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RESUMO

Os nematodes-de-quisto da batateira (NQB), Globodera pallida ¢ G. rostochiensis, sdo
importantes parasitas das batateiras e t€ém um enorme impacto econdomico. O seu
controlo ¢ dificil e depende de muitos fatores. A melhor op¢ao € a utilizagdo conjunta de
vérios métodos. E cada vez mais importante e urgente encontrar meios de luta amigos
do ambiente. O desenvolvimento de estratégias de controlo para minimizar os danos
causados por estes fitoparasitas ¢ imperativo. Nematodicidas quimicos, cultivares
resistentes, rotacdo de culturas, fungos e bactérias inimigas naturais dos NQB,
biofumigantes e plantas-armadilha fazem parte do conjunto de estratégias integradas
usadas contra estes nematodes. As legislagdes europeias, e ndo sd, tém vindo a ser cada
vez mais exigentes quanto as restrigdes do uso de produtos quimicos. As cultivares
resistentes, apesar de eficientes, ndo podem ser consideradas como uma alternativa a
longo prazo na medida que a resisténcia pode ser quebrada. A rotacdo de culturas ndo ¢
economicamente viavel, pois s30o necessarios varios anos de rotagdo para que os NQB
deixem de ser considerados ameaga. Os inimigos naturais e biofumigantes tém vindo a
mostrar bons resultados no combate contra os NQB mas em situacdes restritas. Os
exsudatos radiculares das Solanaceas promovem a eclosdo dos jovens do segundo
estadio dos NQB. A batateira, S. tuberosum, planta hospedeira, pode ser usada como
planta armadilha, contudo nao ¢ o ideal pois requer um controlo muito rigoroso para que
a cultura seja destruida a tempo antes de os NQB se reproduzirem. Solanum
sisymbriifolium mostrou ser uma boa planta-armadilha, pois ¢ resistente aos NQB,
promovendo a sua eclosdo e impedindo que os nematodes completem o seu ciclo de
vida. O objetivo deste trabalho foi estudar algumas das interagdes entre os NQB ¢ a
planta armadilha Solanum sisymbriifolium, ja utilizada em alguns paises para controlo
destes nematodes. Neste trabalho, testou-se a patogenicidade de dois isolados de NQB,
um de G. pallida e outro de G. rostochiensis em relacdo a S. sisymbriifolium em
condi¢des controladas. A planta foi considerada resistente aos NQB. Avaliou-se
também o efeito de S. sisymbriifolium na densidade populacional de G. rostochiensis e
G. pallida em ensaios de campo. A identificagdo das espécies de NQB foi feita por

PCR-RFLP sendo a populagao de Barcouco identificada como G. rostochiensis e a do
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Bolho como G. pallida. Os resultados mostraram que S. sisymbriifolium tem potencial
para ser usada como planta-armadilha em Portugal. Por fim, testou-se o efeito dos
extratos do fruto verde (com maior atividade biologica) de S. sisymbriifolium na
inibi¢ao da eclosao ¢ mortalidade dos NQB. A inibi¢do da eclosao cumulativa foi baixa,
e nao se verificou efeito na mortalidade. Concentragdes mais eclevadas devem ser
testadas e efetuados testes de viabilidade. Em todos os ensaios, exceto nos da
mortalidade, S. tuberosum cv. Désirée foi usada como controlo. A identificagdo dos
fitoquimicos presentes no fruto verde revelou a existéncia de sapondsidos e alcaloides,
ambos de natureza esterdide, sendo que um dos alcaldides pode corresponder a
solamargina. Este estudo vem complementar outros ja efetuados e demonstrar que a
planta S. sisymbriifolium pode ser utilizada como um meio de luta contra os NQB sendo
um método amigo do ambiente desde que sejam tomadas as devidas precaucdes de

implementagao da planta na flora local.

Palavras-chave: eclosdo, mortalidade, nematodes-de-quisto da batateira (NQB),

resisténcia, Solanum sisymbriifolium.
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ABSTRACT

Potato Cyst Nematodes (PCN), Globodera pallida and G. rostochiensis, are the main
parasites of potato crops and consequently can have a huge economic impact. The
restraint of these pests is difficult and depends on several factors. The best option is
therefore the joint use of various methods. It is paramount to find more environmentally
friendly ways to fight them. The development of control strategies to minimize the
damage caused by these plant parasites is imperative. Chemical nematicides, resistant
cultivars, crop rotation, fungi and bacteria that are natural enemies to PCN,
biofumigation and trap-crops are part of the integrated set of strategies used against
these nematodes. European legislation and others, have been increasingly demanding
the restriction of the use of chemicals. Resistant cultivars although efficient can not be
considered as a long term alternative to the extent that the resistance can be broken.
Crop rotation is not economically viable because it takes several years of rotation for
PCN to no longer be considered threatening. Natural enemies and biofumigation have
been showing good results in the fight against PCN but in limited situations. The root
exudates of the Solanaceas promote hatching of second stage juveniles of PCN. Potato,
S. tuberosum, host plant, can be used as a trap crop, but is not ideal as it requires a very
strict control, the crop has to be destroyed before nematodes are able to reproduce.
Solanum sisymbriifolium proved to be a good trap-crop because it is resistant to PCN,
promoting the hatching but preventing nematodes to complete their life cycle. The
objective of the study was to understand some of the interactions between the PCN and
the trap-crop Solanum sisymbriifolium, already used in some countries as means of
controlling these nematodes. In this study, the pathogenicity of two PCN isolates, G.
pallida and G. rostochiensis was tested in relation to S. sisymbriifolium in greenhouse.
The plant was considered resistant to PCN. The effect of S. sisymbriifolium in the
population density of G. rostochiensis and G. pallida was also assessed in field trials.
The identification of species of PCN was made by PCR-RFLP. The population of
Barcougo was identified as G. rostochiensis and the Bolho population as G. pallida. The
results showed that S. sisymbriifolium has the potential to be used as trap-crop in

Portugal. Finally, the effect of the unripe fruit extracts (with higher biological activity)
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of S. sisymbriifolium in inhibiting hatching and on the mortality of the PCN was
evaluated. The cumulative inhibition of hatching was low and there was no effect on
mortality. Higher concentrations should be tested and viability tests performed. In all
the tests, except in mortality, S. tuberosum cv. Désirée was used as a control group. The
identification of the phytochemicals present in unripe fruit revealed the existence of
alkaloids and saponosides, both natural steroids. One of the alkaloids present may
correspond to solamargine. This work complements others that have been made and
demonstrates that the plant S. sisymbriifolium can be used as a mean of fighting the
PCN being an environmentally friendly method as long as the proper implementation

precautions are taken in local flora.

Keywords: hatching, mortality, Potato Cyst Nematode (PCN), resistance, , Solanum

sisymbriifolium.
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1.INTRODUCAO






1.1. NEMATODES-DE-QUISTO DA BATATEIRA (NQB), GLOBODERA SPP.

Os nematodes, sao ecologicamente muito bem-sucedidos o que se pode ver pela
diversidade de espécies existentes dentro do filo. Podem ser encontrados em todos os
habitats. A maioria dos nematodes sdo de vida livre, contudo existem espécies parasitas,
tanto de animais como de plantas. Os nematodes-de-quisto da batateira (NQB),
Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923), Skarbilovich, 1959 e G. pallida (Stone,
1973), pertencem a ordem Tylenchida e familia Heteroderidae (EPPO, 2013). Sao
fitoparasitas obrigatorios e sedentarios. (Foot, 1977; Williamson & Hussey, 1996;
Marks & Brodie, 1998; Williamson & Gleason, 2003; EPPO, 2013).

Sao os principais responsaveis pelas perdas, a nivel mundial, na producao de
batata, (Skantar, et al., 2007; Wood et al., 2014; Watts, et al., 2014). Hipoteticamente,
em todos os paises em que se semeie batata, hd danos causados pelos NQB (Cunha, et
al., 2012). Desta forma estas espécies adquiriram o estatuto de espécies de quarentena
(EPPO, 2013). A batalha pela sua detecdo e controlo passa por duas vias: manter a
produgdo econdémica de batata comestivel e garantir que os tubérculos se mantenham
descontaminados com o objetivo de prevenir a dispersdo dentro e fora de fronteiras
(Marks & Brodie, 1998).

Devido ao seu reduzido tamanho, taxa de reprodugdo elevada na presenca de
hospedeiro, capacidade de sobrevivéncia mesmo na auséncia de hospedeiro no solo e a
sua grande especializacdo fazem dos NQB um grande problema para os agricultores e

legisladores a nivel mundial (Marks & Brodie, 1998).

1.2. ORIGEM E ESPECIACAO

A sua origem remonta a regido dos Andes, América do Sul (Mai, 1976; Marks &
Brodie, 1998; Holgado & Magnusson, 2010) mais precisamente na area planéltica do
lago Titicaca no sul do Peru (Abreu & Santos, 1989) tendo sido introduzidos na Europa
depois de 1850 juntamente com a batata (Marks & Brodie, 1998; Holgado &
Magnusson, 2010). Os NQB espalharam-se por todo o mundo inicialmente através do
solo infestado que envolvia os tubérculos, (Marks & Brodie, 1998), pela reutilizagdo de
sacos nos quais se fazia o transporte das batatas e através do movimento da maquinaria

agricola entre os locais afetados e nao afetados (Mai, 1976, EPPO, 2013).



A distribui¢do das duas espécies de NQB na América do Sul ndo ¢ uniforme,
sendo dificil de explicar pois as duas espécies ocupam quase precisamente 0S mesmos
nichos ecoldgicos. A separacdo das espécies parece dar-se por volta da latitude 15-16°
S, onde se localiza o lago Titicaca e onde G. pallida e G. rostochiensis coexistem com o
hospedeiro principal, Solanum tuberosum. Para norte desta latitude apenas se tem
detetado G. pallida enquanto para sul se encontram as duas espécies. No Chile,
Venezuela, Améria Central e México so se tem encontrado G. rostochiensis. Na base da
especiagdo pode estar a diferente necessidade das espécies quanto ao fotoperiodo e a
barreira natural dos Andes aliada as grandes dimensdes do lago Titicaca (Marks &

Brodie, 1998).

1.3. DISTRIBUICAO MUNDIAL

Os NQB ja foram detetados em pelo menos 65 paises, incluindo Portugal (Cunha
et al. 2004). Globodera rostochiensis encontra-se em todos os paises afetados, enquanto
G. pallida se encontra em apenas alguns dos paises como, por exemplo, Inglaterra,
Holanda e Portugal. Em nenhum dos locais parece haver introdugdo s6 de G. pallida,
contudo ¢ possivel encontrar misturas das duas espécies (Marks & Brodie, 1998).Gracas
a sua grande capacidade de sobrevivéncia, os NQB encontram-se em locais indspitos
como, por exemplo, a alguns quilometros a norte do Circulo Polar Artico, onde a
temperatura média anual ronda os 0,6°C (Abreu & Santos, 1989).

A primeira referéncia a presenca dos NQB em Portugal remonta a 1956 na zona
de Braganca. Contudo pensa-se que a introdugdo tenha sido anterior a esta data, tendo
os nemadatodes oportunidade de se dispersar pelos terrenos de cultivo. Todas as
populacdes foram identificadas como pertencentes a espécie G. rostochiensis. S6 mais
tarde foi verificada a presen¢a de G. pallida em campos de Tras-os-Montes e Alto
Douro, zona do pais onde h4 grande produgdo de batata (Santos & Fernandes. 1988;
Abreu & Santos, 1989; Santos et al. 1995).

Cerca de metade das populacdes de NQB presentes em Portugal Continental e
Madeira parecem ser populagdes puras de G. rostochiensis (Santos et al. 1995; Cunha et
al., 2004). A média nacional de area infestada ronda os 50% dos campos de cultivo

sendo que em algumas areas atinge mesmo 0s100% (Cunha et al., 2004).



1.4, IDENTIFICACAO DOS NEMATODES-DE-QUISTO DA BATATEIRA

A similaridade morfologica e biologica entre as duas espécies dos NQB levou a
que inicialmente fossem consideradas como uma unica espécie, Heterodera
rostochienesis, Wollenweber (1923). Mais tarde, este pressuposto foi questionado a
medida que varios cientistas foram encontrando diferengas nas diversas populagdes
destes nematodes. A acumula¢do de evidéncias de heterogeneidade dentro de H.
rostochiensis levou a descrigdo de duas espécies semelhantes: H. rostochiensis e H.
pallida (Stone, 1973). Subsequentemente, estas duas espécies foram incluidas no género
Globodera (Mulvey & Stone, 1976) juntamente com outros nematodes com quistos
redondos. O género Globodera inclui uma duzia de espécies sendo que G. pallida e G.
rostochiensis sdo as que causam maior impacto economico (Marks & Brodie, 1998).

Contudo, as similaridades morfologicas dentro das espécies do género
Globodera, e outros grupos de espécies continuam a ser complicadas de resolver pois,
podem apresentar implicagdes na gestdo agricola. Como exemplo disso, temos G.
tabacum, com incidéncia geografica na América do Norte ¢ América Central, que pode
facilmente ser confundida morfologicamente com os NQB (Marks & Brodie, 1998).

Para a correta aplicagdo de medidas racionais de luta contra os NQB ¢ necessario
distingui-los de outros nematodes-de-quisto (Skantar, et al., 2007).

Globodera pallida e G. rostochiensis podem ser distinguidos com base na sua
morfologia, para isso € necessario obter quistos € jovens do segundo estadio (J2) de
desenvolvimento a partir do solo, raizes e tubérculos de batateiras (Carta & Handoo,
2005; EPPO, 2013). A cor ¢ um dos indicadores morfoldgicos que pode ser usado na
distingdo das duas espécies, a fémea cuja cor muda ao longo da sua maturagdao de
branco para amarelo e desta cor passar para um quisto castanho pertence a espécie G.
rostochiensis, enquanto as fémeas de G. pallida mudam de branco diretamente para
quistos castanhos (EPPO, 2013). Outras caracteristicas analisadas sdo: o nimero de
cumes cuticulares entre o anus e a fenestra no quisto, a regido anterior ¢ corpo do J2,
forma e tamanho da cauda (Mai, 1977; Carta & Handoo, 2005). Contudo, os NQB sao
muito dificeis de distinguir morfologicamente, principalmente porque existe grande
variabilidade intraespecifica (EPPO, 2013). A confirmagdo molecular torna-se assim
indispensavel e complementar a analise morfologica, principalmente quando se suspeita

de novas introdu¢des (Carta & Handoo, 2005; Skantar et al., 2007; EPPO, 2013).



Viérios estudos evidenciam que os genes do ADNr sdo eficazes na identificagdo
de Globodera spp. (Ferris et al., 1993; Mulholland et al., 1996; Bulman & Marshall,
1997; Subbotin et al., 2000; Sirca & Urek, 2004). A regido ITS tem vindo a ser usada
para identificar G. pallida e G. rostochiensis em populagdes mistas (Mulholland et al.,
1996; Bulman & Marshall, 1997; Fullaondo et al., 1999; Madani et al., 2008). Mais
recentemente a técnica de PCR-RFLP (Reacgdo em cadeia da Polimerase, Polymerase
Chain Reaction — Polimorfismos dos Fragmentos de ADN obtidos por enzimas de
restri¢ao, Restriciton Fragment Lenght Polymorfism) separa claramente G. pallida de G.
rostochienesis (Subbotin et al., 2000) e tem vindo a ser utlizada em diferentes paises,

pois ¢ uma técnica que permite fazer uma analise direta ao ADN dos organismos.

1.5. BIOLOGIA

Os NQB sao geralmente pragas de regides com climas temperados, contudo eles
sdo capazes de se adaptar a outras areas. S3o essencialmente parasitas das raizes,
podendo aparecer, em menor quantidade, em outras partes da planta (Marks & Brodie,

1998).

1.5.1 CicLODE VIDA

Os NQB passam parte da sua vida ativa dentro das raizes das plantas
hospedeiras, alimentando-se delas e alterando-as de forma radical. Como quase todos os
nematodes, os NQB tém quatro estadios juvenis e uma fase adulta (Williamson &

Hussey, 1996; Marks & Brodie, 1998).

A fase infetiva comega com a eclosdo dos jovens do segundo estadio (J2). A
eclosdo ¢ estimulada por exsudatos da raiz da planta hospedeira. Os nematodes entram
na raiz ¢ movem-se até ao cilindro vascular, perfurando as células por onde passam.
Uma vez no cilindro vascular, estabelecem um local de alimentagdo, injetando
secrecOes do estilete. A formagdo do local de alimentacdo ¢ caracterizada pela
demolicdo das paredes celulares entre o local inicial de infecdo e a sua vizinhanga,

formando-se assim um syncytium multinuclear que garante suplemento nutritivo para os



nematodes. (Williamson & Hussey, 1996; Marks & Brodie, 1998; Williamson &
Gleason, 2003; Castelli et al., 2005).

Ap6s o inicio da alimentacdo, o nematode torna-se sedentario e sofre as restantes mudas
até a fase adulta. As fémeas adultas sdo redondas e imdveis. A producao de ovos
comeca entre as 3 e as 6 semanas apos a infecdo, dependendo da espécie e das
condi¢des ambientais (Williamson & Hussey, 1996; Marks & Brodie, 1998). Os NQB
reproduzem-se sexuadamente. As fémeas recetivas libertam feromonas sexuais que
atraem os machos nas proximidades presentes no solo (Marks & Brodie, 1998). Apos a
fecundacao os ovos desenvolvem-se no interior da fémea (200 a 500) que morre. A
cuticula torna-se mais espessa e a fémea transforma-se num quisto protetor para os ovos
(Marks & Brodie, 1998; Williamson & Gleason, 2003). O sexo ¢ determinado
epigeneticamente, isto ¢, depende das condigdes ambientais (Timmermans, 2005).
Quando ha escassez nutricional ha maior abundancia de machos, enquanto as fémeas s6
surgem quando ha alta disponibilidade nutricional (Williamson & Hussey, 1996; Marks

& Brodie, 1998) (Fig. 1).

Exsudatos da raiz

/

Eclosao

Quistos

Acasalamento Ciclo de vida de J2 —Jovens do segundo

Globodera spp. estadio

Invasdo da raiz

e

Local de alimentacgdo

Figura 1: Ciclo de vida dos nematodes-de-quisto da batateira, Globodera spp. (Adaptado de
http://www.madrimasd.org/)
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1.5.2 DINAMICA POPULACIONAL

Na auséncia de um hospedeiro compativel, os quistos podem manter-se no solo
durante 20 a 30 anos. Os J2 uma vez desenvolvidos dentro dos quistos, entram num
estado de dorméncia chamado de diapausa, e independentemente das condigdes
ambientais, eles nao eclodem até que a diapausa termine mesmo na presenca de
estimulos de eclosdo (Marks & Brodie, 1998).

Na presenca de exsudatos radiculares de uma planta hospedeira e em solos
arenosos temos a taxa mais elevada de eclosdo, contudo, esta nunca chega aos 100%,
pois os NQB tém como estratégia de sobrevivéncia, a manutencao de alguns juvenis em
diapausa, durante algum tempo, antes de eclodirem, mantendo assim as populagdes de
campo viaveis durante anos (Marks & Brodie, 1998).

A taxa de multiplicacao dos NQB no terreno depende da densidade populacional
inicial e do tamanho da raiz da planta hospedeira, pois a competi¢ao por espaco livre na

raiz influencia a relagdo em causa (Marks & Brodie, 1998, Timmermans, 2005).

1.6. EcoLoGIA

As espécies mais suscetiveis aos NQB sdo o tomateiro, Solanum lycopersicum, a
beringela, S. melongena, mas ¢é a batateira, S. tuberosum, a mais susceptivel das trés
(Mai, 1977).

A baixas densidades populacionais de NQB as plantas suscetiveis conseguem
tolerar a sua invasdo e os danos por eles causados sem afetar o seu desenvolvimento. As
plantas respondem aumentando o tamanho das suas raizes e o desenvolvimento de
raizes laterais. Contudo, a medida que a invasdo pelo nematode aumenta a planta tende
a deixar de conseguir compensar o problema e comeca a manifestar sintomas da doenca
(Marks & Brodie, 1998; Timmermans, 2005). Os sintomas manifestados pelas plantas
ndo sdo especificos podendo ser facilmente confundidos com outras doencas, a planta
tem um atraso no crescimento, senescéncia precoce, amarelecimento das folhas,
diminuicdo da taxa fotossintética e maior suscetibilidade para ser invadida por outros
agentes patogénicos, (Williamson & Hussey, 1996; Marks & Brodie, 1998; Cunha et
al., 2012; EPPO, 2013; Watts et al., 2014).



1.7. MODO DE INFECAO

Os NQB estabelecem interagdes muito especificas com os seus hospedeiros que
geralmente levam a modificagdes morfogenéticas duradouras em ambos os organismos.
Durante a infe¢do ocorrem mudancas morfoldgicas na raiz da planta hospedeira,
principalmente nas células que irdo ser o local de alimentacdo do nematode (Williamson
& Hussey, 1996) Eles apresentam duas estruturas especializadas responsaveis pela fase
inicial do parasitismo: o estilete e as glandulas secretoras esofagicas. O estilete ¢ a
estrutura que permite perfurar as paredes das células e o contetido das glandulas ¢
libertado para as células gigantes recém-formadas através do estilete (Williamson &
Hussey, 1996). As complexas mudangas morfologicas e genéticas que ocorrem durante
o estabelecimento do local de alimentacdo s3o o reflexo das alteragdes genéticas do

hospedeiro (Williamson & Hussey, 1996; Williamson & Gleason, 2003).

1.8. MEIOS DE CONTROLO

Os NQB existem em quase todos os paises onde a batata ¢ cultivada (EPPO,
2013). Tém por isso um grande impacto econdmico nos paises produtores da batata
semente. O seu controlo ¢ dificil dada a natureza do neméatode, que nas suas primeiras
fases de vida se encontra dentro de um quisto, protegido das condi¢des adversas e
também pela sua capacidade de sobreviver no solo durante anos sem a planta hospedeira
(Marks & Brodie, 1998). De forma a prevenir o problema, a Unido Europeia redigiu
uma Diretiva, que tem como principal objetivo estabelecer medidas de controlo contra
estes nematodes a fim de determinar a sua distribuigdo, evitar a sua propagacao e definir
meios de combate (Diretiva 2007/33/EC).

Distinguir os NQB de outros nematodes formadores de quisto, como ja foi
referido, € crucial para garantir a eficidcia das medidas estabelecidas por cada pais
(Skantar et al., 2007).

As estratégias de luta passam primeiro por evitar a disseminacdo dos nematodes
para terrenos ndao contaminados, diminuir as populagcdes de nematodes nos terrenos
contaminados e evitar o transporte de solo infetado, quer através da maquinaria agricola,
quer através dos tubérculos e outros materiais (Mai, 1977; Marks & Brodie, 1998;

Holgado & Magnusson, 2010).



O uso de nematodicidas quimicos ¢ eficaz como meio de luta para erradicar os
nematodes, contudo, a legislacio Europeia ¢ bastante restrita quanto ao uso de
nematodicidas em solo Europeu, focando essencialmente problemas de seguranca
ambiental e riscos para a saide (Renco et al., 2014). Em condigdes Otimas os
fumigantes podem reduzir as populagdes de NQB até 80%, e com a vantagem de
requerer curtos periodos de rotagdo de culturas. Contudo, na pratica, estes valores de
reducdo populacional ndo se verificam fazendo com que a relacao custo/beneficio seja
baixa (Schomaker & Been, 1999).

A rotagao de culturas com espécies nao suscetiveis ao nematode ¢ uma das
estratégias usadas, contudo ¢ um processo pouco vidvel economicamente e mal visto
entre os agricultores devido ao elevado tempo de rotacdo necessario para que os NQB
deixem de ser considerados ameaga (www.iniav.pt; Cunha et al., 2012; Wood et al.,
2014).

O uso de cultivares resistentes tem vindo a ser usado como estratégia de
combate, evitando desta forma os nematodicidas quimicos (Kaplan & Keen, 1980;
Roberts, 1992; Williamson & Hussey, 1996). Contudo este método ndo pode ser
considerado permanente (Timmmermans, 2005), havendo populagdes de nematodes
capazes de quebrar essa resisténcia (Roberts, 1992; Cunha et al., 2004; Cunha et al.,
2012). A mistura de espécies no terreno também dificulta o sucesso das cultivares
resistentes, pois nem sempre estas sio resistentes as duas espécies de NQB. E
importante conhecer a diversidade genética presente nas popula¢des de campo e definir
os grupos de viruléncia dessas mesmas popula¢des (Cunha et al., 2012). A utilizagdo de
cultivares resistentes a uma das espécies pode fazer com que a outra se torne dominante
no campo, tal facto ja foi verificado em paises como Inglaterra. A isto acresce o
problema de G. pallida ser mais dificil de controlar devido a maior heterogeneidade das
populagdes e maior nimero de grupos de viruléncia (Scholte, 2000a; Cunha et al., 2004;
Timmermans, 2005; Sasaki-Crawley et al., 2010).

Atualmente tém vindo a ser desenvolvidas outras alternativas de controlo, entre
elas o recurso a plantas-armadilha (Scholte, 2000a; Timmermans, 2005; Holgado &
Magnusson, 2010; Sasaki-Crawley et al., 2010; Dias et al., 2012) que se revelam
resistentes a populagdes de NQB e cujos exsudatos da raiz estimulam a eclosao dos J2
evitando a sua reprodugdo (Scholte & Vos, 2000; Timmermans, 2005; Sasaki-Crawley
et al., 2010; Dias et al., 2012; Renco et al., 2014) e ainda a utilizagdo de agentes

biologicos como fungos e bactérias que por partilharem a rizosfera com os nematodes
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estdo em contante interagdo. Fungos nematofagicos como Plectosphaerella cucumerina
tém mostrado bons resultados diminuindo as popula¢des de NQB em cerca de 60%
(Siddiqui & Mahmood, 1996; Atkins et al., 2003). Pochonia chlamydosporia, inimigo
natural dos NQB, tem mostrado resultados positivos na diminui¢do da taxa de
multiplicagdo destes nematodes (Tobin et al., 2008). Agrobacterium, Alcaligenes,
Bacillus, Clostridium, Desulfovibrio, Pseudomonas, Serratiae Streptomyces sdo
bactérias que também tém potencial nematodicida (Siddiqui & Mahmood, 1999).

Sabe-se que as espécies da familia Solanaceae produzem agentes que provocam
a eclosao dos NQB. Scholte (2000a,b,c) demonstrou que a batateira pode ser usada
como planta-armadilha, contudo nao ¢ a planta ideal, pois sendo uma planta suscetivel
as duas espécies, existe dificuldade em determinar o momento exato para a sua
destruicao antes de as fémeas adultas se desenvolverem. Ha também o risco de
permanecerem restos de batata no solo que eventualmente poderao ser hospedeiras do
parasita no ano seguinte ¢ desta forma tornarem-se focos de multiplicacdio dos NQB
(Scholte, 2000a; Timmermans, 2005; Dias et al., 2012). Ap6s diversos estudos testando
o potencial das Solanaceae, Solanum sisymbriifolium mostrou ser uma planta-armadilha
promissora (Scholte, 2000b.c; Timmermans, 2005).

Uma outra alternativa biologica na luta contra estes neméatodes ¢ a biofumigagao
usando compostos inofensivos para o ambiente. Segundo Lord et al., (2011), esta
técnica representa uma potencial alternativa para o controlo de pestes. O uso de
cultivares de batata geneticamente modificadas também ¢ uma das alternativas de
controlo futuras. Nas condi¢cdes de campo, estas t€ém que se mostrar eficientes no
controlo do NQB e ser amigas do ambiente (Green et al., 2012).

A eficiéncia das medidas contra NQB aumenta quando existe um plano de
estratégia integrado em que se combinam varios meios de combate (Marks & Brodie,

1998; Tobin et al., 2008) e s6 assim se poderdo obter resultados concretos.
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1.9. ORIGEM E DISTRIBUICAO DA BATATA

Tal como foi referido anteriormente, a batata ¢ a espécie mais suscetivel aos
NQB (Mai, 1977). Segundo o referido pela FAO, a batata constitui a maior plantagao
alimenticia a nivel mundial (Marks & Brodie, 1998) sendo por isso importante perceber
a sua origem e disseminacdo pelo mundo. As batatas, S. tuberosum, pertencem a extensa
familia das Solanaceas. Os tubérculos sdo o seu meio de propagacao por exceléncia.
Segundo Hawkes (1978), as batatas surgiram ha cerca de 8000 anos atras na América do
Sul, nos vales dos Andes.

A batata foi introduzida na Europa, especificamente em Espanha e Inglaterra, no
fim do século XVI, aquando a invasdo do Peru levada a cabo pelos Espanhoéis. Contudo
os primeiros campos de cultivo ndo foram bem-sucedidos nem tao pouco as batatas
usadas como bem alimentar devido as condigdes climatéricas ¢ nimero de horas de
fotoperiodo do continente europeu. As plantagdes de batata comecaram a ser melhor
sucedidas em climas mais moderados como no sul de Franga e Irlanda (Marks &
Brodie, 1998; Timmermans, 2005).

A partir da introdugao inicial na Europa a batata dispersou pelo mundo e passou
a ser vista como um bem de consumo essencial a dieta devido ao seu valor nutricional
(Marks & Brodie, 1998).

O aparecimento repentino de Phytophthora infestans, fungo que afeta
severamente os campos de cultivo de batata, levou a Irlanda e também o resto da Europa
a um periodo de fome severa nos anos de 1845 e 1846. Apos esta fase de extremas
necessidades, surgiram expedicdes para a América do Sul a procura de novas cultivares
resistentes ao fungo. Pensa-se que foi nesta altura que os NQB foram introduzidos na
Europa (Marks & Brodie, 1998).

A semelhanga de outros paises do mundo, a batata é parte integrante da dieta dos
portugueses e representa uma importante cultura em termos econdémicos (Cunha et
al.,2004). Em média por ano sao cultivados 40,000 ha de batatas em Portugal (Cunha et
al., 2012). Em comparagdo com a média europeia ¢ do Reino Unido em produtividade
dos campos de cultivo, Portugal encontra-se muito abaixo dos valores das areas acima
mencionadas, este facto deve-se também a elevada taxa de infestacdo dos terrenos

portugueses pelos NQB (Cunha et al., 2004; Cunha et al., 2012).
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1.10. SOLANUM SISYMBRIIFOLIUM — ALTERNATIVA BIOLOGICA CONTRA OS

NEMATODES-DE-QUISTO DA BATATEIRA

Como referido, os NQB representam uma ameaca constante contra as batateiras
nas areas onde estas sdo cultivadas. Uma das medidas de controlo promissora contra
este problema consiste no uso de plantas armadilha, em que os exsudatos das suas raizes
tém que estimular a eclosdo dos J2 e inibir a sua reprodugdo. Segundo Scholte,
(2000b,c) e Timmermans (2005) Solanum sisymbriifolium revelou ser uma boa planta-
armadilha contra os NQB, pois os seus exsudatos radiculares promovem a eclosdao dos
J2 sendo resistente as duas espécies de NQB e desenvolve-se bem em climas
temperados como os da Europa. E também resistente as geadas noturnas do outono,
apesar de ndo resistir aos invernos rigorosos (Scholte, 2000b). Nao sendo uma planta
nativa da Europa, devem ser analisados os riscos da sua introdu¢do na flora local.
Estudos revelaram que S. sisymbriifolium é uma planta ma ou muito pobre hospedeira
dos agentes causadores de doenca que afetam as Solanaceae, como tal ndo deve ser
encarada como uma ameaca para a flora local, especialmente para a familia de plantas
em causa (Alconero et al., 1988; Timmermans, 2005). Contudo, em algumas regides,
como por exemplo na Africa do Sul, S. sisymbriifolium é considerada infestante
existindo por isso medidas implementadas para o seu controlo, pelo que a sua
introducdo em determinadas regides deve ser feita apos estudo prévio sobre as
condi¢des de implementacdo da planta no pais. Em Portugal, esta espécie ndo existe na
flora nativa (www.issg.org).

Estudos usando extratos de S. sisymbriifolium no combate a outas espécies de
nematodes fitoparasitas tém sido conduzidos, tais como com Pratylenchus goodeyi
(Pestana et al., 2008) ¢ Meloidogyne spp (Dias et al., 2012). Os extratos aquosos de S.
sisymbriifolium mostraram-se eficazes na mortalidade de P. goodeyi, podendo incluir-se
esta planta como adubo verde e/ou biofumigante (Pestana et al., 2008). As cvs Domino,
Pion, Sis 4004 e Sharp de S. sisymbriifolium mostraram ser resistentes a M. chitwoodi.
Para M. hispanica, apenas a cv. Pion se mostrou susceptivel. O efeito dos exsudatos da
raiz também foi testado na eclosdo destes nematodes e mostraram ter influéncia na
inibigdo da eclosdo dos J2 das cinco espécies de Meloidogyne estudadas (Dias et al.,
2012).
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1.10.1 EcoLoGiAa

Solanum sisymbriifolium, Lamark. (Fig. 2) planta vulgarmente conhecida como
“mata cavalo” (Dias et al., 2012) pertence a familia das Solanaceaec e ¢ nativa da
América do Sul (Argentina, Brasil, Paraguai, Peru e Uruguai), mas encontra-se
disseminada pelo mundo (Flier et al., 2003, Karaer & Kutbay, 2007; Dias et al., 2012).
E uma planta anual ou perene, o seu caule e ramos sdo viscosos e cobertos de espinhos.
A cor das flores pode variar entre a cor malva e branca. Os frutos sdo vermelhos quando
maduros, redondos, suculentos com grande quantidade de sementes (Www.issg.org),
Quando o fruto ainda se encontra verde esta protegido num célice espinhoso que abre
aquando o amadurecimento do mesmo (Bagalwa et al., 2010). As suas raizes penetram

em grandes profundidades do solo (Scholte & Vos, 2000).

Figura 2: Solanum sisymbriifolium. A: Flor; B e D: Fruto envolto por um calice espinhoso; C: aspeto
geral da planta.

1.10.2 FITOQUIMICOS DE SOLANUM SISYMBRIIFOLIUM

As plantas superiores sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de
moléculas organicas designadas por metabolitos secundarios (Sarker et al., 2005). Estes
também conhecidos como fitoquimicos, intervém no desenvolvimento e prote¢do da

planta, mas pensa-se que nao sdo essenciais as suas necessidades primarias (Renco et
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al., 2014). As plantas ¢ os seus fitoquimicos sdo uma importante fonte de farmacos e
biopesticidas (Renco et al., 2014). Estes compostos sdo também importantes na defesa
das plantas contra a herbivoria. Os fitoquimicos mais importantes pertencem a classe
dos alcaloides, terpendides (mono- e diterpenoides), flavondides, polifendis e
saponosidos (Renco et al., 2014). Aos alcaldides ¢ saponésidos, entre outras, ja foi
atribuida atividade nematodicida (Chitwood, 2002). Podemos encontrar estes compostos
em diferentes partes da planta, como folhas, frutos ou raizes (Bagawala, 2010).

Em S. sisymbriifolium foram ja realizados estudos farmacologicos que
identificaram propriedades medicinais, moluscicidas, entre outras. Na tabela I
encontra-se uma lista de compostos fitoquimicos presentes na espécie e sua atividade /
uso terapéutico. E considerada uma planta medicinal tanto para humanos como para
outros animais (Ibarrola et al., 2000). Tradicionalmente ¢ usada para o tratamento da
hipertensao, diarreia, infegdes do trato respiratorio, epilepsia, depressao e também como
erva abortiva (Chauhan et al., 2011). O fruto de S. sisymbriifolium ¢ uma fonte rica de

solasodina, um glicoalcaldide venenoso comum a todas as Solanaceae.
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Tabela I: Lista de compostos quimicos de Solanum sisymbriifolium.

Composto Zona da planta Atividade / Uso Fonte
onde se encontra o0 terapéutico bibliografica
composto

Saponina Raiz Ferro et al., 2005

esteroide:

Isonuatigenina-

3-O-B-solatriose

Alcaloides Fruto Atividade anti Ferro et al., 2005;

esteroides: convulsante; anti- Bagalwa et al.,

Solasodina fingica; 2010; Chauhan et
hepatoprotetora; al., 2011; Dias et
percursor de al., 2012
contracetivos orais

Alcaloides Toda a planta Bagalwa et al.,

esteroides: 2010; Chauhan et

Solamargina al., 2011;

Alcaléides Toda a Planta Chauhan et al.,

esteroides: 2011

Solasonina

Glicésido da Toda a Planta Tratamento de Chauhan et al.,

solasodina tumores na pele 2011

Saponinas Toda a Planta Atividade moluscicida Bagalwa et al.,

derivadas do 2010

espirostano:

Nuatigenosido

Alcalbides Toda a Planta Bagalwa et al,

esteroides:  f-

Solamarina

2010
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1.11. IMPORTANCIA DO ESTUDO

Os NQB constituem a principal ameaca as batateiras (EPPO, 2013; Mai, 1977).
Economicamente apresentam-se como um prejuizo para os agricultores, muitas vezes
com valores demasiado elevados (Williamson & Hussey, 1996, Castelli et al., 2005).
Controlar os NQB recorrendo a produtos quimicos tem vindo a ser cada vez menos
recorrente devido as restricdes impostas pela legislagdo europeia (Watts et al., 2014).
Surge entdo a necessidade de procurar e estudar alternativas biologicas amigas do
ambiente, que, apesar de estarem de acordo com as leis em vigor, permitam manter
niveis elevados de produ¢do (Minnis et al., 2002; Turner & Subbotin, 2013). O uso de
plantas-armadilha tais como Solanum sisymbriifolium tem ganho importancia, na
medida que estimulam a eclosdo dos juvenis, sem permitirem que estes completem o
seu ciclo de vida (Scholte, 2000a,b,c).

Em Portugal, a batata ¢ um dos produtos base da alimentac¢do da populag¢do, com
um consumo de 1 000 000 toneladas/ano, sendo o consumo per capita de 108 kg per
annum (Cunha et al., 2004). Estima-se que em média sejam cultivados 40000 ha de
batateiras todos os anos (Santos et al., 1995; Cunha et al., 2012). No entanto, a média
Portuguesa de produgdo de batata ¢ muito inferior ao do resto da Europa, o que se deve
em parte a presenga dos NQB nos campos de cultivo (Cunha et al., 2012), que em
alguns casos podem chegar aos 100% (Cunha et al., 2004). O nivel de infestagdo dos
campos € proporcional ao tempo em que o nematode foi introduzido no campo e a
duragdo dos intervalos entre culturas de batateiras (Santos et al., 1995).

A espécie mais abundante em Portugal ¢ Globodera rostochiensis, embora
também se encontrem populagdes de G. pallida (Cunha et al., 2004). Como referido, os
NQB podem ser a causa da diminui¢ao da producdo de batata em Portugal, sendo por
isso emergente a aplicagdo de medidas de controlo e diminui¢do das populacdes de
nematodes presentes no pais. O uso de plantas com genes resistentes pode ser umas das
alternativas, mas como ja foi referenciado corre-se o perigo de diminuir o numero de
individuos de uma espécie e aumentar os individuos da outra, pois os genes resistentes
nao sao aplicaveis para as duas espécies (Cunha et al., 2004). O uso de nematodicidas
quimicos também ndo ¢ uma alternativa vidvel, pois Portugal como estado membro da
Unido Europeia, tem que cumprir as normas descritas na Diretiva 2007/33/EC. Surge

entdo a necessidade de procurar uma alternativa biologica capaz de combater os NQB.
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A semelhanga de paises como a Holanda, estdo a ser desenvolvidos estudos que
permitem avaliar a viabilidade de utilizar S. sisymbriifolium em Portugal.

O presente estudo tem como objetivo geral: Contribuir para o controlo mais

amigo do ambiente e da satde utilizando S. sisymbriifolium como inimigo natural dos
NQB, evitando desta forma o uso de nematodicidas nos campos de cultivo. Os objetivos

especificos sdo:

1. Testar a patogenicidade de G. pallida e G rostochiensis em S.
sisymbriifolium

2. Avaliar o efeito da planta nos NQB em condi¢des de campo.

3. Avaliar os efeitos dos extratos do fruto verde de S. sisymbriifolium na

eclosdo e mortalidade de G. pallida.
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2. M ATERIAIS E METODOS






2.1.OBTENCAO DE EXSUDATO DE BATATEIRA, SOLANUM TUBEROSUM CV. DESIREE

O exsudato radicular foi obtido segundo o método de Sheperd (1986). Pedagos de
tubérculos com rebentos da cv susceptivel, Solanum tuberosum, cv. Désirée, a qual nao
tem qualquer gene de resisténcia contra os NQB (Bakker et al., 1993) foram colocados
em vasos de plastico com orificios na base, contendo uma mistura de areia e solo
esterilizados numa propor¢ao de 2:1. Quatro semanas apos a sementeira, altura em que a
producao de exsudatos radiculares ¢ maxima (Widdowson, 1958a), os vasos com os
orificios abertos foram colocados sobre copos de vidro. Colocou-se agua da torneira até
o solo ficar saturado. Apds comegar a pingar pelos orificios, colocaram-se 50 mL de
agua da torneira, deixando-se escorrer bem o lixiviado. O lixiviado recolhido foi filtrado
utilizando papel de filtro Whatman n° 1 para retirar particulas de solo que tivessem sido
arrastadas e foi guardado em frascos escuros a 4°C até ser utilizado num periodo

maximo de um més (Widdowson, 1958b).

2.2. MANUTENCAO DOS ISOLADOS DE GLOBODERA PALLIDA E G. ROSTOCHIENSIS EM

LABORATORIO

Os dois isolados de NQB utilizados neste trabalho foram obtidos de amostras de
solo recolhidas em dois campos de cultura de batateira localizados em Barcougo
(Mealhada) e Bolho (Cantanhede). Os isolados foram mantidos e multiplicados em
laboratorio, utilizando como planta hospedeira a batateira, Solanum tuberosum cv.
Désirée.

Os quistos foram colocados em dgua durante uma semana e apds este periodo em
exsudato (Fig. 3). Os J2 eclodidos foram contados diariamente até ter inoculo suficiente.
As contagens foram feitas em placas de Doncaster (Doncaster, 1962). Fizeram-se trés
contagens de 1 mL. O valor usado nos célculos do nimero total de J2 correspondia a
média das trés contagens (média das contagens x volume total = niumero de J2 na
amostra). As plantas foram obtidas a partir de pedacos de tubérculos com rebentos,
foram colocadas em recipientes de plastico com um orificio na extremidade (garrafa de
agua de 1,5 L cortada a meio), cheios com areia e solo esterilizados numa proporcao de

2:1 e mantidas numa estufa (20-25°C, 70-75% de humidade relativa com 12h de
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fotoperiodo). Varias batateiras, com o maximo de sete dias de crescimento foram
inoculadas com 1800 J2/cada de cada um dos isolados. A inoculagdo foi feita no solo,
num orificio aberto com o auxilio de uma vareta, e tapado com solo apos a inoculagao.
Dez semanas apos a inoculagdo a parte aérea da planta foi removida e o solo
deixado a secar. Os quistos foram extraidos usando um levigador de Fenwick (Fenwick,
1940). (Fig.4) Depois do solo seco, os quistos foram recolhidos com uma pinga, ao

microscopio estereoscopico e guardados até serem utilizados.

Figura 3: Crivo com quistos de Globodera pallida submersos em exsudato radicular da batateira,
Solanum tuberosum cv. Désirée

Figura 4: Levigador de Fenwick.
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2.3. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS ESPECIES DE NEMATODES-DE-QUISTO DA

BATATEIRA, GLOBODERA SPP., ATRAVES DE PCR - RFLP

A identificacdo das espécies dos nemadatodes-de-quisto da batateira (NQB),
Globodera spp., presentes nos campos de Barcougo e Bolho foi feita através de
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reation — Restriciton Fragment Lenght Polymorfism,
Reacdo em cadeia da Polimerase - Polimorfismos dos Fragmentos de ADN obtidos por

enzimas de restri¢ao).

2.3.1 EXTRACAO DE ADN E AMPLIFICACAO POR PCR

Procedeu-se a escolha e identificacdo de 5 quistos de cada populagdo de campo.
Cada um deles foi colocado individualmente numa placa de vidro escavado e deixado
em agua durante lh. Seguidamente deu-se inicio a extracdo de ADN seguindo o
protocolo “Purificagdo do ADN total em tecidos animais” do Kit QIAGEN, DNAeasy®
Blood & Tissue Handbook, Julho de 2006. Apods a extragdo do ADN das amostras
realizou-se uma amplificagdo do ADN por PCR seguindo o protocolo de Sirca et al.
(2010) com ligeiras modificagdes na temperatura de emparelhamento. O ADN foi
diluido em 10 pL de tampao TE (Tris 10mM e EDTA 1mM a pH 8,0 ou 7,5). O
fragmento que contém parte do gene 18S, a regido ITS1, 5,8S, a regido ITS2 e parte do
gene 28S do ADNr foi amplificado wusando os seguintes primers:
CGTAACAAGGTAGCTGTAG (forward, primer 1) e TCCTCCGCTAAATGATAT
(reverse, primer 2) (Ferris et al., 1993).Cada tubo de PCR continha: 2,5 uL de solugdo
tampao; 0,75 uL de MgCly; 1 uLL de dNTP; 1,25 pL do primer 1 e primer 2; 8,05 puL de
H,0; 0,2 uL de Tag polimerase (Bioline); 10 pL. de ADN perfazendo um volume total
de 25 pL (Sirca et al., 2010). A amplificacéo foi feita usando o termociclador BIO-RAD
(Bio-Rad Laboratories, Inc) com o seguinte programa: 94°C durante 2,5 min, 35 ciclos
de desnaturagdo a 94°C durante 1 min, emparelhamento a 48°C durante 45 s,
alongamento a 72°C durante 1 min e a extensao final a 72°C durante 2 min.

Ap6ds o PCR fez-se uma eletroforese para confirmacdo da amplificagdo. Fez-se um gel
de agarose a 1% em TBE e usou-se o marcador de peso molecular de ADN Hyper
Ladder ™II, Bioline, que permite quantificar e determinar o tamanho da banda (pares

de bases, pb). As suas bandas mais intensas encontram-se a 300pb e a 1000pb. A
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eletroforese correu a 100 mV durante 1h. As bandas foram visualizadas numa camara de

fluorescéncia.

2.3.2 ENZIMAS DE RESTRICAO

Os produtos de amplificagdo do PCR foram incubados com as enzimas de

restri¢ao Hinfl e Alul (Tabela II) a 37°C durante 3h.

Tabela I1: Constitui¢do da mistura contendo as enzimas de restri¢ao Hinfl e Alul

Hinf I Alul
Tampéo 2.5 uL 2.5 ulL
H,O 8 uL 5.5uL
Enzima 0.5 uL 0.5 uL
Produto do PCR 4 uL 4 uL
BSA - 2.5ul
Volume total I5SL ISL

A separagdo dos fragmentos por eletroforese foi feita num gel de agarose a 2% em
(TBE) corado com DNA Buffer Blue (Bioline) que permitiu visualizar as bandas com
luz UV.

2.4. PATOGENICIDADE DE G. PALLIDA E G. ROSTOCHIENSIS EM S. SISYMBRIIFOLIUM CV.

MELODY, PION, SHARP, S15 4004 E Si1s 6001 EM ESTUFA

24.1 ESQUEMA DO ENSAIO

As plantas Solanum sisymbriifolium cvs Melody, Pion, Sharp, Sis 4004, Sis 6001
foram obtidas a partir de sementes cedidas pela empresa Vandijke Semo, Scheemda,
Holanda. Solanum tuberosum, cv. Désirée, foi cedida pela Escola Agraria de Coimbra.
Em Julho de 2014 foram colocadas sementes de S. sisymbriifolium em alvéolos que
continham solo, turfa e areia esterilizados numa proporc¢ao de 1:1:1. Apos trés a quatro
semanas as plantas apresentavam dois pares de folhas verdadeiras e foram

transplantadas para vasos com 500 cm’, com igual mistura de solo, areia e turfa. Foram
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feitas cinco repeticdes por cultivar. As plantas ficaram envasadas até Setembro. A
patogenicidade de G. pallida e G. rostochiensis em S. sisymbriifolium foi testada
inoculando as plantas com 1800 J2/vaso. S. tuberosum cv. Désirée foi usada como
controlo para avaliar a viabilidade dos isolados de Globodera spp.. As plantas foram
colocadas numa estufa (20-25°C, humidade relativa 70-75% com 12h de fotoperiodo).
A rega foi feita diariamente. Dez semanas ap6s a inoculacdo, a parte aérea das plantas

foi cortada e o solo deixado a secar.

2.4.2 ANALISE DO SOLO

Foram levigados 500 cm’ de solo de cada talhdo usando um levigador de
Fenwick (Fenwick, 1940) (Fig.4). Apo6s secagem os quistos foram retirados com uma

pinca e contados ao microscopio estereoscopico.

2.5. CONTAGEM DOS JOVENS DO SEGUNDO ESTADIO (J2) SEGUNDO A METODOLOGIA
DE SHEPERD (1986).

Para cada amostra selecionaram-se aleatoriamente 50 quistos, que foram
colocados numa placa de vidro escavado contendo 1 ml de 4gua da torneira durante 24h.
Apos esse periodo os quistos foram transferidos, com o auxilio de um pincel, para uma
superficie de metal ligeiramente cOncava e esmagados com um cilindro de vidro.
Colocaram-se os quistos esmagados numa proveta com 50 ml de agua que foi agitada
com uma palheta de borracha acoplada a um agitador elétrico para libertar os J2 e os
ovos que ainda estivessem no interior dos quistos. Finalizado este processo, colocou-se
ImL da suspensdao para uma placa de Doncaster (Doncaster, 1962), efetuando-se a
contagem de J2 e ovos com o auxilio de um microscopico estereoscopico. Este processo
foi feito trés vezes. O valor usado nos calculos do nimero total de J2 correspondeu a
média das trés contagens (média das contagens x volume total = nimero de J2 em 50
quistos). Quando o n°® de quistos foi inferior a 50 e superior a 20 ajustou-se o volume ao

n° de quistos. Quando inferior a 20 nao se efetuou a contagem.
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Com base no numero de quistos e de J2 por quisto foi calculada a populacao final
(Pf). Com o valor obtido, calculou-se a viabilidade da populacdo, comparando a

populacgdo inicial (Pi=1800 J2/vaso) com a Pf.

2.6. AVALIACAO DO EFEITO DE SOLANUM SISYMBRIIFOLIUM EM GLOBODERA PALLIDA

E G. ROSTOCHIENSIS -ENSAIOS DE CAMPO

O efeito de S. sisymbrifollium sobre os NQB num esquema de rotagao de culturas

com batateira foi avaliado em ensaios de campo.

2.6.1 ESQUEMA DO ENSAIO

As plantas de Solanum sisymbriifolium cvs Melody, Pion, Sharp, Sis 4004, Sis
6001 foram obtidas a partir de sementes cedidas pela empresa Vandijke Semo,
Scheemda, Holanda. Solanum tuberosum, cv. Désireé foi cedida pela Escola Agraria de
Coimbra.

Os campos de Bolho (Cantanhede) e Barcouco (Mealhada) (fig. 5 e 6) foram
escolhidos anteriormente no ambito do projeto PTDC/AGR-AAM/101817/2008. Os
ensaios tiveram inicio em 2012.

Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas do solo, tais como a

percentagem de matéria organica e pH.
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Figura 6: Campo agricola situado em Barcougo (Mealhada)

Dividiu-se os terrenos em 21 talhdes (trés réplicas para cada cultivar), cada um
deles com 5 m?, que se mantiveram ao longo de toda a duragio do ensaio. Na tabela III,
estd representado o esquema do ensaio enquanto na tabela IV se encontram os
parametros dos talhdes onde as cultivares de S. sisymbriifolium foram semeadas. As
plantas foram monitorizadas regularmente. Apds trés meses as batatas foram colhidas
em ambos os campos e o rendimento da colheira (nimero e tamanho dos tubérculos) foi
determinado. Os tubérculos de S. tuberosum cv. Désirée foram caraterizados e para isso
escolheu-se aleatoriamente dez tubérculos em cada um dos campos e seguindo estes
critérios: cor do tubérculo fresco, tamanho, forma, olhos e percentagem de matéria seca
(%MS). No caso de S. sisymbriifolium, no final de 6 meses as plantas foram cortadas,
destruidas e incorporadas no solo. Durante a floragdo as flores foram cortadas e

destruidas para evitar a produgao de fruto e sementes com a consequente propagacao da
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planta. Foram realizados dois controlos, um controlo positivo com plantagao de batata e
sem planta e um controlo negativo sem cultura durante todo o ensaio.

Antes e apos cada cultura, foram recolhidas amostras de solo aleatoriamente em
cada talhdo e foram analisadas quanto a presenca de quistos. Na tabela V encontra-se
descrita a cronologia dos acontecimentos desde o ano inicial 2012, até ao presente ano.

Durante o decorrer do ensaio no dia em que as batateiras foram plantadas, o solo
dos dois terrenos foi fertilizado (133Kg de N (azoto); 133 Kg de P,0Os (pentdxido de
fosforo); 133 Kg de K,O (6xido de potassio)). Em Maio de 2012 e 2013 foi colocado
adubo (225 Kg de N) e foram feitos tratamentos contra as infestantes e tratamentos

fitossanitarios contra o mildio e escaravelhos.
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Tabela Il11: Esquema dos talhdes
no campo de Bolho e Barcougo

A3 | A2 Al
B3 B2 B1
C3 C2 Cl1
D3 | D2 DI
E3 E2 El
F3 F2 F1
G3 G2 Gl

Nome do talhdo

Posicéo do talh&o

B/Melody

B/Pion

B/Sharp

B/Sis 6004

B/Sis 6001

B/N
N/N

A3,Cl1, E2
B1, F2,G3
A2,D3,F1
B2, D1, F3
C3,D2, Gl
B3, E1, G2

Al, C2, E3

Melody, Pion, Sharp, Sis 4004 e Sis 6001 cultivares de S. sisymbriifolium usadas no

ensaio; B/N: Batata/Nada (controlo positivo); N/N: Nada/Nada (controlo negativo)
21 Talhdes com 5 m” cada
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Tabela 1V: Parametros dos talhdes onde as cultivares de Solanum sisymbriifolium
foram semeados nos campos de Bolho e Barcougo

Parametro

Bolho e Barcougo

Densidade de sementes (sementes/m”)

Numero de linhas
Comprimento das linhas (m)
Distancia entre as linhas (cm)

Distancia dentro da linha (cm)

400
13
3,03
12,70

1,97

Tabela V: Cronologia dos acontecimentos nos anos 2012 a 2015 nos campos de Bolho e

Barcougo

Espécie de Solanum Sementeira Colheita / Destruicao
2012 2013 2014* 2015* | 2012 2013 2014* 2015*

S. tuberosum Mar  Abr Abr Jul Jul Jul

S. sisymbriifolium Jul Set Jun Jan Mar Dez

* Apenas no campo de Barcouco

2.6.2

ANALISE DO SOLO

Foram levigados 500 cm’ de solo de cada talhdo usando um levigador de Fenwick

(Fenwick, 1940) (Fig.4). Apds secagem os quistos foram retirados com uma pinga e

contados ao microscopio estereoscopico. Para a andlise dos resultados, fez-se a divisdo

de forma a obter os dados por cada 100 cm’.

2.6.3

METODOLOGIA DE SHEPERD (1986).

Metodologia descrita no ponto 2.4.3.
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2.6.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram analisados estatisticamente com recurso a uma analise de
variancia (ANOVA) usando o programa StaSoft Inc. (2011), STATISTICA (sistema de

analise de dados), versao 10.

2.7. OBTENCAO DOS EXTRATOS DO FRUTO VERDE DE SOLANUM SISYMBRIIFOLIUM CV.

MELODY E Sis 6001

As sementes de S. sisymbriifolium, cvs Melody ¢ Sis 6001, foram obtidas a partir de
sementes cedidas pela empresa Vandijke Semo, Scheemda, Holanda.

Com o objetivo de obter frutos verdes de S. sisymbriifolium em grande quantidade,
foram colocadas sementes a germinar em alvéolos nos terrenos anexos da Escola
Superior Agraria de Coimbra. Quando as plantas apresentavam dois pares de folhas
verdadeiras foram transplantadas para vasos de grandes dimensdes. As regas foram
feitas diariamente tal como a monitorizagdo. Quando comegaram a surgir os primeiros
frutos, os mesmos foram colhidos antes de amadurecerem. Apds cada colheita, os frutos
foram postos em sacos de congelagdo devidamente identificados e colocados a -20°C.
Desta forma manteve-se a integridade do fruto e impediu-se o amadurecimento do

mesSmo.

2.7.1 DETERMINAGAO DO PESO SECO DO FRUTO VERDE

Devido ao elevado teor de 4agua dos frutos e aos diferentes estddios do seu
desenvolvimento, determinou-se, para cada cv, a média do peso seco para uma
amostragem de trés frutos com um tamanho diferente e representativo da amostra.

Os frutos foram colocados numa estufa a 105°C durante 24h, apds o que se procedeu a

aquecimentos de 1h na estufa, até se obter peso constante (Tabela VI).
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Tabela VI: Formulas de calculo dos parametros usados para determinar o peso
seco do fruto verde de Solanum sisymbriifolium

Peso fresco da amostra PF=(T+A)-T

Peso seco da amostra PS=PC-T

% de peso seco PF ------- PS
100g ----- X

T: tara do recipiente onde se coloca a amostra; A: amostra; PC: valor
correspondente ao peso constante entre duas pesagens; PF: peso fresco; PS: peso
seco

2.7.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Prepararam-se extratos aquosos, por decocg¢do, partindo dos frutos frescos.

A massa do fruto fresco de S. sisymbriifolium a usar no processo extrativo foi
calculada com base no respetivo peso seco, de forma a obter, em peso fresco, a massa
correspondente a 6 g de peso seco.

O fruto de cada uma das cvs foi pesado ainda congelado e colocado num frasco
de vidro com 150 ml de &gua destilada. Trituraram-se os mesmos usando um
homogeneizador Ultra Turrax. Apos este processo, transferiu-se o homogeneizado para
um baldo de Erlenmeyer adicionando mais agua destilada até perfazer um volume
correspondente a propor¢do massa de amostra / volume de agua de 1:10. A extragdo
decorreu num banho de 4gua fervente, sob refluxo e durante uma hora (Fig.7).

A relagdo massa de fruto fresco / volume de solvente extrativo (adgua) utilizados

para cada amostra encontra-se na tabela VII.

Tabela VI1I: Relagdo massa de fruto fresco / volume de solvente extrativo usados para
cada uma das cultivares (Melody e Sis 6001) de Solanum sisimbriifolium

Melody Sis 6001
Fruto fresco () 50,433 (£ 50g) 40,936 (+41g)
Volume de 4gua (mL) 500 400
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Figura 7: Obtengéo do extrato do fruto de Solanum sisymbriifolium por decocgao.

Apds a extragdo, arrefeceram-se os extratos a temperatura ambiente e as
amostras foram filtradas sob vacuo usando um funil de Biichner acoplado a um sistema
de vacuo. Os extratos filtrados foram posteriormente concentrados, a baixa temperatura
(<40°C) e a pressdo reduzida, por recurso a um evaporador rotativo, constituido pelo
banho, Buchi B480; Bomba de véacuo, Buchi V700; Rotador, Buchi R114 e pelo

refrigerador (Minichiller), Huber, que esté ligado a todo o sistema (Fig.8).

Figura 8: Concentragdo de uma amostra num evaporador rotativo
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A seguir a concentragdo os extratos foram congelados e liofilizados. Apds a pesagem
dos liofilizados, o que permitiu avaliar o rendimento do processo extrativo, os extratos

secos foram guardados em frascos hermeticamente fechados, e mantidos a -20°C.

2.8. TESTES DE ECLOSAO

Para a realizagdo deste ensaio usaram-se 1400 quistos de Globodera pallida que
foram colocados em placas de cultura de 24 pogos, com dgua da torneira, durante 6 dias.
Apos este periodo foram retirados da 4dgua e colocados 20 quistos por cada bloco de
vidro escavado. A cada um destes blocos foi adicionado 1 ml dos extratos do fruto
verde de Solanum sisymbriifolium, cvs Melody e Sis 6001, respetivamente, nas 5
concentragdes a analisar. Foram feitas cinco repetigdes para cada um dos tratamentos.
Comegou por se fazer uma solugdo aquosa (solugdo stock) de concentragdo 0,4 mg/ml
(8 mg de extrato para um volume final de 20 mL). A partir desta solugdo foram

realizadas quatro dilui¢des, como esquematizado na figura 9.

C1: 0,4 mg/mL (solugdo stock)

C2: 0,2 mg/mL (10 mL C3: 0,1 mg/mL (10 mL C4: 0,05 mg/mL (10 mL C5: 0.025 mg/mL (10
C1+ 10 mL de agua) C2+ 10 mL de agua) C3+ 10 mL de agua) mL C4+ 10 mL de agua)

Figura 9: Esquematizacao das diluigdes de cada uma das cultivares (Melody e Sis 6001) de Solanum

sisymbriifolium usadas no ensaio realizadas a partir da solugdo stock.

Foi feita a contagem do numero de J2 eclodidos, recorrendo ao microscdpico
estereoscopico. Esta contagem foi iniciada 24h apds a exposicao dos quistos aos
extratos e repetida de 24h em 24h até¢ ao maximo de 30 dias. Os J2 eclodidos foram
sendo retirados do bloco de vidro, ao longo das sucessivas contagens. O exsudato da
raiz da batateira cv. Désirée foi usado como controlo positivo e a 4gua usada como

controlo negativo. Este ensaio decorreu no escuro, numa camara humida, a temperatura
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de 22 + 2° C. No final foi determinada a percentagem de eclosdo cumulativa (%EC) que

foi convertida em valores de inibi¢ao da eclosdo (IE) que ¢ dada pela seguinte férmula:
IE = 100-E

Em que IE = inibi¢do da eclos@o cumulativa (%); E= eclosdo cumulativa (%).

Estes valores foram depois corrigidos segundo a formula de Abbott (1925):

Ic = (I-It) x 100/(100-Iy)

Em que lc = inibi¢do da eclosdo cumulativa corrigida (%); Ig = Inibicdo da eclosdo
cumulativa no extrato (%): It = Inibi¢do da eclosdo cumulativa no controlo (%)
Os J2 e ovos dentro dos quistos foram contabilizados no fim do ensaio seguindo a

metodologia descrita no ponto 2.4.3.

2.8.1 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram analisados estatisticamente com recurso a uma analise de
varidncia (ANOVA) usando o programa StaSoft Inc. (2011), STATISTICA (sistema de

analise de dados), versao 10.

2.9. TESTE DE MORTALIDADE

Para a realizag¢do deste ensaio foram utilizados 100 quistos de Globodera pallida.
Estes foram colocados em 4agua da torneira, durante 6 dias. Apds este periodo foram
retirados da 4gua e colocados em exsudato da raiz da batateira cv. Désirée. No dia
seguinte foram retirados os J2 eclodidos, e colocados 15 J2/bloco de vidro escavado. A
concentragdo de extrato do fruto verde de S. sisymbriifolium cvs Melody e Sis 6001
testada na mortalidade foi a de 0,05 mg/mL, que corresponde aquela que apresentou
melhores resultados nos testes de eclosdo dos J2. A dgua foi usada como controlo.
Foram feitas trés repeticdes. As observagdes, feitas ao microscOpio estereoscopico,
comecgaram 6h apos a montagem do ensaio. Seguiram-se observagdes apos 12, 24 e 72h.
Este ensaio decorreu no escuro, numa camara hiimida a temperatura de 22 + 2° C.

Os J2 moveis foram considerados vivos. Quanto aos J2 imdveis, foram
transferidos para um bloco de vidro escavado com agua e observados durante algum

tempo, € caso se mantivessem imoéveis eram transferidos para um novo bloco com 100
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uL de 4gua aos quais se adicionaram 100 pLL de NaOH (hidroxido de s6dio) 1M. Se os
J2 estivessem vivos o NaOH iria destruir a sua membrana celular fazendo com que os
J2 se mexessem. Caso ndo se observasse movimento, concluir-se-ia que os J2 estariam

mortos (Chen &Dickson, 2000).

2.9.1 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram analisados estatisticamente com recurso a uma analise de
variancia (ANOVA) usando o programa StaSoft Inc. (2011), STATISTICA (sistema de

analise de dados), versao 10.

2.10. CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA, TLC (THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY —
CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA): PESQUISA DE FITOQUIMICOS NO FRUTO

VERDE DE S. SISYMBRIIFOLIUM

A TLC (Fig. 10) ¢ um processo de separacdo cromatografica no qual a fase
estaciondria ¢ uma fina camada colocada sobre um suporte solido (Hahn-Deinstrop,
2007). A separagdo dos constituintes das amostras ocorre por eluicdo da fase movel, que
devido a agdo de capilaridade, arrasta consigo os compostos para os quais tem mais
afinidade. Cada composto interage de forma diferente com a fase estacionaria e a fase
movel, apresentando assim um comportamento particular (Vermerris & Nicholson,
2006), expresso pelo respetivo fator de retengdo (Rf), que ¢ definido como o quociente
entre a distancia percorrida por um determinado composto e a distancia percorrida pelo
solvente (Hahn-Deinstrop, 2007). Na tabela VIII, estdo identificadas as fases

estaciondrias e moveis que foram usadas neste trabalho.
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Figura 10: Esquematizacdo da TLC (Thin Layer Chromatography - Cromatografia em camada fina)

1: Camara cromatografica; 2: Placa de silica; 3: Ponto de aplicagdo das amostras; 4: Fase movel.

No presente trabalho e de acordo com as pesquisas bibliograficas referidas na
introducdo, os principais metabolitos secundarios presentes nas Solanaceas em geral e
em Solanum sisymbrifolium em particular pertencem as familias dos saponodsidos e

alcaloides esteroides (Tabela VIII).
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Tabela VI1II: Eluentes e fase estacionaria usados na aquisi¢ao dos perfis cromatograficos
para os extratos de Solanum sisymbriifolium

Familia de Fase estacionaria Eluente Fonte
Ccompostos bibliografica
Sapondsidos Placa de silica com Cloroformio-metanol-agua Wagner &
indicador de (65:50:10) Bladt, 1996
fluorescéncia a 254
nm
Alcaldides Placa de silica com Tolueno-acetato de etilo- Wagner &
indicador de diectilamina (70:20:10) Bladt, 1996
fluorescéncia a 254
nm Acetona-agua-concentrado de Wagner &
amonia (90:7:3) Bladt, 1996

n-hexano-acetato de etilo Hunter et al.,

(1:1) 1976

Bagalwa et al.,
Cloroféormio-metanol-agua 2010
(70:30:5)

2.10.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS E DOS REVELADORES

Os extratos liofilizados do fruto verde das cvs ultivares Melody e Sis 6001 de
Solanum sisymbriifolium (4 a 5 mg) foram dissolvidos em 1 mL de metanol a 30% e
identificados, nas placas cromatograficas com as letras A — Sis 6001 e B — Melody.
Foram aplicados com o auxilio de uma micro seringa, 15 pL de cada solucdo, a 1 cm da
base da placa. Deixou-se correr o eluente numa cdmara saturada do mesmo, protegida
da luz, até este atingir a linha de frente. Retirou-se a placa da camara e deixou-se
evaporar o eluente a temperatura ambiente. Observou-se a placa a luz visivel e, de
seguida, com o auxilio de luz ultravioleta a 254 nm. Na figura 11 esta esquematizada a

placa de silica e as marcagdes.
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Figura 11: Esquematizacao da placa de silica. 1: Linha de frente da fase mével; 2: Ponto de aplicagdo da

amostra; 3: Nivel a que deve ficar a fase mével na cdmara cromatografica; dn,: distdncia percorrida pela

fase mével; ds: Distancia percorrida pelo composto.

Seguidamente procedeu-se a pesquisa/detecdo dos fitoconstituintes em estudo,
submetendo-se a placa aos reagentes de revelagdo. Os reveladores sdo agentes
especificos que, pela sua constituigdo quimica permitem identificar familias de
compostos. Como referido anteriormente, nos presentes extratos pretendeu-se verificar a

presenca de saponosidos e alcaldides (Tabela IX).
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Tabela IX: Reveladores para sapondsitos e alcaloides: constituicdo, aplicacdo e
resultados esperados

Compostos Revelador Aplicacao Resultados Fonte
esperados bibliogréafica
Saponosidos Vanilina Vaporizacdo em Aparecimento Wagner &
acido sulfurico  spray e de manchas nos Bladt, 1996
aquecimento a tons de verde e
110°C violeta
Alcalbides Dragendorff Vaporizagdo em Aparecimento Wagner &
com spray de manchas Bladt, 1996
tartarico acastanhadas
Acido sulfarico Vaporizagio em Aparecimento Hunter et al.,
a 50% spray e de manchas 1976;
aquecimento a acastanhadas Ibarrola et
100°C al., 2000;
Bagalwa et
al., 2010
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO






3.1. IDENTIFICAGAO MOLECULAR DAS ESPECIES DE NEMATODES-DE-QUISTO DA

BATATEIRA, GLOBODERA SPP., ATRAVES DE PCR - RFLP

A identificacdo morfoldgica das espécies mostra-se muitas vezes imprecisa além
de ser morosa (Stone, 1985; Shields et al., 1996) requerendo também técnicos muito
experientes. Existem caracteristicas-chave tais como a regido perineal do quisto ¢ o
estilete dos jovens do segundo estadio (J2) que podem variar dentro das populacdes e
serem muito semelhantes entre espécies o que pode levar a uma identificagdo incorreta
(Fleming & Powers, 1998). Falhas na caracterizagdao e identificacdo de espécies com
grande impacto econémico como € o caso dos nematodes-de-quisto da batateira (NQB),
Globodera spp., podem levar a uma incorreta implementagdo de medidas de controlo.
Como tal, a identificacdo molecular é um processo complementar a identificacdo
morfologica e morfométrica ¢ também um processo mais rapido (Abrantes et al., 2004)
e eficiente.

Para confirmar a identificacdo dos isolados usados nos ensaios recorreu-se a
técnica de PCR - RFLP que ¢ um método molecular usado para identificar as espécies
de G. pallida, G. rostochiensis ¢ G. tabacum (Thiery & Mugniery, 1996; Fleming et al.,
2000; Skantar et al., 2007). O resultado obtido apés PCR que permitiu amplificar o
ADN mostrou que os primers usados seguindo a metodologia de Ferris et al. (1993),
foram os corretos. Todos os quistos utilizados pertenciam ao género Globodera. Os
fragmentos de ADNr ITS resultantes tinham aproximadamente 1000pb de
comprimento, (Fig. 12). Para Gpl, GrA, GrB ndo houve amplificacdo que podera dever-
se a erros na extragdo do ADN ou aos quistos escolhidos encontrarem-se vazios ou com
poucos J2.

Os perfis de RFLP sdo diferentes para cada uma das espécies do género Globodera
(Sirca et al., 2010) gerando fragmentos de ADN com diferentes comprimentos (Tabela

X).
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Figura 12: Amplificacdo dos fragmentos de ADNr ITS Gpl-Gp5: Globodera pallida; GrA-GrE: G.

rostochiensis; +: controlo positivo; -: controlo negativo; M: Hyper Ladder™II

Tabela X: Tamanho dos fragmentos de ADNr amplificados e comprimento dos
fragmentos apds digestdo com as enzimas de restricdio Alul e Hinfl para as duas
espécies: Globodera pallida e G. rostochiensis (Sirca et al., 2010)

Espécie Tamanho do Alul Hinfl
fragmento
G. rostochiensis 1002 381, 359, 148, 100, 921, 81
14
G. pallida 1002 520, 382, 100 769, 152, 81

Na figura 13, estdo os resultados obtidos apds digestdo dos fragmentos com as enzimas

de restrigao.

Gpl Gpl Gp3 Gp3 Gp4d Gp4 Gp5 Gps GrA GrA GrD GrD GrE GrE
Al HI ;AL HI Al soHL Al @ Hi Al cabE N B e N B

Figura 13: Caracterizag¢do molecular dos isolados/populagdes de Globodera usando as enzimas de
restrigdo Alul e Hinfl. Gp1-Gp5: G. pallida; GrA-GrE: G. rostochiensis; M: Hyper Ladder™II.

As enzimas de restrigdo Hinfl e Alul permitem fazer a distingdo entre G. pallida e G.
rostochiensis (Sirca et al., 2010). Sendo que Alul ¢ especifica para G. rostochiensis e

Hinfl ¢ especifica para G. pallida. Os quistos provenientes do campo de Bolho
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pertencem a espécie G. pallida enquanto os quistos provenientes de Barcougo
pertencem a espécie G. rostochiensis tal como havia sido identificado anteriormente

(Conceicao, comunicagao pessoal).

3.2. PATOGENICIDADE DE GLOBODERA PALLIDA E G. ROSTOCHIENSIS EM S.

SISYMBRIIFOLIUM CVS MELODY, PION, SHARP, S1s 4004 E SIS 6001 EM ESTUFA

O tempo e as condicdes em que decorreu o ensaio, 10 semanas, com
temperatura, humidade e fotoperiodo controlados (20-25°C, humidade relativa 70-75%
com 12h de fotoperiodo) provaram ser adequadas para o desenvolvimento e reproducao
dos nematodes. Em nenhuma das espécies de NQB ocorreu reprodugdo nas cvs de S.
sisymbriifolium (Tabelas XI e XII).

Os valores do nimero de quistos (NQ) e populagdo final (Pf) em S. tuberosum cv.
Désirée confirmaram a viabilidade do inoculo para G. pallida. As populagdes finais (Pf)
resultantes sdo dez vezes superiores a populagdo inicial (Pi), de 1800 J2/vaso
(McKenzie & Turner, 1987).

No ensaio com G. rostochiensis, a Pf em S. tuberosum nao foi muito elevada. Para duas
das réplicas nao se verificou que a Pf fosse 10 vezes superior a Pi, ndo sendo desta
forma consideradas validas (McKenzie & Turner, 1987). Tal pode dever-se ao facto de
a batateira ter sido inoculada ja um pouco tarde. As batateiras estavam no limite dos 7
dias pois o inoculo suficiente foi dificil de obter. Uma outra hipdtese deve-se a que os
J2, em alguns dos casos, j& ndo estarem viaveis pois foram sendo recolhidos e

guardados a 4°C até se obter os 1800 J2 necessarios.
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Tabela XI: Patogenicidade de Globodera pallida em Solanum sisymbriifolium

Espécie Cultivar NQ* Pi (J2/mL) Pf (J2/mL)*
S. Melody 0 1800 0
sisymbriifolium  pjyn 0 1800 0

Sharp 0 1800 0

Sis 4004 0 1800 0

Sis 6001 0 1800 0
S. tuberosum  Désirée 56£12 1800 195070+60966

NQ: nimero de quistos; Pi: populagao inicial; Pf: populacdo final; * valor médio das
5 réplicas * erro padrao

Tabela XII: Patogenicidade de Globodera rostochiensis em Solanum
sisymbriifolium

Espécie Cultivar NQ* Pi (J2/mL) Pf (J2/mL)*
S, Melody 0 1800 0
sisymbriifolium Pion 0 1800 0

Sharp 0 1800 0

Sis 4004 0 1800 0

Sis 6001 0 1800 0
S. tuberosum Désirée 192426 1800 2329444216

NQ: numero de quistos; Pi: populagdo inicial; Pf: populacdo final; * valor médio
das 3 réplicas + erro padrao

Os presentes resultados demostram que S. sisymbriifolium tem potencial para ser
usada como arma biologica contra os NQB. Todas as cvs de S. sisymbriifolium sdo
resistentes as duas espécies de NQB, como tal podem ser incluidos nos programas de
rotacdes de culturas no combate aos mesmos. Os resultados estdo de acordo com os
obtidos por Scholte (2000c).

Os mesmos ensaios de patogenicidade foram feitos com cinco espécies do

género Meloidogyne (M. arenaria, M. chitwoodi, M. hapla, M. hispanica e M. javanica)
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e quatro cvs de S. sisymbriifolium (Domino, Pion, Sharp e Sis 4004). Os resultados
obtidos mostram que as cvs de S. sisymbriifolium no sendo totalmente resistentes aos
isolados de Meloidogyne em estudo, podem ser integradas num programa de controlo
dos mesmos pois mantém a densidade populacional baixa, e desta forma diminui o
impacto econémico causado pelos nematodes (Dias et al., 2012). Pestana et al., (2008)
demonstraram o efeito nematodicida de extratos da parte aérea e raiz de S.
sisymbriifolium contra Pratylenchus goodeyi. Desta forma, evidencia-se a
potencialidade de S. sisymbriifolium vir a ser usada como planta armadilha na luta
biologica contra nematodes fitoparasitas que mais impacto tém na economia.

Nao obstante os resultados terem sido obtidos em condi¢des controladas, os
testes de patogenicidade devem ser feitos com as populagdes do local onde se pretende
implementar o programa pois existe grande variabilidade fisiologica e ambiental tanto

nas plantas como nos nematodes que podem modificar a resposta das cvs ao nematode.

3.3. AVALIACAO DO EFEITO DE S. SISYMBRIFOLIUM EM G. PALLIDA E G.

ROSTOCHIENSIS -ENSAIOS DE CAMPO

Foram escolhidos dois campos: Barcouco (Mealhada), infestado com G.
rostochiensis e Bolho (Cantanhede), infestado com G. pallida. A escolha foi baseada no
elevado niimero de quistos presentes e na facilidade de acesso aos campos. A
identificacao das espécies de NQB foi feita por PCR-RFLP, descrita no ponto 3.1.

O ensaio teve inicio no ano de 2012. Os resultados dos pardmetros da anélise do solo

estdo na tabela XIII:

Tabela XI11: Analise fisico-quimica dos solos de Bolho e Barcougo (2012)

Parametro Bolho Barcouco
Matéria organica (%) 2,07 4,08

Na tabela XIV apresentam-se os resultados da caracterizagao dos tubérculos colhidos

nos campos de Barcougo e Bolho nos ensaios em 2012 e 2013.
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Tabela XIV: Caracterizagdo dos tubérculos de S. tuberosum cv. Désirée colhidos nos
campos de Bolho e Barcougo nos ensaios de campo (valores médios de 10 exemplares)

Campo Cor* Tamanho Forma*  Olhos  Matéria seca (%)*
(cm)* (n°)*
2012 2013
Barcougo  Amarelo 6,5 Oval 1,5 22,04 21,78
Bolho palido alongado 21,54 19,82

*Valores médios de 10 exemplares

Scholte (2000c) comparou o efeito na diminui¢do do peso da raiz de Solanum
sisymbriifolium para dois valores de pH (6 ¢ 4,8) e relacionou-os com a diminui¢do da
eclosao dos NQB. Embora o peso da raiz tenha diminuido nos solos com pH=6 esta
diminui¢do nao afeta a eclosao dos NQB. Os valores de pH dos campos escolhidos
estdo dentro desses parametros, sendo que ndo sera este fator a condicionar o
crescimento de S. sisymbriifolium nem a eclosao dos NQB.

Numa fase inicial as plantas suscetiveis conseguem tolerar a invasdao dos NQB
sem afetar o seu desenvolvimento e rendimento (Marks & Brodie, 2008), isto pode
explicar o facto de ao longo dos dois anos os tubérculos manterem as mesmas
caracteristicas. O nivel de infestacdo podera também ndo ser tdo elevado ao ponto dos

estragos serem aviltados.

O resultado da analise do solo no campo de Bolho e de Barcouco nos dois anos
do ensaio quanto ao numero de J2/100 cm’ de cada talhdo com os respetivos
tratamentos (Fig. 14) ¢ apresentado usando a média das trés repeticdes. Apos andlise
estatistica através da ANOVA fatorial e teste LSD (Fishers Least Significant
Difference) verificou-se que ndo existem diferencas significativas entre talhdes nem
entre os dois anos do tratamento. Os resultados foram expressos em J2/100cm?, como o
observado nas diferentes literaturas consultadas, e ndo pelo numero de quistos. Isto
acontece porque os quistos das populacdes de campo variam muito quanto ao tamanho e
numero de ovos por quisto. A variagdo aumenta quando o campo ¢ sujeito a adubos e
pesticidas quimicos, como foi o caso dos dois campos escolhidos (Been & Schomaker,

2001).

Nos dois campos em 2012 nos talhdes N/N, isto é, sem S. tuberosum nem S.
sisymbriifolium, foram semeadas batatas. Uma vez que em Barcougo ha varios anos que
nao eram semeadas batatas tentou-se aumentar a populagdo em todo o campo para que

os efeitos fossem mais notdrios. Para que nos dois campos os ensaios seguissem 0s
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mesmos critérios procedeu-se do mesmo modo no Bolho Apds retirar as batatas estes

talhdes nunca mais foram semeados.
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Figura 14: Ntamero de J2/100cm’ de G. pallida no campo do Bolho (A) e G. rostochiensis no campo de
Barcougo (B). P1: populagdo de nematodes apos colheita de Solanum tuiberosum; P2: populagao de
nematodes ap6s Solanum sisymbriifolium; Melody, Pion, Sharp, Sis 4004 e Sis 6001 - cultivares de S.

sisymbriifolium em estudo. B/N: Batatas/Nada; N/N: Nada/Nada estes talhdes foram usados como
controlo do ensaio. Os valores sdo médias de trés repeti¢des + erro padrio.
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Em 2012 no campo do Bolho, verificou-se em todos os tratamentos que o
numero de J2/100cm’ da P2, populacio de nematodes apos S. sisymbriifolium, é sempre
inferior a P1, populacdo de nematodes apds S. tuberosum, cv. Désirée, espécie
susceptivel aos NQB. Embora essas diferengas ndo sejam estatisticamente
significativas. A andlise dos erros padrdo mostra a existéncia de grandes diferencas
entre réplicas. Tal pode ser explicado por erros de amostragem dentro dos talhdes ou
mesmo contaminagdes de uns talhdes para os outros.

No talhdo correspondente ao controlo B/N, onde nao se cultivou S. sisymbriifolium apos
colheita de S. tuberosum verificou-se uma diminuicdo do nimero de J2/100cm’, esta
sera uma diminui¢do natural na medida que esse talhdo esteve em pousio durante o
tempo, cerca de 6 meses, em que S. sisymbriifolium esteve nos outros talhdes.

Nos talhdes que ndo levaram S. tuberosum nem S. sisymbriifolium verificou-se a
existéncia de um numero elevado de J2/100cm’, que como foi referido se deve ao facto
de ter sido colocada batata nesses talhdes no 1° ano. Sabe-se que no campo do Bolho, S.
tuberosum sempre foi a cultura principal durante muitos anos, como tal, a densidade
populacional dos nematodes sempre foi elevada.

Em 2013 nos talhdes correspondentes ao N/N, nada foi cultivado, estando em

pousio durante todo o ensaio. O numero de J2/100cm’ é assim bastante reduzido quando
comparado com o ano anterior.
Verificou-se 0 mesmo comportamento que em 2012 em todos os tratamentos, contudo
pode-se verificar, ainda que ndo seja estatisticamente significativo, que S.
sisymbriifolium ajudou a que ndo houvesse um aumento do nimero de J2/100cm’ em
relagdo ao primeiro ano. Em todos os tratamentos, as P1 sdo inferiores as Pl
correspondentes ao ano de 2012. Exceto para a cv Pion ainda que estatisticamente nao
seja significativo, o valor médio de J2/ 100cm’ é semelhante ao talhdo em que nada foi
cultivado, estando assim os valores obtidos semelhantes ao talhdo que esteve em pousio
durante todo o ensaio.

Em 2012 a quantidade de plantas de S. sisymbriifolium por talhdo no campo do
Bolho foi inferior, provavelmente devido as condi¢des ambientais. As sementes de S.
sisymbriifolium germinaram em pequena quantidade pois as temperaturas nesse ano
foram muito elevadas e as regas nao foram regulares. Em 2013 pelo contrario,
observou-se germinagdo das plantas, existindo mais de 100 plantas em alguns dos

talhoes.
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No campo de Barcougo no ano de 2012 verificou-se que o niimero de J2/100cm’
da P2 ¢ inferior ao nimero de J2/100cm’® da P1, sendo esse comportamento mais
acentuado nas cvs Pion e Sis 4004.

Em 2013, as primeiras chuvas aliadas as regas fizeram com que as infestantes
comegassem a crescer € a competir com as cvs de S. sisymbriifolium, pois tém um
crescimento muito mais rapido. O ntimero de plantas de S. sisymbriifolium, por talhdo,
foi assim mais baixo do que o esperado. O ensaio estd a ser repetido neste momento ndo
tendo sido ainda obtidos valores para completar o estudo. Este facto pode explicar os
resultados obtidos para as cvs Sharp e Sis 6001, em que a densidade de J2/100cm’ ndo
diminuiu apds o tratamento com S. sisymbriifolium.

As diferencas verificadas entre os dois campos quanto ao nimero de J2/100cm’
podem ser explicadas pelo facto de em Barcougo, a batata ndo ser a cultura principal. O
campo tem sido usado para outras culturas ou nao foi mesmo utilizado durante alguns
anos. Sendo isto responsavel pela diminuicio do nimero de J2/100cm’ vidveis e assim
da densidade populacional inicial. Os quistos também se encontravam danificados e os
ovos continham fungos como Pochonia chlamydosporia (Vieira dos Santos,
comunicagdo pessoal) inimigo natural de Globodera spp. Tobin et al., (2008)
demonstraram que este fungo pode ser usado como agente de controlo bioldgico contra
os NQB em condi¢des ambientais do Reino Unido. No campo de Bolho, a batata ¢ a
cultura principal ha varios anos, o que faz com que a densidade populacional do
nematode seja elevada e os quistos sejam novos e saudaveis.

Um aspeto a ter em conta ¢ altura do ano em que se semeia S. sisymbriifolium. A
Holanda tal como Portugal tem um clima temperado. Extrapolando os resultados
obtidos na Holanda, a época do ano ideal para a sementeira encontra-se entre o inicio de
Maio e o fim de Julho, pois ¢ neste intervalo de tempo que as probabilidades de
ocorrerem problemas com a cultura (crescimento e desenvolvimento) sdo mais baixas
(Timmermans, 2005). Em 2012 as sementes de S. sisymbriifolium foram semeadas em
Julho, contudo em 2013, devido as batatas terem sido colhidas mais tarde e para evitar
as altas temperaturas verificadas em Agosto, ja foram semeadas em Setembro. Estas
datas estendem-se aos dois campos em estudo. Os referidos ensaios foram levados a
cabo com a mesma densidade de sementes por metro quadrado (400 sementes/m”) que

nos ensaios desenvolvidos na Holanda.
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3.4. EXTRATOS DO FRUTO VERDE DE SOLANUM SISYMBRIIFOLIUM CV. MELODY E SIS
6001

A identificagdo de fitoconstituintes presentes nos extratos do fruto verde (com

maior atividade bioldgica) de S. sisymbriifolium é essencial para perceber qual dos
compostos ou mistura de compostos tém efeito nematodicida.
Em ensaios anteriores ao testar o efeito dos exsudatos radiculares das cultivares de S.
sisymbriifolium na eclosdo dos NQB, as cvs Melody e Sis 6001 foram as que
apresentaram melhores resultados. Devido a isto, foram estas as cvs usadas nos estudos
dos extratos do fruto verde de S. sisymbriifolium (Conceigdo, comunicagéo pessoal).

Solanum sisymbriifolium ¢ uma planta que nio se encontra naturalmente na flora
Portuguesa. Na Africa do Sul, por exemplo, S. sisymbriifolium é considerada infestante
existindo por isso medidas implementadas para o seu controlo, pelo que a sua
introducao nos paises afetados pelos NQB deve ser feita apds estudo prévio sobre as
condi¢des de implementagdo da planta no pais (www.issg.org). Usar os fitoconstituintes
da planta como bionematodicida em vez da planta no seu todo é assim uma vantagem,

pois pode deixar de ser necessario semear a mesma evitando-se a sua propagacao.

3.4.1 DETERMINACAO DO PESO SECO DO FRUTO VERDE DE SOLANUM

SISYMBRIIFOLIUM

O fruto verde de S. sisymbriifolium é essencialmente constituido por agua. Cujo
teor pode variar, entre outros fatores, consoante o peso, estado de matura¢do e tamanho
do fruto. Assim, exprimindo os resultados em peso seco diminui-se o erro associado a
variacao do teor de 4gua na amostra. Na tabela XV encontra-se o peso fresco e seco tal

como a percentagem do peso seco do fruto verde (Tabela XVI).
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Tabela XV: Determinacdo do peso seco do fruto verde de Solanum sisymbriifolium
para as cultivares Melody e Sis 6001

Cultivar
Melody Sis 6001
Peso fresco da amostra (g)*  1,2265 1,1439
Peso seco da amostra (g)* 0,1658 0,1970
Peso seco (%0)* 13,5 17,2
*valor médio de 3 exemplares
34.2 DETERMINAGAO DO RENDIMENTO EXTRATIVO DO FRUTO VERDE

O peso seco do extrato obtido a partir do fruto verde de S. sisymbriifolium cvs
Melody e Sis 6001 encontra-se referido na tabela XVI. Este permitiu avaliar o

rendimento do processo extrativo (Tabela. XVI).

Tabela XVI: Peso do fruto fresco e do extrato (liofilizado) obtido para cada cultivar de
S. sisymbriifolium e rendimento extrativo

Cultivar Peso Peso do Rendimento
fresco (g) liofilizado (g) extrativo (%)

Melody 50,443 2,2957 4,6

Sis 6001 40,936 1,7529 4,3

3.5. TESTES DE ECLOSAO DE GLOBODERA PALLIDA

Os ensaios de eclosdo foram feitos apenas com G. pallida que ndo sendo a
espécie de NQB dominante em Portugal ¢ a mais dificil de controlar, pois os meios
usados para diminuir estes fitoparasitas tendem a ser pouco eficientes contra G. pallida
(Cunha et al., 2004). Pela analise da figura 15, os extratos do fruto verde de S.
sisymbriifolium cv. Sis 6001 apresentam uma inibigdo da eclosdo cumulativa corrigida
dos J2 de G. pallida de 2,7% para a concentragao de 0,05 mg/mL, sendo que para as

restantes concentragdes em estudo os valores sdo muito semelhantes ainda que
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ligeiramente mais baixos. Na cv. Melody (Fig.16) a inibi¢do cumulativa corrigida ¢

residual ndo tendo significado.
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Figura 15: Inibi¢do da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott (Abbott, 1925) com os
respetivos erros padrio para o extrato de fruto verde de Solanum sisymbriifolim cv. Sis6001.
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Figura 16: Inibi¢do da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott (Abbott, 1925) com os
respetivos erros padrio para o extrato de fruto verde de Solanum. sisymbriifolim cv. Melody.
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Os valores baixos de eclosdo cumulativa corrigida no controlo (S. tuberosum, cv.
Désirée),24,74% para o ensaio com a cv Melody e 2,96% para o ensaio com a cv Sis
6001, podem estar relacionados com a diapausa dos J2. A diapausa ¢ um fendémeno
fisiologico caracterizado por uma reduzida taxa de eclosdo de alguns J2, mesmo na
presenca de exsudatos radiculares das plantas hospedeiras (Marks& Brodie, 1998;
Scholte & Vos, 2000). As diferencas entre cada cultivar e dentro dos tratamentos

efetuados nao foram significativas.

3.6. TESTES DE MORTALIDADE DE GLOBODERA PALLIDA

A concentragdo usada nos ensaios de mortalidade, 0,05 mg/mL, corresponde
aquela com melhores resultados na inibicdo cumulativa corrigida da eclosdo dos J2, no
entanto, os extratos de fruto verde de S. sisymbriifolium cvs Melody e Sis 6001 na
concentragdo estudada ndo tiveram qualquer efeito na mortalidade dos J2 de G. pallida.
Devem testar-se as restantes concentragdes, € comparar os resultados. Podem também
testar-se concentragdes mais elevadas.
Apesar de os extratos ndo terem efeitos relevantes na inibicdo da eclosdo dos J2 e ndo
terem afetado a sua mortalidade, os mesmos podem afetar a sua viabilidade. Para tal,
devem ser realizados testes de viabilidade em que se coloquem os J2 em contacto com
os extratos nas concentragdes a testar durante um determinado periodo de tempo e
depois inocular plantas suscetiveis com esses J2.
Pestana et al., (2008) testaram o efeito de diferentes concentra¢des (250 mg/mL; 25
mg/mL e 12,5 mg/mL) de extratos da raiz e parte aérea e mistura dos dois da cv. Pion de
S. sisymbriifolium e S. nigrum na mortalidade de Pratylenchus goodeyi. A concentragdo
de 250 mg/mL de extrato contendo uma mistura da raiz e da parte aérea de S.
sisymbriifolium foi a que apresentou maior efeito na mortalidade deste nematode. A
mortalidade de P. goodeyi em S. nigrum foi ligeiramente afetada. O que leva a supor
que as concentragdes do extrato do fruto verde de S. sisymbriifolium testadas nos
presentes ensaios foram muito baixas, podendo a partir destes dados testarem-se novas
concentragdes e verificar o seu efeito em Globodera spp. Contudo, especial atengdo
deve ser dada a toxidade dos mesmos para outros elementos bioldgicos (plantas e

animais) presentes no solo.
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3.7.TLC: FITOQUIMICOS DO FRUTO VERDE DE SOLANUM SISYMBRIIFOLIUM CV.
MELODY E Sis 6001

3.7.1 OBSERVAGAO NA CAMARA DOS ULTRA-VIOLETA (UV)

Apds a secagem da placa de silica eluida com cloroférmio-metanol-agua
(65:50:10), procedeu-se a sua observacdo aos UV para verificar o comportamento
cromatografico dos constituintes presentes nas amostras (Fig. 17).

Registou-se uma separacdo dos varios fitoconstituintes, que, devido a sua diferente
natureza quimica, demonstraram um diverso comportamento cromatografico, que pode

ser expresso pelos respetivos fatores de retencao, Ry.

Figura 17: Cromatograma dos extratos observado aos UV. Em que A representa a amostra da cultivar Sis
6001 e B amostra da cultivar Melody, no eluente cloroformio-metanol-agua (65:50:10)
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3.7.2 APLICACAO DOS REVELADORES

Esta mesma placa foi, depois de observada aos UV, sujeita a acdo de dois
diferentes reveladores.
Numa parte da placa aplicou-se o revelador vanilina com &cido sulfurico seguido de
aquecimento a 110°C. Tanto na cv. Sis 6001 como em Melody foi detetada a presenca
de saponosidos (Fig. 18).

Os parametros para o calculo do fator de reten¢do foram medidos e o mesmo calculado.

Linha de frente: 8,4 cm

Ponto de aplicacdo

Figura 18: Perfil cromatografico obtido por TLC (Thin Layer Chromatography — Cromatografia em
camada fina) em placa de silica GF,s4 desenvolvida com cloroféormio-metanol-agua (65:50:10), apos
revelacdo com vanilina e acido sulfirico, com o registo dos respetivos valores de Ry.

O revelador Dragendorff com &cido tartarico, usado para identificar alcaldides,
ndo se mostrou eficaz. Para verificar se a limitacdo se relacionava com a incapacidade
separativa do eluente, repetiu-se a cromatografia com uma nova fase movel: tolueno-
acetato de etilo-dietilamina (70:20:10). Contudo esta também nao se revelou eficaz na
subsequente detecdo dos alcaldides, apos aplicacio do revelador. Com base na

informa¢do de Wagner & Bladt, (1996), recorreu-se a outra fase movel indicada para a
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separacao de alcaldides: acetona-agua-amonia concentrada (90:7:3). Contudo o sistema
eluente/revelador utilizado também ndo permitiu detetar alcaldides.

Segundo Chauhan et al. (2011) e Bagalwa et al. (2010), os alcaldides presentes
em S. sisymbriifolium sdo do tipo esterdide, assim os eluentes e revelador usados, apesar
de se destinarem a alcaldides das Solanaceas, podem ndo por em evidéncia os alcaloides
particulares da espécie em estudo.

Curiosamente, estes resultados foram coincidentes com os de Ibarrola et al.
(2000), que também constataram que o tipo de alcaldides presentes nesta espécie nao
sao detetados pelo revelador Dragendorff, podendo este facto dever-se a natureza
esterdide dos alcaldides presentes no fruto verde das duas cvs de S. sisymbriifolium.
Tendo por base esta premissa recorreu-se ao revelador proposto por Bagalwa et al.,
(2010); Ibarrola et al. (2000); Hunter et al. (1976), acido sulfurico a 50% com
subsequente aquecimento a 100°C, apds a separagdo cromatografica com cloroférmio-

metanol-agua (70:30:5), de acordo com Bagalwa et al. (2010). (Fig. 19).

v

Linha de frente: 8,5¢cm

v

Ponto de aplicacao

Figura 19: Perfil cromatografico obtido por TLC (Thin Layer Chromatography — Cromatografia em
camada fina) em placa de silica GF,s4 desenvolvida com o eluente cloroféormio-metanol-agua (70:30:5) e
revelagdo pelo acido sulftrico a 50 %, com o registo dos respetivos valores de Ry.
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A comparacdo com dados bibliograficos sugere, pelo valor do respetivo fator de
retengdo, que o composto com Ry = 0,27 pode corresponder ao alcaldide esterdide
solamargina (Fig. 20), que ¢ referenciado como tendo atividade biologica contra
moluscos aquaticos (caracois) € pode ser usada como moluscicida em programas de

controlo contra estas espécies (Silva et al., 2005; Bagalwa et al., 2010).

Figura 20: Estrutura da solamargina (Bagalwa et al., 2010).

A detecao dos alcaldides foi obtida ndo s6 com um revelador mas também com um
eluente semelhante aqueles usados para os sapondsidos. Para confirmar que os
resultados obtidos ndo correspondiam a falsos positivos realizou-se nova TLC usando o
eluente cloroférmio-metanol-agua (70:30:5), 0 mesmo a que se recorreu para a analise
dos alcaldides, mas recorrendo a vanilina, revelador dos sapondsidos. Apés a TLC e
aplicacdo do revelador, mediram-se os R para este sistema cromatografico. Os valores

obtidos estdao indicados na Tabela X VIL.

Tabela XVII: Valores do Ry para o
extrato de fruto verde de S.
sisymbriifolium  usando o  eluente
cloroféormio-metanol-agua (70:30:5)

R¢l 0,63
R¢2 0,71
R¢3 0,68
R4 0,96
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Comparando estes valores de Ry com os das manchas detetadas pelo acido
sulfurico a 50%, verificou-se que o alcaldide eventualmente correspondente a
solamargina (R¢= 0,27) ndo podera corresponder a nenhum dos fitoconstituintes que se
deduziu serem saponosidos.

Relativamente ao composto com Ry = 0,67 igualmente detetado pelo acido sulfurico a
50%, ndo se pode inferir o grupo quimico (alcaléide ou saponosido), mas apenas a sua

natureza esterodide.
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4. CONSIDERACOES FINAIS






A agricultura ¢ uma das principais atividades mundiais e que mais drea ocupa na
superficie terrestre. As culturas sdo sucessivamente ameagadas por multiplos inimigos
que, ao desenvolverem-se, influenciam negativamente as colheitas, trazendo
dificuldades econdmicas e sociais.

Ao longo do tempo os melhoramentos agricolas foram evidentes, a introdugdo de
maquinaria na agricultura veio permitir a massificagcdo da produgdo. Produtos quimicos
usados na luta contra as pragas agricolas ganharam relevancia nos ultimos 50 anos
(Lambert & Bekal, 2002), contudo, o uso exagerado destes produtos trouxe
consequéncias graves para a biodiversidade, para a saiide ambiental e dos seres vivos.
Com as restricdes impostas pela legislagdo europeia, houve uma inversdo deste tipo de
agricultura e passou a ser mais valorizada uma agricultura assente num
desenvolvimento sustentavel. Estratégias de controlo alternativas tendo como base a
sustentabilidade devem ser desenvolvidas. Deve reduzir-se a utilizacdo de substancias
ativas nocivas, nomeadamente através da substituicdo das mais perigosas por outras
mais seguras ¢ amigas do ambiente (Diretiva 2009/128/CE).

Os nematodes-de-quisto da batateira (NQB) junto com outros nematodes fitoparasitas
fazem parte do grupo de ameacas constantes, causando enormes danos nas culturas em
todo o mundo (Dias et al., 2012; Renco et al., 2014). O seu controlo ¢ essencial para
evitar perdas econdmicas € sociais mais graves.

Virias sdo as opgdes para o controlo dos NQB nao sendo nenhuma 100% eficaz.
E no uso combinado de opgdes que esta a eficiéncia e posterior redugdo do nimero de
individuos de uma populagao (Atkins et al., 2003; Tobin et al., 2008).

Solanum sisymbriifolium é uma planta-armadilha que promove a eclosdo dos
jovens do segundo estadio (J2) sendo resistente as duas espécies de NQB, impedindo
deste modo a continuagao do seu ciclo de vida (Scholte, 2000b,¢). Tal ¢ evidenciado nos
resultados obtidos nos ensaios de laboratério do presente trabalho. As cvs em estudo
mostraram ser resistentes aos NQB, podendo ser consideradas como uma alternativa
bioldgica na luta contra estes e outros nematodes fitoparasitas. Em paises como a
Holanda tém sido desenvolvidos estudos sobre a introducdo de S. sisymbriifolium na
flora local e o uso da mesma como planta-armadilha contra os NQB (Scholte.
2000a,b,c; Timmermans, 2005). Uma vez conhecidas e bem definidas as interagdes
entre as cultivares de S. sisymbriifolium e os NQB ¢ possivel usar esta informagdo de
forma a fazer escolhas eficazes para a redugdo populacional destes nematodes em solos

infestados.
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Estudos semelhantes foram desenvolvidos em Coimbra, Portugal. Estes
mostraram que S. sisymbriifolium cresce bem na regido. Tais resultados podem ser
extrapolados para as restantes regides do pais. Em Portugal, a batata ¢ uma importante
cultura em termos econdmicos e sociais e que enfrenta o ploblema dos NQB. Globodera
rostochiensis ¢ a espécie dominante no pais, contudo ¢ G. pallida a espécie mais dificil
de controlar, devido a elevada variedade em termos de viruléncia (Cunha et al., 2004).
Por este motivo, os ensaios desenvolvidos com os extratos do fruto verde de S.
sisymbriifolium foram feitos com esta espécie de NQB, sendo necessario continuar e
aprofundar os estudos também com G. rostochiensis.

As plantas e os seus fitoquimicos naturais sdo uma importante fonte de farmacos
e biopesticidas (Renco et al., 2014). Pode-se aproveitar o seu potencial na luta contra os
nematodes fitoparasitas, uma vez que aos alcaldides e saponosidos ja foi atribuida
atividade nematodicida (Chitwood, 2002) e a solamargina, alcaldéide presente no fruto
verde, também ja foi atribuida atividade moluscicida (Bagawala, 2010). Podemos
encontrar estes compostos em diferentes partes da planta, como folhas, frutos ou raizes
(Bagawala, 2010). Como tal, a identificagdo dos fitoquimicos de S. sisymbriifolium ¢
uma vertente de combate na luta contra os NQB, pois tendo esse conhecimento ¢
possivel conceber bionematodicidas sem ter o problema da introducdo da planta na flora
local. No presente trabalho, foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes dos
extratos do fruto verde de S. sisymbriifolium na eclosdo e na mortalidade dos NQB ¢
posteriormente feita a analise cromatografica dos extratos. As principais familias de
compostos encontrados pertencem aos alcaldides e sapondsidos, ambos de natureza
esterdide. Os extratos do fruto verde de S. sisymbriifolium cv. Sis 6001 inibem, ainda
que muito pouco a eclosdo dos J2. Contudo, esses valores nao sdo significativos.

O estudo dos fitoquimicos presentes no fruto verde de S. sisymbriifolium deve
continuar ¢ a partir dai desenvolver-se novos produtos capazes de diminuir as
densidades populacionais dos NQB. Os resultados obtidos sdo promissores quanto ao
uso dos extratos do fruto verde. Contudo, no decorrer do ensaio tornou-se evidente que
seria melhor testar concentragdes mais elevadas. Também outros métodos extrativos
devem ser testados e verificada a sua atividade na eclosdo, mortalidade e viabilidade dos
nematodes.

A necessidade de desenvolver alternativas bioldgicas contra estes fitoparasitas ¢
crucial para o desenvolvimento dos paises, especialmente os paises subdesenvolvidos,

em que a falta de recursos econdmicos impede a implementagdo de outras estratégias.
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Por outro lado, nos paises desenvolvidos as restricdes impostas pelas leis impedem o
uso de produtos quimicos, emergindo assim a necessidade de criar alternativas eficazes

e amigas do ambiente (Roberts, 1992).
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