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1) RESUMO
Neste relatorio visa-se em determinar como se influenciam as relagtes de agntes
causais no pinheiro bravo. Descreve-se como pode atuar a praga, T. destruens e o
nematode B. xylophilus e os doisem conjunto, no pinheiro para alem duma
determinacio da doenga por meio da bioimpédancia, asim como 0s estudos dos
seus efeitos e analizar a doenga em conjunto e avaliar a aplicabilidade da técnica
da bioimpedancia como ferramenta de apoio a gestéo floresta.

O estagio tem ainda por objectivo determinar a deslocagao dos nematodos dentro
do pinheiro e validar a utilizagéo de técnica da bioimpedéancia como ferramenta de
apoio ao diagnéstico em Sanidade Florestal.

« Palavras-chave
Nematode da madeira de pinheiro
Escolitideos
Bioimpedancia
Sanidade florestal
Diagnéstico

e Abstract
In this report we aim to test the potential use of the bioimpedance technique as a
toolo for forest health diagnosis. Furthermore, we aim to highlight the biotic relations
into maritime pine tree and contribute for a better knowledge of larval development
osg the causal agents studied.
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2) INTRODUGAO
Desde 27 junho de 2008, Portugali Continental esta definido o seu territério como
area afetada pela presenca e de restrigdo do nematodo da madeira do pinheiro
(Burshaphelenchus xylophilus. Steiner et Buhrer). De acordo com a EPPO
(Envirommental Protection Plant Organitation) trata-se de uma doenga de
quarentena que impede a comercializagao internacional de produtos derivados de
floresta das zonas onde encontra-se presente e gue causa uma importante
mortalidade e perda de biodiversidade no territorio portugués por causa de sua
distribuicdo rapida e eficiente no momento de matar as arvores.
Destaca-se ao pinheiro bravo, Pinus pinaster Aiton, por ser o mais importante da
economia nacional e que devido as suas caracteristicas pioneiras, 0s pinheiros
formam frequentemente o coberto vegetal dominante da regido, conferindo-lhe
caracteristicas ecolégicas especificas (Vasconcelos et al.,2008).
Como espécie nativa da peninsula ibérica, o pinheiro bravo apresenta, em
Portugal, uma entofauna associada diversificada, capaz de explorar 0s recursos
ecoldgicos do pinhal.
O stress hidrico é igualmente um fator de risco para a sanidade dos povoamentos
florestais, por diminuir a resisténcia do arvoredo ao atague dos agentes bioticos.
Ha que fazer referéncia aos insetos que atacam ao pinheiro e que se alimentam,
reproduzem e constroem galerias debaixo da casca no tronco, como s&o 0s
escolitideos (Coleoptera, Scolytinae), as que perfuram o tronco (Coleoptera,
Curculionidae, Lepidoptera: Pyralidae) e as que se alimentam do suco celular da
planta (Hemiptera: Matsucoccidae) (Vasconcelos et al.,2008).
Neste relatorio refere-se ao nematode do pinheiro bravo, B. xylophilus, que tém
uma dinamica percetivel s com o seu inseto vetor, Monochamus galloprovincialis
Oliver (Coleopter: Cerambycidae) (Vasconcelos et al.,2008).
A area atual do nematodo do pinheiro inclui a drea da origem da praga (America do
Norte) e as areas onde foi introduzida posteriormente (Japéo, China, Coreia e
Portugal). Enquanto o efeito negativo na area de origem é baixa, os efeitos
negativos em outras partes da area atual sdo enormes. Na area nativa, uma baixa
quantidade de arvores hospedeiras ¢ efetada pela doenga, mas o impato nos
mercados de exportacéo é substancial. (EPPO, 2009)
Na américa do norte, as condigdes ambientais s&o geraimente inadequados para
expressao da doenca da murchidao dos pinheiros principalmente na fase saprofita
(Evans et al. 1996 citado por EPPO, 2009).
O nematode do pinheiro, atinge um grande nlmero de coniferas, os mais
suscetiveis sao aqueles do género Pinus s@o os da espécie pinheiro bravo, em
Portugal mais afetado. De acordo com a legislagao vigente especifica, & definido
como qualquer material suscetivel de madeira e casca isolada de coniferas (exceto
Thuya.sp) e as plantas sensiveis (exceto frutos e sementes) dos Abies e Cedrus
Trew, Larix, Picea, Pinus, Pseudotsuga e Tsuga. (CE, 2006)
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O nematodo é dispersado através de um vetor. Em portugal o vetor € um
cerambicideo, o longicorinio ou capricornio do pinheiro, (Monochamus
galloprovincialis. Olivier) (Naves, 2007 in. Filipa, 2011).

Este insecto vetor necessita de arvores mortas ou muito debilitadas para fazer a
oviposicéo e ramos jovens para o pasto de maturagéo. Em Portugal, apresenta um
ciclo bioldégico que comega pela emergéncia dos adultos, entre Maio e Agosto,
atingindo valores maximos entre Junho e Julho (INRB, 2008 in. Filipa C. M., 2011).
Estes insetos, voam até arvores saudaveis onde se alimentam de ramos jovens,
pasto de maturagao (Naves, 2007 in. Filipa C. M., 2011).

Ambos sexos sdo atraidos por arvores debilitadas ou recentemente mortas onde
acasalam e as fémeas pdem os ovos através de um orificio na casca, denominadas
feridas de oviposigdo. A oviposigéo coincide com o periodo de voo do inseto, Maio
a Outubro (Naves, 2007 in. Filipa C. M., 2011).

O nematode tem varias estagios no seu ciclo de vida e evolui de acordo com o
ambiente onde se encontra, adaptando-se as circunstancias do local onde vive.
Asim, a sua alimentagéo altera-se podendo passar de fitofago a micofago.

O ciclo bioldgico do nematode da madeira de pinheiro desenrola-se no interior do
pinheiro. O insecto vector do nematode realiza pasto de maturagdo sexual e
introduz os nematodes que transporta nas traqueias (infecgao primaria). O
nematode entra pelos ramos tenros e comenga O Processo invasivo da arvore

(Fig.1)
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Fig.1 Ciclo biologico do nematode do pinheiro e do seu vetor
(http://silvicultor.blogspot.com/2010/1 1/el-nematodo-de-la-madera-del-pino.html)
Os estudos realizados anteriormente, ndo tiveram em conta os efeitos de outras
pragasna mortalidade atribuida ao namatode e as interagbes estabelecidas pelo
complexo biético estabelecido no interior do pinheiro nunca foi aprofundado.
Algums insectos secundarios como 0s escolitideos Tomicus destruens, T. piniperda
e T. minor, Orthotomicus erosus e Ips sedentatus podem afectar o sucesso na
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instalacdo do nematode porque providénciam a existéncia de elevado numero de
-arvores enfraquecidas na mata, obrigatorias para a sobrevivéncia do nematode
(Vasconcelos et al.,2008).

O insecto tratado no relatorio ndo é o insecto vetor, mas este insecto é uma das
mais importantes pragas segundarias que temos e & preciso saber como € € como
é o seu ciclo de vida.

O nome comun & Hilésina mediterranica (Tomicus destruens Woll.) e o seu ciclo
esta relacionado com o nematodo pela posivél infegdo dos dois em no mesmo
tempo.(Fig.2)(Vasconcelos T.)

Ciclo biologico T. desiruens
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Fig.2 Ciclo biologico do T. Destruens e periodo de desenvolvimento larvar (Adaptado de
Vasconcelos, 2006)
No Centro de instrumentagdo da facultade de Ciéncias da Universidade de
Coimbra tém vindo a ser desenvolvidos instrumentos, baseados na técnica da
impedancia para diagnéstico em Medicina.
A bioimpédancia é uma técnica utilizada para transmitir eletricidade com uma
frequéncia determinada por dentro de um corpo vivo e determinar o tempo que
demora em recorrer desde um ponto ao outro do circuito. Assim pois mediante esta
técnica e a sua monitorizacdo, podemos determinar quanto tarda em recorrer uma
certa espécie e observar se ha alguma anomalia.
Para ver como troca temos que fixar com dois parametros que sao:
Reactancia: oposicdo de um corpo a uma corrente determinada, parte
imaginaria de la impedancia (medida e graduagdo em que um circuito
resiste o fluxo duma corrente eclética).
Resisténcia: oposigdo de um corpo a uma corrente determinada.
Sua medida é influenciada por varidveis como: frequéncia do sinal elétrico,
processos eletroquimicos, temperatura, potencial de hidrogénio (pH), estado de
hidratacdo e a viscosidade do fluido ou tecido biologico em questdo. Do ponto de
vista elétrico, os tecidos biolégicos podem ser interpretados como um circuito
complexo formado por resistores e capacitores dispostos tanto em série, quanto em
paralelo, e que agem como condutores ou dielétricos, no qual o fluxo de corrente

seguira o caminho de menor oposicéo (Neves et al., 2009).
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3)

Com o presente estudo pretende-se avaliar a susceptibilidade de plantas sem
stress e com stress hidrico e sem insectos e com insetos ao ataque de nematode
utilizando a técnica da bioimpedéancia.

Como objetivos pretende-se compreender se a mortalidade dos pinheiros €
superior na presenga de escolitidos, de namatodes, e/ ou de ambos. Pretende-se
avaliar as emergéncias de T. destruens e analisar a disperséo do nematode no
pinheiro e avaliar a aplicabilidade da técnica como ferramenta de apoio a gestao
floresta.

MATERIAL E METODOS

Trabalho de campo

Caracterizagao climatica

A area especifica para a experimentagéo nas arvores bioimpedancia séo artificiais,
mas a area & a zona do clima de Coimbra, onde os pinos s&o isclados em uma
estufa, onde permaneceram algumas plantas ao stress e outras plantas com agua,
sem stress.

Estes dados climaticos foram utilizados s&o os da estagéo de clima:

Para o estagio ndo precisamos de dados climaticos, por que as plantas estdo em
uma estufa e as variagdes climaticas controladas, mas como os foros estiveram no
campo muito tempo, era preciso fornecer informagao climatica de qualidade, pra
determinar o secesso da curva do voo e a obtengao das emergéncias.

Os dados relatados pela estagio meteorologica: 85480
Latitude: 40,12 | Duragéo: -8,25 | Altitude: 141
(ANEXO I}
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Trabalho de laboratorio

Na estufa da esac motarm-se duas estufas N e T.

Na sala “N” tinhamos dispostos os pinheiros com diferentes doengas e com dois
tipos de rega diferentes (parte dereita sem rega e parte esquerda com rega).

Na sala “T” tinhamos a parte do controlo da rega onde tinhamos pinheiros e
castanheiros e onde se pode ver que as plantas estavam a ter um certo nivel de
stress, para despois aplicar o mesmo tipo da rega nos pinheiros da sala N, pero so
o maximo e o minimo dos tempos de rega. No experimento se han feito duas
parcelas, uma com rega e outra com stress, e com diferentes doengas.
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Sistema de rega

O sistema de rega foi instalado em colaboragao com o Engenheiro Expedito da
ESAC.

Os vasos onde foram transplantados os pinheiros tinham uma superficie de uns
50cm de didmetro e 40cm de alto, onde se tive que fazer uma saida para o
drenagem com mangueira do esgoto, para poder fazer a cotagem das perdas por
drenagem.

Na base de cada vaso colocou se uma tela de fibra geotéxtil cheia de areia para
que o drenagem nao se estraga-se e tivéssemos vasos entupidos.

Em cada sala realizou-se uma disposigéo da rega diferente.

Sala N
Na sala N a rega estava controlada por um programador & duas electrovalvuias que
tinham diferentes tempos de rega, sendo a electrovalvula numero 1 a de rega 6tima
(parte esquerda) e a electrovalvula 2 a de stress (parte direita).
A evapotranspirac&o foi controlada com com a rega dasalaT.

1 ET=R-D

ET= Evaportranspiragao
R= Rega
D= Drenagem

SalaT
Na sala T a rega estava controlada por um programador e 6 electrovalvulas (3 para
pinheiros e 3 mais para castanheiros) as quais tinham tempos diferentes de rega,
sendo a electrovalvula 1 a de rega étima, electrovalvula 2 com a rega a 80% e &
electrovalvula 3 com a rega a 60%. Desta sala foram apanhados os dados da rega
para saber a evapotranspiragao das plantas e assim comprovar que tinham stress.
Em base aos experimentos realizados com os pinheiros e castanheiros, decidimos
um maximo da rega e um minimo por planta, com o que o0s pinheiros que tinham
rega foram regados 5 min/dia (133.37ml/dia),i os que tinham de ter stress com 2
min/dia (66,67mil/dia).
Os dados recolhidos na sala T expressam que a rega foi bem realizada e que os
pinheiros tinham certo grado do stress, como se pode perceber no ANEXO V.
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inoculagdes de nematode
Foi necessario proceder & cultura de nematodes para proceder & sua inoculagao
nas arvores.
Os nematodes, j& no laboratorio, séo conservados numa placa de Petri que contem
um meio que tem o nome de MEA (meio de extrato de Maita e Agar) e & mantido a
uma temperatura entre 23 e 25°C, faz com que tenhamos um bom crescimento da
Botritis cinerea, que & um fungo, do qual se alimentam 0s nematodes na fase
mictofaga e que pode demorar umas trés semanas a completar o seu crescimento
e poder obter um nimero suficiente deles.
Para fazer a inoculagdo foi necessario obter uma suspensao concentrada, para
incluir em cada inoculagao aproximadamente cerca de 2000 nematodes { Akiba M.
e Nakamura K., 2005).
A preparag#éo destas amostras € um trabalho muito delicado € moroso.
Existem duas maneiras de proceder a exiragdo dos nematodes e obter uma
concentragdo conhecida com que poderemos trabalhar.
a) Com um funil Buechner, com um tubo de silicone colocado na saida do funil
e fechado com uma mola na extremidade, o funil estara fixo num tripé com
papel de filtro, com uma espessura minima, e é colocado por cima do papel
o conteudo da placa de Petri, com a Botrylis cinerea Pers. e o nemaiode de
cabeca para baixo. Por fim recolhe-se agua a partir da torneira, deixando
que corra agua durante 5 minutos com objetivo de evitar os metais pesados
que se encontram na canalizaggo, de seguida colocamos a agua recolhida
no funil enchendo até amostra estar parcialmente tapada.
Apobs 48 horas procede se & recolha do contetdo do tubo de silicone, em
diferentes tubos de ensaio. Estes tubos de ensaio, tem de se deixar em
repouso cerca de 45 minutos para que 0s nematodes depositem no fundo do
tubo devido ao efeito da gravidade. Desta forma conseguimos fazer com que
a concentragao de nematodes aumente no fundo do tubo de ensaio:
Na primeira preparagao colocamos duas placas de Petri em dois funis.
Um numero total de oito tubos de ensaio.
Um numero total de onze tubos de ensaio.
Deixamos estes tubos repousar durante 45 minutos e depois de extrair o
maximo de agua até cerca de dois centimetros de amostra do fundo e
depois decanta se o contetido até se alcancar o minimo de tubos de ensaio
nos quais se vai ter uma maior concentragao de nematodes.
Ao ter um volume tao grande de dgua o que se pretende é tirar a agua por
decantacao e posteriormente juntar o decantado todo no minimo possivel de
tubos de ensaio.
Um numero total de dois tubos de ensaio
Um nimero total de um tubo de ensaio.
Com esta decantagdo nds conseguimos uma maior concentragdo de
nematodes que na primeira decantagéo, assim pois, procede-se a extragao
duma aliquota de 0,05ml e fez-se uma contagem ao microscopio para poder
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saber qual é a concentragdo em cada uma das amostras. De seguida
dividem-se entre os gobelés necessarios para conter o liquido dos tubos de
ensaio. Com a micropipeta retira 3 amostras e voltamos a coloca-las no
gobelé, de seguida retiramos mais uma amostra que sera a definitiva para
realizar a contagem de nematodes de forma a podermos saber a
concentragao.
Os resultados desta contagem s&o os seguinies:
Na primeira amostra temos dois gobeles:
No primeiro gobelé 1.1 temos uma concentragao de 815
nematodes/0.05mi=16300 nem/ml.(Fig. 5A)
No segundo gobelé 1.2 ha uma concentracéo de 94
nematodes/0.05mi=1880 nem/mi.(Fig. 5B)
Na segunda amostra temos dois gobelés:
No primeiro gobelé 2.1 temos uma concentracao de 467
nematodes/0.05ml=9340 nem/ml.(Fig. 5C)
No segundo gobelé 2.2 temos uma concentragao de 391
nematodes/0.01mI=39100 nem/ml.(Fig. 5D)
A contagem foi realizada através de um microscépio e se fez uma sondagem
de um volume conhecido de cada um dos tubos para se poder aferir quai era
a concentragdo de nematodes que tinhamos.
A amostra 2.2 é a amostra com o melhor resultado para proceder a
experiencia ja que tinhamos de utllizar uma concentragdo de 2000
nematodes em 0,05ml e com esta amostra se consegue sem que se tenhas
de fazer alguma diluigdo ou novo procedimento para procurar aumentar a
concentragéo de nematodes.

b) O segundo tipo de exiragéo realiza se com as placas de Petri que tem
hotridis e nematode mas este método € muito mais rapido e eficaz para ter
concentragdes altas de nematodes.

Neste método s6 se utiliza as tampas das placas de Petri, onde ha grandes
quantidades do nematode e como quase nao apresenta perdas é suficiente
para ter uma elevada concentragéo. Devemos apanhar uma garrafa de agua
destilada e fazer um esguicho contra a tampa, onde ficam os nematodes e
depois apanhar a amostra resultante desta pratica com um gobelé. Uma vez
cheio o gobelé cheio de amostra, recolhem se amostras em nimero par em
tubos de eppendorf & leva se a centrifuga durante menos de 10 segundo a
14000 rotagbes para se poder concentrar 0s nematodos no fundo dos tubos
de eppendorf.

Com uma micropipeta temos pipetar todos os eppendorf mas so6 do deposito
de nematodes, temos de pipetar cerca de 20 p! até que temos dois tubos de
eppendorf que apresentam uma elevada concentragéo de nematodes. Neste
caso o que queremos de 2000 nematodes/0,05 ml e como os tubos de
eppendorf tem uma maior quantidade, o que temos de fazer € uma reducao
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do volume para ter uma quantidade exata, voltamos a proceder a contagem
de nematodes através do microscopio com uma aliguota de 0,05 ml.

COMTAGEM DAS AMOSTRAS DOS NEMATODOS

A contagem das amostras foi realizado ao microscopio com uma placa circular que
tinha uma quadricula que nos permitiu ter um volume e uma superficie 6tima para
proceder a contagem dos nematodes.

1.1 ] 2 2.1 — 1
0,05m| v~ 13 0,05ml 6
/ 34 / 1
/ w | [/ 3,
/ 2 \| [/ 44\
85 / 41\
85 65
105 77
101 43
\ 73 )/ 46 /
< 2/ [\ 33/
N 5/ < 7
44 20
N 16 13
TOTAL NEMATODOS AMOSTRA 815 TOTAL NEMATODOS AMOSTRA 467
Fig. 5A Fig. 5C
1.2 | 1 2.2 I 0
0,05ml 4 0.01ml 10
7 N / 6
/ 5 / 3
12 38
% 11 \\ // 38 \\
15 41
12 42
7 45
\ 7 \ a4 |
\ 1/ \ 41/
\ 2 N A
4 15
5 5
TOTAL NEMATODUS AMOSTRA 94 TOTAL NEMATODOS AMOSTRA 391
Fig. 5B Fig. 5D

Uma vez obtida a concentragdo necessaria de nematode, procede-se as
inoculagoes. No processo de inoculagéo, abrimos uma ferida nas arvores com um
bisturi de cerca de 10X30mm e danificamos as células interiores da mesma com
recurso a uma lima, de forma a facilitar a infegdo com o nematode, e aplicamos
0,05 ml ou 2000 nematodes com uma micropipeta diretamente na ferida que foi
aberta por nos e por fim fechamos a ferida com o suber que foi retirado durante a
abertura da ferida, e revestimos esta ferida com parafiime de forma a evitar a
contaminacao desta quer por fungos ou bactérias.(Fig. 5)
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Fig. 5 Realizagao da ferida para a inoculagdo do nematode do pinheiro

As feridas realizadas fecharam optimamente e os pinheiros nao tiveram
problemas em cicatrizar.(Fig. 6)
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Fig.6 Feridas realizadas para as inoculagdesAs nossas medidas de mortalidade das
arvores com o nematode, foram feitas mediante descricdo visual dos efeitos
produzidos as nossas arvores experimentais.

Estas arvores tem uma data de inoculagéo do pinheiro, uma da presenga da
doenga e outra data da morte do pinheiro determinada por a seca total das folhas
do arvore.

As arvores determinadas com a presenga do nematode, todos os inoculados,
sofreram as mesmas sintomatologias.

Estos sintomas sao (Fig.7):
e Segregacao abundante de resina.
e Seca do pinheiro da parte baixa ate a parte alta da arvore.
e Ramilhos apicais murchos.
e Aumento abundante das segundas plagas, sobre todo dipteros e
afidios.

As amostras foram introduzidas imediatamente depois de serem extraidas do
medio do cultivo, porque o nematode perde eficacia quanto mais tempo passa no
ar. Realizaram-se duas introducées do nematode por pinheiro, uns 4000
nem/arvore.

As inoculagdes vao ser realizadas no dia 1 de margo e depois se fizeram mais
duas a dois pinheiros para mostrar o tempo que demora em atuar a enfermidade.
Estos dois pinheiros foram inoculados no dia 30 de marco.

Destes 12 pinheiros inoculados, s trocamos para seguir o experimento 6 deles, e
pusemos 6 mais para poder continuar o experimento.

Estes 6 foram inoculados o dia 30/05/12 e s&o estes (Fig.8):
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SALAN i = e A
EXPERIENCIA SEM REGA 2 min/dia (n&o ao fim-de-semana) COM REGA 4 min/dia (n&o ao fim-de-semana)
Presencia
da
sequeira
o dia
BLANCO 1 2 3 4 5 8 10/04/12
Morto o
dia
21/05/12
BLANCO 7 8 9 10 11 12
Presencia Presencia Presencia Presercla Presazncla
da doenga da doenga | dadoenga Hadean Presencia da dnenaD
o dia o dia odia & diaca doenga o dia dlga
NEMATODO | 13 | 1o0/04/12 | 14 | 10/04/12 | 16 | 10/04/12 16 10/04/12 17 10/04/12 18 | 4o/04/12
Morto o Morto o Morto o Morto o dia
; . A Morto o dia Morto ©
dia 06 dia ‘ dia ) 15/05/12 08 28/05/12 dia
22/05/12 22/05/12 ) 15[@'5!1'2: 15/05/12
Presencia Presencia Presencia Presenicia Preséznma
da doenga da doenga da doenga da doenca Presencia da A6eRca
odia o dia odia adia g doenga o dia dig
NEMATODO 18 10/04/12 20 10/04/12 21 10/04/12 22 10/04/12 23 10/04/12 24 10/04/12
Morto o Morto o Morto o . Morto o dia
: : Morto o dia Morto o
dia 08 dia dia 24/05/12 25 /05/12 dia
28/08/12 14/05/12 14/05/12 28/05/12
Presencia Presencia
NEMATODO da dc:jgng:a da dc:;_enca
DURAGAO odia o dia ) o
DOS 25 | 21/05/12 26 21/05/12 Os nimeros 25 e 26 s6 tém 300 ml/dia (nZo ao fim-de-semana)
PINHEIROS Morto o Morto o
dia dia
22/06/12 20/06/12
Depois de sacar os pinheiros mortos a sala N fico asim
SALAN 5 i W o
EXPERIENCIA SEM REGA 2 min/dia (nd0 ao fim-de-semana) COM REGA 4 min/dia (n&o ao fim-de-semana)
Tem muita Tem muita
BLANCO 1 sequeira 2 s £ & 8 sequeira
Pinheiros Pinheiros Pinheiros Pinheiros Pinheiros Pinheiros
inoculados inoculados inoculados inoculados inoculados inoculados
NEM/ESCOLITIDO | 7 odia . odia 0| oam ™| ear (M| eda [™| oda
30/03/12 30/03/12 30/03/12 30/03/12 30/03/12 30/03/12
Pinyers Pinyers Pinyers Pinyers Pinyers Pinyers
ESCOLITIDO 31 inacula el 32 inacula el 28 inocula el 30 inocula el 29 inocula el 27 inocula el
dia 30/03/12 dia 30/03/12 dia 30/03/12 dia 30/03112 dia 30/0312 dia 30/03/12
H A Pinheiros Pinheiros Pinheiros Pinheiros
Pinheiros Pinheiros
NEMATODO | 6 | entedame | 44 || enriafesn: | 16 | SHENED | ool SHERES: | 45 coftadosl | 5y | ReriRdoR0
dia 6/05/12 dia 6/05/12 da ain dia i
6/05/12 8/05/12 8/05/12 8/05/12
NEMATODO 21/05/12 21/05/12
DURACAQO DOS 25 | Comegam | 26 | Comegam Os nimeros 25 e 26 s6 tém 300 ml/dia (nao ao fim-de-semana)
PINHEIROS a aparecer a aparecer
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Obtengio de escolitideos para introduzir nas arvore e avaliacao das
emergéncias
1) Os arvores foram cortados no mes de outubro em Penela o dia 30/04/12 e
foram deixados la ate o dia 10/02/12.
2) Os escolitideos ficaram dentro dos toros para desemvolverem-se ate o dia
02/05/12.
3) Os escolitideos foram introducidos nos arvores da estufa o dia 04/05/12.
Os toros ficaram protegidos com sacos de redes de fios milimétricas com as que
os escolitideos n&o poderiam passar, para poder saber quantos havia por toro e
quando estavam a sair. Estos foram depositados em uma oficina e os toros foram
numerados e classificados, a espera do nascimento dos escolitideos.
Os toros foram revisados aproximadamente cada 2 dias, a partir do dia 30/04/12,
fazendo o comtagem por toro e assim poder determinar a sua curva de voo
(ANEXE 1I).
Os toros do Castelo Germanelo foram os Gnicos em emergir e de onde se fizeram
as extracdes das emergéncias. (Fig. 9)

NASCIMENTO DOS ESCOLITIDIOS
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_F-ig.Q Curva de voo dos escolitideos.

O 15% dos toros nédo apresentaram nenhum tipo de presenca e tiveram na corva
do voo uma clara baixada de nascimentos nos dias 7, 8 e 9 de julho
respetivamente.(Fig. 10)
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VARIAGAO DA TEMPERATURACOM O NASCIMENTO
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Fig. 10 Variagéo dos nascimentos com a temperatura.

Introdugéo do escolitideos

A preparagdo das amostras fueram realizadas apanhando os toros dos pinheiros
cortados em Penela, meses antes e deixamos no seu habitat ate a data de
recollida dos arvores, depois seriam introducidos nos sacos para nao perder
nimgum escolitido.

PENELA - ZONA DE CASTELO

e Data da corta do arvore 23/10/2011

e Data recolhida dos toros 10/02/2012

e Inicio da data de emergéncia dos escolitidos 02/05/2012
o Inoculagao dos escolitidos nos pinheiros 04/05/2012

Sacaram um total de 15 escolitidos por arvore, para a realizagéo das inoculagdes
e o numero total de escolitidos fue de 15X12=180 escolitidos.

Os arvores fueram emvoltos por uma tela chamada LUTRASIL, que faze de
barrera frente ao vo dos escolitidos, asim pois poemos ter o tempo que queramos
no arvore sem causar danos a nimgum arvor da volta.(Fig. 11)

Escola Superior Agréria de Coimbra
Licenciatura Em Ingenieria Tecnica Florestal

17



LFig.11 Introducéo dos escolitideo

s na estufa.

Foram inoculados no dia 04/05/12 e fizeram amostragens para ver si ha
escolitideos dentro das arvores, dois semanas depois de ser inoculados, o dia
22/05/12, com as seguintes conclusdes (Fig. 12):
Aumento abundante das segundas plagas, sob todos dipteros e afidios.
Entradas multiplos nas arvores.
Nao & presenga do nematodo.

DENSIDADE DOS
NUMERO TOMICUS TOMICUS TOMICUS NO
ARVORE MORTOS VIVOS LUTRASIL DESAPARECIDOS OBSEVAGOES INSETOS NO LUTI}ASIL
(insetos/30cm’)

Carumas verdes na copa e castanhas

7 0 0 8 7 no tronco (clorose e segregagdo de 6/30
resina).
Carumas verdes na copa e castanhas

8 0 o] 2 13 no tronco (clorose e segregago de 10/30
resina).
N3o tém muilos insetos e ndo

9 1 0 1 13 apresentam doenca dos neméatodos. 20/30
Dois alagues no apice.
Observagéo de seca por neméatodo nos

10 2 0 4 9 ramilhos inferiores segregagdo de 120/30
resina.

1" 3 i 0 1 Muito verde na copa e tronco castanho 70130
(carumas).

12 3 0 0 12 Poucos inselos na tela. Presenca de 8/30
aranha.
Dois ataques no apice. Estado do

32 0 0 1 14 pinhairo & bom. 15130

N 0 0 5 10 Muitos insetos e verde até o fim. 160/30
Muitos insetos e 3 atagues dos

28 0 0 3 12 ascoltidsns. 140/30

30 1 2 2 10 Estade do pinheiro & bom. 100/30
3 Ataques no apice. Estado do pinheiro

2 9 0 g 1 & bom. Poucos insetos. 50/30
Tém muita resina mais ndo apresenta

27 3 0 3 8 doenga do nemétodo, poucos insetos. 15080

Fig.12 Numero dos arvores inoculados com escolitidos e observagdes

Depois da realizagdo das amostragens os arvores foram volto a tapar com 0O
LUTRASIL para controlo por si porque ficam la escolitideos vivos dentro.

Foi feita uma amostragem do LUTRASIL retirado das arvores mediante a cotagem
dos insetos da zona mais populosa de insetos (densidade dos insetos no
LUTRASIL)(Fig.13)
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i |

Fig.13 Amostras dos insetos no lutrasil retirado

SALAN R e
EXPERIENCIA SEM REGA 2 min/dia (ndo ao fim-de-semana) COM REGA 4 min/dia (ndo ao fim-de-semana)
] : . Pinyers Pinyers
Pinyers Pinyers Pinyers " - .
ESCOLITIDO | 31 o | s | oadnmae | 28 | pemine [ 80 | SIS inocula | g | Inocula | oy | Inoculael
dia 30/03/12 30/03/12 dia 30/03/12 o} dla0idaiC plion S
30/03/12 30/03/12
DENSIDADE DOS
NUMERO TOMICUS TOMICUS TOMICUS NO
ARVORE MORTOS VIVOS LUTRASIL DESAPARECIDOS OBSEVAGOES INSETOS NO LUTF}AS[L
(insetos/30cm’)
Dois ataques no apice. Estado
A2 o 9 ! 4 do pinheiro & bom. 1520
3 0 0 5 10 Muitos insetos e verde até fim. 160/30
Muitos insetos e 3 ataques dos
28 0 0 8 12 escolilideos. 14050
30 1 2 2 10 Estado do pinheiro & bom. 100/30
3 Ataques no dpice. Estado do
[ 0 0 5 10 pinheiro  bom. Poucas insetos. 50/30
Tém muita resina mais néo
27 3 0 3 9 apresenta doenga do 150130
nemétodo, poucos inselos.

Fig.14 O quadro representa 0s pinheiros inoculados s6 com 0 escolitido.

e Introdugio dos nematodes e escolitideos
Na parte dos nematodes e escolitideos, estos foram inoculados nas mesmas
datas que os escolitideos para a solta € na mesma data para os nematodes para
as inoculagdes e da mesma forma que estos.

As provas foram finalizadas o dia 06/06/12.
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Ex?ééﬁzr?cs " SEM REGA 2 min/dia (ndo ao fim-de-semana) COM REGA 4 min/dia (ndo ao fim-de-semana)
s Pinyers s Pinyers Pinyers
Pinyers ; Pinyers L 7
NEMESCOLTIDO | 7 | inocusidia | 8 | '™8el |9 | inocumel | 10 Pinyers inocula | 44 inocula | 4, | Inoculael
30/03/12 dia dia 30/03/12 el dia 30/03/12 el dia dia
30/03/12 30/03/12 30/03/12
DENSIDADE DOS
NUMERO ToMICUS | TOMICUS | TOMICUS NO INSETOS NO
ARVORE MORTOS | VIVOS LUTRASIL DESAPARECIDOS OBSEVAGOES LUTRASIL
(lnsetus.’SOcm’)

Carumas verdes na copa €
7 0 0 8 7 castanhas no tronco (clorose e 6/30
segregagéo de resina).

Carumas verdes na copa e
8 0 0 2 13 castanhas no tronco (clorose e 10/30
segregagéo de resina).

N&o tém muitos insetos e né&o
apresentam doenga dos

g 1 0 1 13 nematodos. Dois ataques no 20/20
apice.
Observagdo de seca por
10 2 0 4 9 nematodo nos ramilhos 120/30
inferiores segregacgo de resina.
Muito verde na copa e tronco
1 8 ! 0 m castanho (carumas). 00
12 3 0 0 12 Poucos insetos na tela 8130

Presenga de aranha.

Fig.15 Representa os pinheiros inoculados com o nematode e o escolitido.

Como pode-se observar na tabela no ha ninguém morto pero se ha presenca da
doenca nas inoculagoes feitas nos arvores com escolitideos e nematodo.

Monitorizagdo da técnica da bioimpedéncia
Foi feito pela Engenheira Elisabeht Borges da facultade de fisica mediante os
elementos a seguir:

O dispositivo de adquicigdo esta formado por ums electrodos (foto superior
esquerda), um sistema de adquiciséo de dados (Picoscope 3250) (foto superior
direita), um sistema de espectroscopia de  impedancia eléctrica
(Iaptop+picoscope+eléctrodos+bioimpedancimetro) (foto inferior esquerda) e
bioimpedancimetro desenhado e elaborado no GEIl ( Grupo de Electronica e
Instrumentacao, Dep. Fisica, FCTUC + eléctrodos) (foto inferior direita).(Fig. 18)

O processo demora muito porque, como ja diz-se antes, a bioimpedancia varia ao
longo do dia e se tem de fazer uma adquisi¢do cada duas horas para ter uma
perspectiva optima dos resultados.

Escola Superior Agréria de Coimbra
Licenciatura Em Ingenieria Tecnica Florestal

21



Wik

Fig.18 Elementos utilizados na monitorizagao dos pinheiros

4) RESULTADOS

e Escolitideos e emergéncias
Nas emergéncias dos escolitidos tinham uma curva de voo com uma baixada das
nascéncias, na qual o escolitido ndo nascio de forma pregresiva.
Esta variagao na curva de voo pode ter acontecido por dois motivos (Fig.19 e 20):

e Porque tiveram uma subida das temperaturas no intervalo da
emergéncia. O facto & que a temperatura € um factor biotico muito
importante nestes insectos € com uma variagao de quatro ou cinco
grados pode fazer que os escolitidios nao saigam.

e Porque o escolitidio que pde os ovos no tronco nao faz a posta
seguida e pode acontecer que estes ainda nao estiveram boms para
nascer. Ao ser postos na arvore em intervalos diferentes os ovos
podem sufrir um feedback e estar mais tempo no tronco para o seu
desenvolvimento.
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Fig.20 Variagdo dos nascimentos com a temperatura.

Mortalidade das arvores inoculadas com escolitideos
N3o tinhamos mortos destas arvores, os pinheiros séo devilitados pela preséncia
dos escolitidos mas este ndo é capaz de matar os pinheiros com a quantidade de
escolitidos inoculados nas arvores.
O pinheiro ofrece resisténcia aos escolitidos segregando resinas nos buracos que
estes fazem para entrar no tronco e tivimos um percentagem alto dos que
estavam nas entradas pero mortos (Fig.21).

VIVOS
MORTOS
TOTAL

T media(?)

VIVOS

DENSIDADE DOS
NUMERO TOMICUS TOMICUS TOMICUS NO
ARVORE MORTOS VIVOS LUTRASIL DESAPARECIDOS OBSEVAGOES INSETOS NO LUT}}ASIL
(insetos/30cm”)
Dois ataques no épice. Estado do
32 0 0 1 14 binhsira & bom. 15/30
31 0 0 5 10 Muitos insetos e verde até o fim. 160/30
Muitos inselos e 3 atagues dos
28 0 a 8 12 escolitideos. 14020
30 1 2 2 10 Estado do pinhsiro é bom. 100/30
3 Ataques no apice. Estado do
28 0 0 5 10 pinheiro é bom. Poucos insetos. 50/30
Tém muita resina mais néo
27 3 0 3 9 apresenta doenga do nematodo, 150/30
poucos insetos.

Fig.21 Numero dos arvores inoculados com escolitidos e observacgdes
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¢« WMortalidade das arvores inoculadas com escolitideos e nematodes

O experimento que foi realizado com estes arvores foi ate © dia 06/06/12 quando
concluido ainda nao tinhamos ningum arvore morto, mas ja tinham simtomatologia
nas folhas e os arvores estavam muito mais devilitados que os que tinham s
escolitido, asim pois, pode-se dizer que os pinheiros com nematodes sa0 mais
susceptive! a a invasdo por outras pragas e que as dues, em conjunto, podem
estragar com mais facilidade a resisténcia do arvore e fazer gue morra mais
depresa (Fig.22).

DENSIDADE DOS

NUMERD TOMICUS TOMICUS TOMICUS NO
ARVORE MORTOS VIVOS LUTRASIL DESAPARECIDOS OBSEVAGOES INSETOS NO E.UTE}ASIL
{Insetos!30em”}
Carumas verdes na copa e castanhas
T [+ o] 8 7 no tronco (clorose e segregagéo de 630
resina).
Carumas verdes na copa e caslanhas
8 [¢] 0 2 13 no tronco {clorose e segragaco de 10430
resina).
Nao tém muilos inselos e no
9 1 1} 1 13 aprasentam doanga dos nemalodos. 20/30
Dois atagues no apice.
Chservagdo da seca por nematodo nos
10 2 0 4 9 rarniihos inferiores segragagéo de 120130
rasina.
Muito verda na copa & Ironce castanho
11 3 1 o 11 tcarumas), 70130
Poucos insetos na tela. Presenca de
42 3 o 0 12 aranha. 8130

Fig.22 Numero dos arvores inocuiados com escolitidos, nematodes e observagdes

Mortalidade das arvores inoculadas com nematodes

As Arvores foram identificados visualmente como mortos, ou moribundas.
Contudo a aplicacédo da técnica da bioimpedéncia revelou que os pinheiros ainda
estavam vivos.

ARVORE | PRESENCIA| MORTO ARVORE | PRESENCIA| MORTO
13 10/04/12 22/05/12 19 10/04/12 28/05/12
14 10/04/12 22/05/12 20 10/04/12 14/05/12
15 10/04/12 16/05/12 21 10/04/12 14/05/12
16 10/04/12 15/05/12 22 10/04/12 24/05/12
17 10/04/12 28/05/12 23 10/04/12 25/05/12
18 10/04/12 15/05/12 24 10/04/12 28/05/12

As inoculacbes v&o ser realizadas no dia 1 de margo e depois se fizeram mais
duas a dois pinheiros para mostrar o tempo que demora em atuar a enfermidade.

Estos dois pinheiros foram inoculados no dia 30 de margo.

ARBRE PRESENCIA MORT ARBRE PRESENCIA MORT

25 21/05/12 22/06 12 26 21/05/12 22/06/12

Mobilidade de Nematodo dentro dos pinheiros

Destes arvores inoculados fizeram provas, para saber o contudo do nematodo no
interior deles, mas estos foram inoculados em 1 de margo.

Cada arvore foi cortada em trés partes diferentes, com um comprimento de 15 cm
e que foram tomadas a parte 1 e 2 em baixo das feridas feitas na introdug&o dos
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nematodes e na parte 3 foi a 30 cm do solo, para comprovar que havia nematodo
em toda a parte aérea da arvore (Fig.23).

NUMERO NUMERO  PESO (9) NUMERO DE NEMATODOS EM 0.05
ARVORE PARTE mi

2.4 8 14 20
Fig.23 representa os diametros dos troncos cortados e 0 numero de nematodes nas trés
aliquotas.

Como pode-se observar hd muitos nematodes nas partes inferiores do arvore, ja
que, o nematode busca zonas onde a maior quantidade de agua e por isso
desloca-se em direcdo ao solo, pode-se dizer que 0 nematodo alcance cerca de
50 centimetros ao longo do tronco na direcgéo do chao.

Tambem podemos dizer que o nematode desloca-se em maior guantidade em
diregao ao solo quanta menor seja a quantidade de agua no arbol.

Aplicagao da bioimpedéancia

Aquisigbes Realizadas nos dias 6 e 11 de Junho de 2012

O perfil de bioimpedéncia de cada individuo foi analisado. De entre as varias
representagdes possiveis foram escolhidas as que seguem por serem as que
melhor evidenciam os os aspetos estudar.

Os graficos abaixo s&o uma representacdo do quociente de impedancia
1kHz/50KHz, descrito na literatura como um dos parametros de impedancia mais
relevantes em estudos e aplicacdes biolégicas. Cada ponto, no grafico, €
respeitante a um individuo.

O grafico da fig.5 é da aquisigéo feita o dia 06/06/12 e os resultados do grafico da
fig.6 da aquisicdo feita no dia 11/06/12, descrevem como conduce-se a
electricidade por dentro do corpo vivo e a resistencia que opone o corpo a uma
corrente.
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Pode-se observar como 0s que ndo tinham nematodes ofrecem uma maior
resistencia dos que si tinham e que os que tinham, tinham uma maior reactancia
com valores muito desiguales.

Os pinheiros inoculados com nematodes 1 més mais tarde e os pinheiros
inoculados simultaneamente com nematodes e escolitideos, sobrepdem-se na
mesma regido do grafico, diferente dos pinheiros nao inoculados. Os pinheiros
inoculados apresentam uma maior reactancia relativamente aos saudaveis(Fig.16
e 17).

Aquisigio realizada a 06-06-2012

g Tor Legenda;
= o
5 ,
[+ 0o - Inoculados com nemétade
a
L S - Inoculados com nemétode 1 més mais
o tarde
0l 0 - Inoculados com nemétode + escolitideos
0 - Inoculados com escalitideos
a0t -Szudaveis
© - Mortos Saudéveis
30F
P2
(o]
le} 0
10 =
8
ol_Cg o i 1 . O,
05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55
Resisténcia

Fig.16 Quociente de impedéancia 1kHz/50kHz para todos os pinheiros em estudo.

Aquisigio realizada a 11-06-2012
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Fig. 17. Quociente de impedancia 1kHz/50kHz para todos os pinheiros em estudo.
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Arvores mortos no experimento
Os arvores foram inoculados em diferentes datas pero os resultados obtidos das

recolhidas de dados indicam que os nematodos aos 77 dias tenem que 0 40% dos
pinheiros ainda esta vivo e que a 0s 84 dias passa a ser o 84%, sendo aos 91

dias ja para o 100% dos mortos. (Fig.24A e 24B)

% DE MORTOS NOS ARVORES DO EXPERIMENTO

EM 14 EM 49

DIAS (% DIAS (%
ARVORES DE DE
MORTQS) MORTOS)
BRANCOS 0 0
Preséncia o

NEMATODE

ESCOLITIDIO

NEMATODE E
ESCOLITIDEQ
5) Fig.24A Mortalidade dos pinheiros
% DE MORTOS NOS ARVORES DO EXPERIMENTO
EM 70 DIAS
ARVORES (% DE
MORTOS) |
BRANCOS 0
NEMATODE 0
Inoculacan
ESCOLITIDIO das
escalitidos
NEMATODEE | IiLe Al
ESCOLITIDEO ::;?eas?;ﬁ 0 @ ~‘- " ‘
6) Fig.24B Mortalidade dos pinheiros

Os que foram inoculados aos 70 dias, no dia das adquisi¢cbes da bioimpedancia
ainda n@o habiam morto, mas dentro das dues semanas depois morreram de
forma muito mais rapida que os pinheiros inoculados s6 pelos nematodos,
podemos dizer que o escolitidio interfere provocando uma morte mais rapida

Nos resultados dos dois pinheiros inoculados, depois da realizagao do estudo no
que morreram todos ao passo dos trés meses, murriendo estes dois inoculados

aos 89 dias (Fig.25A e 25B).

% DE MORTOS NOS ARVORES DO EXPERIMENTO

 EM42 EM 49 EM 56
ARVORES Sl DIAS (% DIAS (% Dl.ﬁt%
D LE L
ORTO _MORTC MORTOS) | MORTOS)
Dois pinheiros
inoculadosdia o 0 0
30/05/12

7) Fig.25A Mortalidade dos dois binheiros
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% DE MORTOS NOS ARVORES DO EXPERIMENTO

EM77DIAS | EMB4DIAS |
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MORTOS) | MORTOS)

| Em 98 DIAS
(% DE

| em1120ias
DE
MORTOS)

ARVORES

Dois pinheiros
inoculadosdia
30/05/12

Preséncia

R e et T

5) Discusséao
Os pinheiros inoculados com escolitidos nao morreram mas foi por falta de tempo
no experimento. Poso dizer que os arvores infetados com escolitidos ainda estao
vivos e ndo tenem porque morrer,
Os arvores inoculados com nematode foram inoculadas em diferentes datas pero
todos morreram pasados os trés meses.
A disposigao de nematodos dentro do arvore e diferente dos arvores com rega e
sim rega, pode ser por que em os de rega os nematodes buscam mais 0 agua e
baixam mais para baixo pero ha menos quantidade destes e nos sem rega os
pinheiros tinham mais nematodos na segunda ferida que em baixo, mas com
maior quantidade.
O facto de ter inoculado as dois doengas produce um incremento na reagao do
nematodo que faz que o pinheiro fique morto com maior rapidez.
Verifica-se que os individuos inoculados com nematodes e também os individuos
inoculados com nematodes e escolitideos, a utilizagdo da bioimpedancia
discriminou entre os individuos saudavéls e os doentes.

A explicacdo para a variagédo de comportamento pode assentar na variagéo de
impedancia de um individuo ao longo do dia, que, como ja é sabido de estudos
prévios, esta dependente da temperatura, humidade relativa e luminosidade. Para
confirmar esta observacdo e perceber o comportamento diario de variagéo de
impedancia de um individuo, estdo atualmente a decorrer monitorizagdes a dois
individuos saudaveis que foram inoculados com nematodes.

Contudo, apesar da variagéo verificada, as observacgdes e conclusdes tiradas em
ambas as figuras mantém-se validas: é possivel descriminar entre individuos saos
e individuos inoculados com nematodo.

Nzo se verificou relagdo com o nivel de stress hidrico. Talvez, tendo em conta
que se trata de uma espécie resistente, a variagdo de stress hidrico induzida &
pouco relevante. Desta forma, as dispersoes existentes podem dever-se a
quantidade de nematodes em cada individuo, ou simplesmente a oscilagbes
diarias de impedancia.

A bioimpedancia pode ser uma ferramenta optima para a sua utilizagdo nas
explotacdes florestais, em casos como € a determinagéo da doenca ates de que
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poda afetar a todo o arvore, ja que como indicamos anteriormente o nematodo
recorre um precurso no qual o arvore ndo tem porque estar todo afeitado e pode
estar s6 parciaimente.

Tambem pode ser util para poer o estado da floresta saudavél, porque agora nao
existe metodo algum que poda determinar in situ se um arvore esta ou ndo
infetado, asim pois, quando fazem trabalhos de limpeza da floresta, o nematode
pode passar por as ferramentas utilizadas na limpeza e contaminar outros
arvores.

Em estudos posteriores se pode realizar mais exaustivamente um estudo referido
ao stress do pinheiro com a bioimpédancia, ja que, nao tivimos tempo pode-se
realizar um analise mais fino e determinar melhor as diferéncias nos graficos da
bioimpeancia.
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Anexo 2.-Estacido meteorologica mes de Mar¢o
ESTAGAO METEOROLOGICA DA ESAC

MES: Margo ANQ 2012
DIA TEMPERATURA HUMIDADE | RADIAGAO Vento PLUVIOSIDADE | ETo
SOLAR
média maxima minima | min_relva | RELATIVA GLOBAL Velocidade | DIRECGAO
media
©) ©) @) ) (%) (M m?d) (/) (mm) (mm)
1 12,3 16,7 83 9,6 76,5 15,2 6,0 S 06 26
2| 134 16,0 12,1 11,2 83,1 57 6.2 S 272 15
3| 149 18,2 11,3 12,2 80,4 14,5 74 5 96 26
4| 148 18,0 12,2 12,6 78,3 206 7.9 S 6,8 32
5| 1438 185 11,6 13,1 80,3 21,0 43 NW 0.4 33
6| 142 19,3 10,2 1,7 80,2 237 4,1 W 0,0 36
7] 153 19,1 10,9 12,3 86,8 11,1 69 S 9.4 21
8| 190 2356 16,6 16,8 84,4 22,7 58 W 14,6 4.0
g 198 285 13,7 14,7 76,1 28,9 40 S 0,0 53
10| 211 30,5 12,8 14,3 731 296 23 NW 0,0 52
11| 208 30,2 14,9 16,7 73.9 18,7 20 N 0,0 a7
12 | 221 30,8 14,7 156 716 21,8 17 NW 0,0 4,1
13| 197 28,0 13,1 14,8 78,9 21,3 23 NW 0.0 39
14| 183 24,1 14,2 15,8 83,7 27,6 38 NW 0,0 4,5
15| 208 285 15,4 17,5 708 31,1 28 N 0,0 55
16 227 34,9 13,4 152 59,4 30,9 34 SE 0,0 6.1
17 | 188 235 14,7 16,6 75.5 26,6 49 NW 0,0 4,5
18| 166 215 13 14,2 776 16,9 33 NW 0,0 3,0
19| 145 18,5 122 15,8 79.4 21,1 43 NW 1,8 34
20| 12,4 157 9,5 13,5 83,0 18,4 37 NW 62 27
21 14,1 188 93 12,6 80,0 171 32 NW 02 238
22| 179 24,0 13,6 16,0 76,7 30,8 32 NW 0,0 49
23| 19,0 29.4 10,3 134 748 32,7 24 NW 0,0 54
24| 202 30,1 11,7 14,5 75,4 32,0 30 NW 0,0 55
25| 177 22,5 15,2 17,3 76,4 256 46 W 0,0 43
26| 159 21,2 10,8 13,9 75,1 24,0 3.8 NW 0,0 39
27| 165 225 97 13,0 74,5 24,9 29 NW 0,0 4,0
28 | 171 25,1 9,3 12,3 734 32,5 3,1 NW 0,0 5,1
29| 175 24,9 97 12,0 75,0 30,1 33 NW 0,0 48
30 | 200 254 15,7 15,2 737 32,8 41 N 0,0 55
31 231 37,3 11,9 10,8 66,5 29,9 1.1 N 0,0 53
MEDIA 17,6 24,1 12,3 14,0 76,6 239 3.9 NW 76,8 126,1
Max.ABS. | 23,1 37,3 16,6 17,6 86,8 32,8 7,9 27,2 6,1
Min.ABS. 12,3 15,7 8,3 9,6 59,4 5,7 i 15
ROSA DE VENTOS
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e
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Anexo 4.-Bioimpedancia

Analise de Resultados — Comparagio entre pinheiros sdos e pinheiros

inoculados com nematodes e escolitideos

Aquisicdes Realizadas nos dias 6 e 11 de Junho de 2012

O perfil de bioimpedancia de cada individuo foi analisado. De entre as varias
representactes possiveis foram escolhidas as seguintes por evidenciarem melhor

0s aspectos a estudar.

Os graficos abaixo sdo uma representagdio do quociente de impedancia
1kHz/50KHz, descrito na literatura como um dos parametros de impedancia mais
relevantes em estudos e aplicagbes biologicas. Cada ponto, no grafico, &

respeitante a um individuo.

e O perfil de distribuicdo para este pardmetro, respeitante a individuos

saudaveis, ocorre numa regido do grafico onde os valores de reactancia
sao reduzidos. Na mesma regido, praticamente sobrepostos, distribuem-se
os valores referentes a individuos inoculados com escolitideos. Desta
forma, héd a inferir que esta inoculagdo pode ndo interferir a nivel da
estrutura interna dos pinheiros ou, pelo menos, néo interfere ao nivel do
stress hidrico das arvores. Por outro lado, os pinheiros inoculados com
nematodes, os pinheiros inoculados com nematodes 1 més mais tarde e os
pinheiros inoculados simultaneamente com neméatodes e escolitideos,
sobrepbem-se na mesma regido do grafico, diferente da primeira. Os
pinheiros inoculados apresentam uma maior reactancia relativamente aos
saudaveis. A dispersdo verificada nestes pode estar relacionada com a
quantidade de nematodes ou com o nivel de stress hidrico. Em relagao aos
pinheiros dados como mortos, apenas um estd de facto morto,
apresentando elevados valores de resisténcia. O restante possui ainda
valores de impedancia semelhantes a um pinheiro saudavel.(Fig.1)
Aquisicio realizada a 06-06-2012

Legenda:
O - Inoculades com nemétode

O

Reactancia
&
=
;

- Inoculados com nemétode 1 més mais
0 tarde
50t O - Inoculados com nemétode + escolitideos
- Incculados com escolitideos
wl - Saudéveis
0 - Mortos Saudaveis

(W8]
(=]
T

(24 1 2 1 L 1 T
15 2 25 3 35 4 i5 5 55
Resisténcia

[

(&3]

Figura 1. Quociente de impedancia 1kHz/50kHz para todos os pinheiros em estudo.
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e O perfil de distribuicdo para este pardmetro, respeitante a individuos
saudaveis, ocorre numa regido do grafico onde os valores de reactancia
s&o reduzidos. Na mesma regido, praticamente sobrepostos, distribuem-se
os valores referentes a individuos inoculados com escolitideos. Desta
forma, ha a inferir que esta inoculacdo pode nao interferir a nivel da
estrutura interna dos pinheiros ou, pelo menos, nao interfere ao nivel do
stress hidrico das arvores. Por outro lado, os pinheiros inoculados com
nematodes, os pinheiros inoculados com nematodes 1 més mais tarde e os
pinheiros inoculados simultaneamente com nematodes e escolitideos,
sobrepbem-se na mesma regido do grafico, diferente da primeira. Os
pinheiros inoculados apresentam uma maior reactancia relativamente aos
saudaveis. A disperséo verificada nestes pode estar relacionada com a
quantidade de nematodes ou com o nivel de stress hidrico. Em relagdo aos
pinheiros dados como mortos, apenas um estd de facto morto,
apresentando elevados valores de resisténcia. O restante possui ainda

valores de impedancia semelhantes a um pinheiro saudavel.
Aquisicio realizada = 11-06-2012

2140
(Y]
c
«m
a
& 120
o
100 -
il g
60 |
10t
20 %
0lon o :§ 30 Oy I 1 Ly ' 1 0
05 1 5 2 25 3 35 4 4.5
Resisténcia

Figura 2. Quociente de impedancia 1kHz/50kHz para todos os pinheiros em estudo.

NOTAS

1. Ambos os graficos expressam a mesma relacio para os mesmos individuos.
Contudo, verifica-se que no dia 11 ocorre uma maior dispersdo em termos de
resisténcia, relativamente aos individuos sauddveis e inoculados com escolitideos.
Para além disso, os individuos inoculados com nematodes e também os individuos
inoculados com nemdtodes e escolitideos, apresentam valores que se concentra
mais no grafico, ndo apresentando tanta dispersio em termos de reactincia como
se verificou no dia 6.

A explicagdo para a variacdo de comportamento pode acentar na variacdo de
impedancia de um individuo ao longo do dia, que, como ja é sabido de estudos
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prévios, esta dependente da temperatura, humidade relativa e luminosidade. Para
confirmar esta observagdo e perceber o comportamente didrio de variacio de
impedancia de um individuo, estdo actualmente a decorrer monitorizagdes a dois
individuos saudaveis que foram inoculados com nematodes.

Contudo, apesar da variagdo verificada, as observacdes e conclusdes tiradas em
ambas as figuras mantém-se validas: é possivel descriminar entre individuos s3os
e individuos inoculados com nematode.

2. Ndo se verificou relagdo com o nivel de stress hidrico. Talvez, tendo em conta que
se trata de uma espécie resistente, a variagdo de stress hidrico induzida é pouco
relevante. Desta forma, as dispersdes existentes podem dever-se a quantidade de
nematodes em cada individuo, ou simplesmente a oscilagdes didrias de
impedancia.

Anexo fotografic |.-Fotos inoculacées nematodes
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Anexo fotografic Il.-Fotos efeitos das doencgas
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Anexo fotografic Ill.-Fotos bioimpedéncia e solta de escolitidos
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