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Resumo

O neméatode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, é o principal agente
causal da doenca da murchidao do pinheiro. Esta € uma enfermidade grave que afecta florestas de
coniferas com uma elevada taxa de mortalidade. Presentemente ndo sd@o conhecidos meios eficazes
de combate a doenca da murchiddao do pinheiro, apesar da enfermidade ser conhecida e ser alvo de
investigacdo h4 vérias décadas. A complexidade desta doenga, na qual varios mecanismos de pato-
génese parecem agir em simultaneo, contribui em grande parte para a inexisténcia de um tratamen-
to eficaz, pelo que o aprofundamento do conhecimento da doenga ¢ fundamental. Neste trabalho
usou-se SPME-GC/MS para estudar a modificagdo na composicdo de compostos de natureza volatil
em caules de Pinus pinaster ap6s inoculacio com NMP. A componente volatil de caules inoculados
mostrou ser significativamente diferente da de caules controlo. Uma andlise estatistica multivariada
de componentes principais (PCA) demonstrou uma completa separa¢do dos 2 grupos.
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Resumen

El nematodo de la madera del pino (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, es el principal agente
causal de la enfermedad del marchitamiento del pino. La enfermedad es grave y afecta a los bosques
de coniferas con una tasa de mortalidad elevada. En la actualidad no se conocen medios eficaces para
combatirla, a pesar de que se esta investigando y de que es conocida desde hace varias décadas. La
complejidad de esta enfermedad, en la que varios mecanismos de patogénesis parecen actuar simul-
tdneamente contribuye en gran medida a la falta de un tratamiento eficaz, de modo que una compren-
sién mas profunda de la enfermedad es necesaria. En este trabajo, la t€écnica SPME-GC/MS se utilizo
para estudiar la modificacion de la composicién de compuestos volatiles derivados de Pinus pinas-
ter tras de la inoculacion con NMP. Los componentes volatiles de los tallos inoculados fueron signi-
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ficativamente diferentes de los tallos de control. Un andlisis estadistico multivariado de componen-
tes principales (PCA) mostré una completa separacion de los dos grupos.

Palabras clave: NMP, Enfermedad del marchitamiento del pino, Componente voldtil, Headspace SPME-GC/MS, ACP

INTRODUCAO

O nematode da madeira do pinheiro (NMP),
Bursaphelenchus xylophilus, € o principal agente
causal da doenca da murchiddo do pinheiro.
Sendo considerado origindrio da América do
Norte, o NMP propagou-se para a Asia no inicio
do século passado e, mais tarde, para a Europa,
sendo previsivel que venha a afectar a regiao do
Mediterraneo e regides secas do continente euro-
peu (Morta et al., 1999; VIEIRA et al., 2007). O
primeiro registo do NMP em territorio europeu
deu-se em 1999 em Portugal, na Peninsula de
Setubal, tendo sido estabelecida uma zona de
quarentena de modo a restringir a disseminagao
do NMP na Unido Europeia. A presenga do nema-
tode também alertou as autoridades para um con-
trolo mais apertado nas trocas comerciais de
produtos que envolvam madeira, uma vez que as
trocas comerciais parecem ser o factor dissemina-
dor mais importante do NMP. Paralelamente,
levou a um investimento em programas para
investigar a doenca do nemdtode da madeira do
pinheiro por parte da Unido Europeia e de gover-
nos individuais (Mota & VIEIRA, 2008). No
entanto, apesar das medidas especificas imple-
mentadas para conter a doenca, nao foi possivel
evitar a dispersao do nemétode por todo o territo-
rio portugués. Actualmente, a presenga do NMP é
reconhecida também em Espanha (ABELLEIRA et
al., 2011; Dxra, 2010; Eppo, 2009).

O NMP € disseminado por um insecto vector
do género Monochamus, em particular em
Portugal pelo M. galloprovincialis, que transmi-
te o nematode através das feridas de alimentacao.
Dado a preferéncia deste insecto por P. pinaster
como local de maturacdo e alimentagdo, esta
espécie € particularmente afectada tendo-se reve-
lado um hospedeiro susceptivel ao NMP (Mota
& VIEIRA, 2008). O desenvolvimento da doenga
parece ocorrer em pelo menos 2 fases: precoce e
tardia. Durante a fase precoce, nao sao visiveis
sintomas externos, mas o movimento de alguns
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nematodes no caule (do canal resinifero do cor-
tex para o canal resinifero xilémico) induz sinto-
mas internos que se traduzem em modificacdes
citologicas (desnaturacdo e necrose) nos parén-
quimas xilémicos radial e axial, que dao origem
a sintese de terpenos, cavitacdo e embolismo dos
traqueidos. Nesta fase, ndo ha aumento da popu-
lacdo de nematodes e o estado fisiologico das
folhas mantém-se normal (Fukupa, 1997). Na
fase tardia, a populagdo de nematodes multipli-
ca-se rapidamente e os sintomas progridem
velozmente com o aparecimento de sintomas
externos € culminando na morte da planta.
Normalmente, esta fase s se manifesta em plan-
tas susceptiveis infectadas com nematodes viru-
lentos. Nesta fase, o aumento da produgdo de
etileno no caule acompanha a morte das células
do cambio e leva ao aparecimento embolismos
no xilema externo; estes resultam na diminui¢ao
do potencial hidrico das folhas e na paragem da
fotosintese (FUKUDA, 1997).

Apesar de décadas de investigacdo sobre a
doenca da murchiddo do pinheiro, o mecanismo
de patogénese ainda nao foi claramente elucida-
do, pensando-se que varios mecanismos podem
agir em simultaneo para provocar a morte das
arvores, nomeadamente a ac¢ao de celulases, fito-
toxinas e terpenoides produzidas pelo NMP, pela
flora bacteriana associada ao nemétode ou pelo
hospedeiro (WANG et al., 2010). Presentemente
nao sdo conhecidos meios eficazes de combate a
doenca da murchiddo do pinheiro, o que em
muito se deve a sua natureza complexa pois resul-
ta da interrelacdo entre 3 agentes principais, esca-
ravelho vector, hospedeiro e NMP, bem como da
presenca de determinados fungos no hospedeiro e
das bactérias associadas ao NMP. O aprofunda-
mento do conhecimento da doenga torna-se assim
fundamental para encontrar meios eficazes de
combate a doenca. Neste trabalho apresentam-se
resultados preliminares sobre o estudo da compo-
nente volatil de caules de P. pinaster apds inocu-
lacdo com NMP.
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MATERIAL E METODOS

Cultura de nematodes

B. xylophilus virulento (BxHF) foi cultivado
durante 1 semana em Botrytis cinerea (crescido
durante 7 dias em 5 ml de graos de cevada auto-
clavados). Os nematodes foram extraidos usan-
do a técnica do funil de Baermann (BAERMANN,
1917), foram contados com a ajuda de uma lupa,
sendo depois preparada uma solucdo de 10
nematodes/ul em dgua desionisada estéril.

Inoculagao e amostragem

5 arvores P. pinaster com 1 ano de idade (~25
cm de altura) foram inoculadas usando o método
de Asar & Furar (2001) com ligeiras modificaco-
es. Aproximadamente 4 cm abaixo da ponta da
arvore fez-se um corte longitudinal, ao longo da
casca, com cerca de 2 cm. Colocou-se papel
absorvente e inoculou-se a ferida com 300 nema-
todes em solugdo (5 arvores controlo foram inocu-
ladas com 4gua estéril) selando-se a zona com
Parafilme® M. Os pinheiros foram mantidos em
condicdes controladas com fotoperiodo e tempe-
ratura de 16 h luz 25°C/8 h escuro 20°C, com 80%
de humidade relativa. A densidade de fluxo de
fotdes no periodo diurno foi 310 umol-s*'-m?, for-
necida por uma mistura de lampadas incandes-
centes e fluorescentes (Osram). Sete dias apds a
inoculac@o, os caules foram recolhidos, elimi-
nando-se as raizes e as folhas, e congelados ime-
diatamente em azoto liquido.

Analise

Os caules foram macerados individualmente
num almofariz, na presenca de azoto liquido,
mantendo-se as amostras a -80°C até preparagio
dos extractos. Prepararam-se extractos aquosos
em 4gua ultrapura (0,1 mg biomassa-ml™), colo-
cando-se 5 ml de extracto em vials de 20 ml. A
preparacao e armazenamento dos extractos foram
feitos a 4°C, sendo estes analisados por GC/MS
num espaco de 4 dias desde a preparagdo.
Imediatamente antes da andlise adicionou-se aos
extractos 5 ul 3-octanol 50,7 mg:l" como padrio
interno € um pequeno magneto, colocando-se
depois o vial num banho a 40°C com agitacdo, e
extraindo-se o headspace por micro extrac¢ao em
fase solida (SPME) durante 5 min. Usou-se uma
fibra divinylbenzene/carboxen/polydimethylsilo-
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xane (DVB/CAR/PDMS), 50/30 mm (Supelco,
Bellefonte, Pa., U.S.A.). Apés 5 min de exposi-
¢do ao headspace, a fibra foi recolhida e inserida
no cromatégrafo gasoso durante 10 min, ocorren-
do a desor¢do térmica dos compostos a 250°C, e
sendo transferidos directamente para a coluna. A
andlise foi feita num cromatografo gasoso Varian
CP-3800 (Walnut Crick, Calif., U.S.A.) equipado
com um detector de massa Varian Saturn 2000 e
software Saturn GC/MS workstation versao 5.51.
Usou-se uma coluna CP-Wax 58 FFAP CB (50 m,
0,25 mm, 0,20 wum; ref CP 7727, Agilent
Technologies). Tempertaura do injector 220°C. O
forno foi programado em modo gradiente de tem-
peraturas, 40°C durante 1 min, aumentando
depois 2°C-min" até 220°C. O gés de arraste foi
Hélio C-60 (Gasin, Portugal) com caudal cons-
tante a 1 ml-min™. Outras especifica¢des da anali-
se foram previamente descritas (SILVA FERREIRA
et al., 2003). As identificacdes foram feitas por
comparag¢ao com inje¢ao de padrdes puros e com-
binada com NISTO5.

Tratamento estatistico

Foram calculadas médias e desvios-padrao
da componente volatil total, e de cada um dos
compostos detectados individualmente. Tendo
em conta 0 pequeno tamanho amostral, usou-se
o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para
investigar a existéncia de diferencas significati-
vas entre caules inoculados e controlo. Foi con-
siderada significancia estatistica para p<0,05.
Os resultados foram também avaliados por ana-
lise estatistica multivariada usando andlise de
componentes principais (PCA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de compostos quimicos pelas
plantas em resposta a uma infeccdo € um meca-
nismo largamente conhecido. Tal mecanismo foi
também identificado em arvores do género Pinus
em resposta a infec¢ao (natural ou artificial) com
NMP, admitindo-se que a produc¢ao de determina-
dos compostos estdo relacionados com resistén-
cia a doenca da murchidao do pinheiro, pois ndo
s0 foi confirmada uma producgdo diferencial entre
espécies com diferentes graus de susceptibilida-
de, como também se verificou que esses compos-
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tos seriam nematicidas ou inibidores da activida-
de dos nematodes (Futal, 2003; HANAWA et al.,
2001; YAMADA & Ito, 1993). Particularmente, a
producdo de compostos terpenoides volateis
poderd influenciar a doenga em muiltiplos niveis,
uma vez que estes compostos podem exercer
accdo a nivel da defesa do hospedeiro, no meca-
nismo de patogénese provocando cavitacdo, € a
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nivel da atractividade dos escaravelhos vectores
contribuindo para a propagacdo da doenca. Tal
accdo é complexa e nao completamente compre-
endida, uma vez que ndo envolve apenas aumen-
to ou diminuicdo da producdo de determinados
terpenoides, mas o racio entre eles (KURODA,
1989; KuropA, 1991; Kurobpa et al., 1991;
TAKEUCHI et al., 2006; ZHAO et al., 2007).

H Controlo

u B. xylophilus

Voldteis totais

Figura 1. Componente voldtil total de caules de Pinus pinaster controlo e 7 dias apds a inoculagdo com
Bursaphelenchus xylophilus (media +/- desvio pedrdo). A diferenga é estatisticamente significativa (p<0,05)
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Figura 2. Componentes da frac¢do volatil de caules de Pinus pinaster controlo e 7 dias apos a inocula¢do com
Bursaphelenchus xylophilus (media +/- desvio pedrdo). Todas as diferencas sdo significativas (p<0,05) excepto os
compostos identificados com n.s. (ndo significativo). Octanol foi usado como padrdo interno
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Figura 3. Andlise de componentes principais mostrando completa separagdo de caules de Pinus pinaster controlo (cir-
culo linha cheia) e caules 7 dias apos inoculagdo com Bursaphelenchus xylophilus (circulo linha tracejada)

Os resultados preliminares por nés reunidos,
demonstraram que a componente volatil de caules
inoculados € diferente da de caules controlo. Em
termos totais a producao volatil de caules inocula-
dos € significativamente menor (Figura 1), verifi-
cando-se uma producdo diferencial de volateis,
com alguns compostos a serem produzidos de
novo ou em maior quantidade nos caules inocula-
dos; cerca de metade dos compostos detectados
por GC/MS ja foram identificados (Figura 2). A
andlise de componentes principais demonstrou
uma completa separacio dos 2 grupos (Figura 3),
indicando que a inocula¢do com NMP induz modi-
ficacOes significativas na componente volatil dos
pinheiros. Previamente, foi registado um aumento
na componente volatil total em pinheiros resisten-
tes/tolerantes (P. taeda/P. strobus) 1 semana apos
inoculacio com NMP (Kuropa et al., 1991).
Assim, € possivel que a diminui¢do da componen-
te volatil total verificada em P. pinaster 1 semana
apos inoculacdo com o nematode seja reflexo da
sua susceptibilidade a doenga. Para melhor com-
preender este fendmeno temos ja em curso uma
andlise com um maior tamanho amostral e ao
longo do tempo apds inoculagio com NMP.
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