 00 240 00 1000 00 920 00 890 00 910 00
10 1000 00 1000 00 1000 00 1000 00 300 00 610 00
11 1000 00 1000 00 1000 00 1000 00 920 00 1000 0,0
12 1000 00 1000 00 1000 00 1000 00 940 00 940 00

13 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 96,0 0,0

Extratos: 1- 4gua; 2-Extrato fresco de urtiga-maior ARM. (M1:5); 3-Extrato fresco de urtiga-maior ARM.(M1:10); 4-Extrato fresco de urtiga-maior ARM. (I 1:5);5- Extrato fresco de urtiga-
maior ARM. (11:10);6- Extrato fresco de urtiga-maior (M1:5); 7-Extrato fresco de urtiga-maior (M1:10); 8-Extrato fresco de urtiga-maior (11:5); 9-Extrato fresco de urtiga-maior (11:10); 10-
Extrato fresco de urtiga-menor (M1:5); 11-Extrato fresco de urtiga-menor (M1:10), 12- Extrato fresco de urtiga-menor (11:5); 13- Extrato fresco de urtiga-menor (11:10)




