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O NEMATODE

DA MADEIRA

DO PINHEIRO:

NOVAS ABORDAGENS
DE CONTROLO

E MONITORIZACAO

O nemdtode da madeira do pinheiro é a
maior ameaga para os povoamentos de
pinheiro-bravo em Portugal. A investigagdo
no INIAV aposta no desenvolvimento

de novas estratégias de monitorizacdo

e biopesticidas para a sua contencdo.

O recurso a compostos naturais e a
organismos antagonistas é o alvo de
estudo de vdrios projetos de investigacdo
no INIAV, por poder vir a ser uma estratégia
de luta inovadora e um importante
contributo nos atuais meios de controlo
deste organismo.
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O nematode da madeira do pinheiro (NMP) é um
animal microscopico, vermiforme, cujo nome
cientifico € Bursaphelenchus xylophilus (Steiner &
Buhrer 1934) Nickle 1981, e que causa a doenca da
murchiddo do pinheiro (DMP). Os nematodes sao
um grupo de animais extremamente abundantes,
dispersos por quase todos os habitats do plane-
ta, existindo nematodes de vida livre, parasitas de
animais e de plantas. O NMP pertence ao grupo de
nematodes fitoparasitas, podendo alimentar-se de
fungos (micetofago) e de tecidos vegetais vivos (fi-
tofago), essencialmente de espécies do género Pi-
nus, os pinheiros.

Em Portugal, o NMP ¢é uma espécie invasora, nao
havendo registo da sua presenca antes da detecao
na Marateca (Setiibal), em 1999 (Mota et al., 1999).
A via de entrada mais provavel tera sido pela im-
portacao de materiais embalados em madeira in-
fetada nao tratada (paletes, caixas, etc.), de origem
asiatica, zona onde este organismo causava ja en-
tao elevada mortalidade de pinheiros. Com efeito,
a DMP foi detetada pela primeira vez no Japao no
inicio do séc. XX, mas s6 na década de 1970 foi as-
sociada a elevados efetivos populacionais do NMP
no lenho dos pinheiros afetados. Em poucas déca-
das, o NMP dispersou-se pelos paises adjacentes —
China, Coreia do Sul e Taiwan. O NMP ¢ originario
da América do Norte, onde nao afeta os pinheiros
autoctones. No entanto, em espécies de Pinus ex6-
ticas pode causar sintomas da DMP, como o ama-
relecimento e murchidao das agulhas, levando em
muitos casos a sua morte. A sua detecao em Portu-
gal marcou a entrada deste organismo de quaren-
tena no continente europeu e, por consequéncia,
a adocao de fortes medidas de regulamentacgao e
monitorizacao de entrada de material de madeira
no pais e estritas imposicoes na exportagao desta
matéria-prima (Figura 1).

Os laboratérios de Nematologia e Entomologia do
Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Vete-
rinaria (INIAV) acompanharam este problema fi-
tossanitario desde a sua identificacao no pais, quer
por intensos esforcos de monitorizacao da doen-
¢a, recolhendo e/ou processando uma quantidade
crescente de amostras de material sinalizado, quer
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pelo contributo no desenvolvimento de politicas e
regulamentos que visam a contencao da doenca ou
ainda na realizacao de bioensaios em laboratoério e
no campo de novos fitofarmacos para o controlo
quimico do NMP, como o nematodicida de preven-
¢ao Pursue® (Syngenta) ou o fumigante ProFume®
(Douglas Products), incluido nas normas mundiais
ISPM para tratamento de madeira destinada a em-
balagem (Bonifacio et al., 2014).

Medidas de controlo

O controlo da DMP pode ser alcangado de varias
formas. Por um lado, investindo no melhoramento
do pinheiro-bravo, pela despistagem de fatores de
resisténcia em linhas genéticas de arvores que nao

evidenciam sintomas em locais com forte incidén-
cia da DMP. Esta linha de investigacao decorre
ja ha alguns anos no INIAV, em colaboragao com
outras institui¢coes nacionais e internacionais. No
entanto, esta estratégia sera apenas bem-sucedi-
da a longo prazo, pelas caracteristicas do progra-
ma de melhoramento classico e porque envolvera
fortes alteragoes a gestao florestal atual. As estra-
tégias de controlo mais imediato recorrem a eli-
minac¢ao do NMP ou do seu inseto-vetor, o longi-
cornio do pinheiro (Monochamus galloprovincia-
lis), pela erradicacao de arvores sintomaticas e/ou
de madeira infetada, e a forte regulamentagao do
movimento de madeira no pais e para fora do pais.
Apos a identificagao de um foco de infecao, é esta-

Figura 1 - Pinheiro-bravo (Pinus pinaster) com e sem a sintomatologia caracteristica da doenga da murchiddo do
pinheiro (DMP) (A), abate de drvores doentes (B) e recolha de material para andlises laboratoriais (C).
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belecida uma zona de intervenc¢ao onde sao elimi-
nadas arvores mortas ou com sintomas de decli-
nio, numa tentativa de reduzir a sua dispersao. Os
pinheiros afetados, com detecao positiva para o
NMP, sao imediatamente eliminados, sendo qual-
quer material de madeira estilhacado a dimensodes
inferiores a 3 cm, enterrado ou queimado, para
eliminar o NMP e as larvas do inseto-vetor. Toda
a madeira para fins comerciais ou de exportagao
tem de passar por um processo de descontamina-
¢ao por fumigagao com ProFume® ou tratamento
térmico, a temperaturas de 56 °C no interior da
madeira, durante meia hora. De modo comple-
mentar, sao usadas armadilhas com um conjunto
de compostos quimicos atrativos, entre os quais
a feromona especifica do longicérnio, para redu-
zir as suas populacdes em zonas criticas. Em areas
habitacionais, em parques ou em arvores com ele-
vado valor social ou cultural pode recorrer-se a
injecao de Pursue® no tronco. Esta técnica é apli-
cada em pinheiros saudaveis e permite uma efi-
ciente protecao contra infe¢coes por NMP durante
cerca de quatro anos. Adicionalmente, tem meno-
res impactos ecolégicos quando comparado com
a aplicagao de inseticidas e as suas consequéncias
ambientais.

Novos potenciais biopesticidas

Nos ultimos anos, os esforcos de investigagao
direcionam-se no sentido das alternativas mais
sustentaveis baseadas em produtos naturais e/ou
agentes biolégicos. No caso do desenvolvimento
de nematodicidas bioquimicos, os o6leos essen-
ciais e os seus volateis ativos tém demonstrado
atividades biologicas consideraveis contra o NMP,
por vezes suplantando a atividade nematodicida
dos seus equivalentes comerciais de uso corrente,
quimicos de sintese. Os 6leos essenciais sao mis-
turas complexas de produtos naturais obtidos de
plantas, fundamentalmente por hidrodestilagao.
Os volateis que os constituem podem pertencer ao
grupo dos terpenos, principalmente mono-, ses-
qui-, e alguns diterpenos, e ao grupo dos fendis,
nomeadamente fenilpropanoides, embora possam
ocorrer compostos de outros grupos em elevadas
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proporcoes. Até ao momento, 0s 0leos essenciais
que demonstraram maior atividade contra o NMP
foram extraidos de plantas de uso comum, como
a cebola, Allium cepa, muito rico em sulfuretos,
compostos com enxofre (S), na sua composicao, ou
a canela, Cinnamomum verum, 6leo muito rico em
fenilpropanoides, compostos com oxigénio (O) na
sua composicao (Figura 2). Considerando o grupo
dos 6leos essenciais mais ativos contra o NMP, a
presenca de compostos com elementos eletrone-
gativos, como S ou O, parece ser uma propriedade
transversal. Quando testados isoladamente, estes
compostos parecem ser 0s responsaveis pelas pro-
priedades nematodicidas dos 6leos essenciais (Fa-
ria et al., 2021).

Figura 2 - Exemplo de compostos nos éleos
essenciais de cebola (Allium cepa) (A) e de canela
(Cinnamomum verum) (B), com elevada atividade
contra o nemdtode da madeira do pinheiro.

O projeto NemAct, em curso no INIAV, pretende
aprofundar a relacao estrutura-atividade de um
grupo particular de compostos com O, os compos-
tos alifaticos oxigenados, volateis que muitas vezes
ocorrem nos 6leos essenciais (Cavaco et al., 2022).
Estes compostos parecem ser responsaveis por um
mecanismo de agao caracteristico, através do qual
a atividade contra o NMP esta diretamente relacio-
nada com o tamanho da cadeia de carbonos que os
constituem. O sucesso deste projeto pode direcio-
nar-nos na identificacao de um bionematodicida de
agao rapida com baixo impacto ambiental.
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Os bionematodicidas microbiologicos focam-se na
atividade biologica de organismos antagonistas.
A despistagem de organismos antagonistas con-
tra o NMP envolve fundamentalmente a utilizagao
de bactérias ou fungos. No caso das bactérias, os
geéneros Bacillus, Pseudomonas e Pantoea sao in-
dicados como potenciais agentes nematodicidas
contra os nematodes fitoparasitas, pela produgao
direta e indireta de compostos nematotoxicos. Em
parceria com investigadores da Universidade de
Salamanca, foram testados cerca de 15 isolados
de bactérias do solo com agao validada como pro-
motores de crescimento de plantas, dos quais um
isolado de Phyllobacterium induziu 89% de morta-
lidade no NMP, apos 48 h de contacto (Vicente et
al., 2022). Dos antagonistas fngicos, destacam-se
as espécies do género Esteya, que demonstram ati-
vidade contra o NMP. Estes fungos estao descritos
como produtores de volateis que simulam os emi-
tidos por pinheiros suscetiveis, atraindo o NMP.
Uma vez em contacto com o hospedeiro, o fungo
liberta esporos que aderem a superficie do nema-
tode e rapidamente germinam para o seu interior,
matando-o. Estes antagonistas estdo ja a ser apli-
cados no campo com sucesso, em florestas experi-
mentais de areas protegidas da Coreia do Sul (Pires
et al., 2022).

Em colaboragao com entidades florestais e empre-
sas de biopesticidas coreanas e alemas, o INIAV tem
em curso o projeto PineProtect que incide na pros-
pecao de espécies de Esteya nacionais e na deter-
minacao do seu modo de acao especifico, visando
a aplicacao deste meio de controlo bioldgico nas
florestas portuguesas.

Modernizacao da monitorizacdao

No que diz respeito a monitorizacao do NMP, que
inclui nao s6 a despistagem de materiais de ma-
deira que chegam de outros paises aos portos na-
cionais (essencialmente paletes de transporte), e
as resultantes dos tratamentos térmicos nas uni-
dades destinadas a esse fim, mas também o acom-
panhamento dos focos de infecao ja estabelecidos
e de novos focos nos nossos pinhais, o laborat6-
rio de Nematologia do INIAV processa milhares
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de amostras (madeira e insetos) por ano. Os ne-
matodes sao extraidos das amostras por imersao
em agua e recolhidos da suspensao por crivagem
para posterior observacao a lupa e microscopio,
visando a sua identificacao através das caracteris-
ticas morfologicas. Em caso de dvida, segue-se a
confirmacao do resultado por biologia molecular
(Inacio et al., 2015).

O projeto internacional PURPEST, do qual o INIAV
€ um de 18 parceiros europeus, propde um salto re-
volucionario na forma como ¢é realizada a monitori-
zagao de “pestes” agrondmicas e florestais. A inves-
tigacao proposta baseia-se na identificacao de uma
“impressao digital” volatil da presenca de material
infetado/infestado pelo NMP com recurso aos
mais recentes avangos tecnoldgicos na construgao
de um prototipo de sensor de volateis. A utilizagao
deste novo método tem o potencial de diminuir o
tempo de analise de uma amostra para cerca de 30
minutos e pode também ser levada a cabo in loco
por pessoal nao especializado. Esta nova ferramen-
ta de monitorizacao permitira processar até cerca
de 80% do material que chega aos nossos portos
de entrada e despistar eficientemente a presenca
do NMP. O sistema sensor pode vir a ser adotado
pelos estados-membros europeus e, desta forma,
prevenir o livre-transito e entrada de graves pragas
e doencas agronomicas e florestais dos paises afe-
tados para os isentos.

Nota conclusiva

O problema do NMP esta longe de estar resolvido.
Em Portugal, a DMP persiste e sucedem-se novos
focos de infecao, assim como em Espanha, de dificil
controlo, e que sao preocupantes vias de dispersao
deste parasita para as florestas de coniferas euro-
peias. A investigacao realizada pelo INIAV, alicerca-
da na sua colaboragao com instituicdes académi-
cas nacionais, e as suas parcerias com importantes
instituicoes de investigagao europeias, norte-ame-
ricanas e asiaticas, visa tracar um caminho mais
rapido em dire¢ao a uma resolucao ou mitigacao
deste problema. Nos anos vindouros, este percurso
deve passar pela introducao de inovacao, pela efi-
ciente monitorizacao do NMP e por um controlo
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mais sustentavel da doenca, baseado em biopes-
ticidas e organismos antagonistas com impactos
ecologicos mais reduzidos. @
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