volateis em caules de Pinus pinaster
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0 nematode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, é o principal agente causal da doenga da murchidao do pinheiro. Esta é uma
enfermidade grave que afecta florestas de coniferas com uma elevada taxa de mortalidade. O NMP foi introduzido recentemente na Europa, tendo sido
detectado pela primeira vez em Portugal em 1999. Apesar das medidas especificas implementadas para conter a doenga, ndo foi possivel evitar a
dispersao do nematode.

Presentemente nao sdo conhecidos meios eficazes de combate a doenga da murchidao do pinheiro, apesar da enfermidade ser conhecida e ser alvo de
investigagdo ha varias décadas. A complexidade desta doenca, na qual varios mecanismos de patogénese parecem agir em simultaneo, contribui em
grande parte para a inexisténcia de um tratamento eficaz, pelo que o aprofundamento do conhecimento da doenga é fundamental.

Neste trabalho apresentam-se resultados preliminares do estudo da modificagdo da componente volatil de caules de Pinus pinaster, 7 dias apds
inoculagdo com NMP.

Cultura de nemdtodes: B. xylophilus virulento (BxHF) foi cultivado em Botrytis cinerea
crescido em graos de cevada. Os neméatodes foram extraidos usando a técnica do funil de
Baermann.

Inoculacdo e amostragem: 5 P. pinaster com 1 ano de idade foram inoculados com 300
nematodes (5 arvores controlo foram inoculadas com agua estéril), e foram mantidos com
fotoperiodo e temperatura de 16h luz, 252C/8h escuro, 202C, com 80% de humidade relativa
(Fig. 1). Sete dias apds a inoculagao, os caules foram recolhidos e imediatamente congelados
em azoto liquido.

Andlise: Apds maceragéo dos caules, preparou-se um extracto aquoso ao qual foi adicionado
3-octanol como padréo interno. O extracto foi colocado num banho a 402C e o headspace foi
extraido por micro extracgdo em fase solida (SPME, Fig. 2), seguindo-se uma analise por
cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS). Identificagdes foram feitas por
comparagdo com padrdes. Os resultados foram analisados estatisticamente testando
diferengas entre inoculagdo e controlo com o teste de Mann-Whitney, e por anélise
estatistica multivariada usando analise de componentes principais .

Fig.1- P pinaster: caules inoculados  Fig. 2 — Extracgdo por SPME.
com B. xylophilus.
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Cromatogramas tipicos da fracgao volatil de caules de P. pinaster controlo Fig. 4 - Componente volétil total de caules de P, pinaster controlo e 7 dias
(em cima) e 7 dias apds inoculagdo com B. xylophilus (em baixo). ap6s a inoculagdo com B. xylophilus. A diferenga é estatisticamente
significativa (p<0.05).
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Componentes da fracgéo volatil de%nz;ﬂ?(segde P. pinaster controlo e 7 dias apds Fig. 6 — Anélise se componentes principais mostrando completa separagao
ainoculagdo com B. xylophilus. Todas as diferengas s&o significativas (p<0.05) de caules de P. pinaster controlo (verde) e caules 7 dias apds
excepto os compostos identificados com ns. inoculagdo com B. xylophilus (vermelho).

A componente volétil de caules inoculados mostrou ser diferente de caules controlo (Fig. 3).

» Em termos totais a producao volétil de caules inoculados é significativamente menor (Fig. 4); no entanto, verifica-se uma producao diferencial de
volateis, com alguns compostos a serem produzidos de novo ou em maior quantidade nos caules inoculados (Fig. 5).

«Cerca de metade dos picos detectados por GC-MS ja foram identificados.

A andlise de componentes principais demonstrou uma completa separagéo dos 2 grupos (Fig. 6).
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