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Sumario. O objectivo deste estudo consistiu na comparagdo da resposta a infeccio com o
nemétode da madeira do pinheiro (NMP) Bursaphelenchus xylophilus entre Pinus pinaster e Pinus
pinea no estadio inicial da doenca, trés horas apé6s inoculagao. O NMP é o agente causal da
doenga da madeira do pinheiro, tem em Portugal como hospedeiro principal o pinheiro bravo,
P. pinaster, e tem como vector Monochamus galloprovincialis.

Actualmente, ndo ha estudos que descrevam os efeitos da infec¢ao do nematode nas plantas
a um estadio inicial da doenga e, no que diz respeito aos efeitos fisiol6gicos e metabélicos nas
plantas, verificou-se uma diminuicdo de 10,9% no teor de agua em P. pinaster (por comparagao
com arvores inoculadas com &dgua) e 6,7% em P. pinea; relativamente a concentragdo de
clorofilas, uma diminuigdo para cerca de metade do valor controlo foi registado para ambas as
espécies, mas mais pronunciadamente em P. pinaster.

Um estudo exploratorio com cromatografia gasosa também foi efectuado, que demonstrou
que os compostos volateis produzidos permitem uma clara diferenciacdo entre espécies, mas
nao entre inoculagdo controlo vs. nemétode.

Palavras-chave: Concentragao de clorofilas; contetido de dgua; cromatografia gasosa

Physiological Response of Pinus spp. In the First Hours After Infection with
Bursaphelenchus xylophilus (Nematoda: Aphelenchoididae)

Abstract. The purpose of this study was to compare the response to infection with the pine
wood nematode (PWN) Bursaphelenchus xylophilus between Pinus pinaster and Pinus pinea at an
initial stage of the disease, three hours after inoculation. The PWN is the causal agent of pine
wilt disease, in Portugal its main host is the maritime pine, P. pinaster, and its vector is
Monochamus galloprovincialis.

Currently there are no studies that describe the effects of nematode infection in plants at an
early stage of the disease and with regards to the physiological and metabolic indicators of the
disease response in the plants, there was a decrease of 10.9% of water content in P. pinaster
(compared with trees inoculated with water) and 6.7% in P. pines; in the study of total
chlorophyll concentration, a decrease to about half of the control value was recorded for both
species, but more pronounced in P. pinaster.

An exploratory study was also made with gas chromatography, which showed that the
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volatile compounds produced were distinct between species, but not between control vs.
nematode-inoculated plants.
Key words: Chlorophyll concentration; water content; gas chromatography

Réponse Physiologique de Pinus spp. aux Premiéres Heures aprés lInfection par
Bursaphelenchus xylophilus (Nematoda: Aphelenchoididae)

Résumé. Le but de cette étude était de comparer la réponse a l'infection par le nématode du pin
(NDP) Bursaphelenchus xylophilus entre Pinus pinaster et Pinus pinea dans la phase initiale de la
maladie, trois heures aprés l'inoculation. Le NDP est l'agent causal de la maladie de
dépérissement du pin, au Portugal son hote principal est le pin maritime, P. pinaster, et son
vecteur Monochamus galloprovincialis.

Actuellement, il n'existe pas d'études qui décrivent les effets de l'infection par le nématode
des plantes a un stade précoce de la maladie et en ce qui concerne les indicateurs
physiologiques et métaboliques chez les plantes, il ya eu une diminution de la teneur en eau de
10,9% en P. pinaster (comparaison avec les arbres inoculés avec de l'eau) et 6,7% en P. pinea;
dans I'étude de la concentration de chlorophylle totale, une diminution d'environ la moitié de la
valeur de commande a été enregistrée pour les deux espéces, mais plus prononcée dans P.

pinaster.

Une étude exploratoire a également été faite avec chromatographie en phase gazeuse, qui a
montré que les composés volatils produits permettent une nette différenciation entre les
espeéces, mais pas entre le contréle des plantes contre les nématodes inoculés.

Mots clés: Concentration de chlorophylle; teneur en eau ; chromatographie en phase gazeuse

Introducdo

O nematode da madeira do pinheiro
(NMP), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner
and Buhrer, 1934) Nickle, 1970 é o agente
causal da doenga da madeira do pinheiro
(DMP) (NICKLE et al., 1981). O género,
Bursaphelenchus Fuchs 1937 inclui quase
90 espécies e faz parte da Familia
Aphelenchoididae. Os nemétodes que
pertencem a este género podem ser
micofégicos, parasitas de plantas, ou
ambos, sendo que B. xylophilus pertence a
altima categoria (ZHAO et al., 2008).

Esta doenga mata, tipicamente,
pinheiros com mais de 10 anos de idade
em periodos de tempo que podem ser
entre poucas semanas a meses e, apesar
de todos os avancos alcancados nesta
area, o mecanismo da doenga ainda ndo
foi clarificado (ZHAO et al., 2008). No seu
pais nativo, EUA, o nemdtode nado é

considerado um agente patogénico, mas
apds a sua exportagdo, as consequéncias
foram massivas nas florestas mundiais, o
que levou a um abalo grave na economia
de cada zona afectada (ZHAO et al., 2007).

Em Portugal, o NMP é transportado
pelo vector Monochamus galloprovinciallis,
uma espécie endémica (NAVES et al,
2007), e o seu hospedeiro principal é P.
pinaster Ait. (MOTA et al., 1999). O
pinheiro bravo é muito importante para
a economia portuguesa, na medida em
que ocupa mais de um milhdo de
hectares das florestas nacionais e varios
estudos tém vindo a ser direccionados
para o seu melhoramento genético
(AGUIAR et al. 2003; CORREIA et al. 2004).
As espécies Pinus sylvestris e Pinus
halepensis ~ também  sdo  possiveis
hospedeiros do NMP, porém a sua
distribuicdo e abundancia é limitada em
Portugal (MOTA e VIEIRA, 2008). Estudos
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recentes, sob condicGes laboratoriais,
demonstraram que as populacdes
portuguesas de M. galloprovincialis
demonstram preferéncia por P. sylvestris
em relagdo a outras espécies de pinheiro

(KOUTROUMPA et al, 2009). Estas
preferéncias alternativas podem
eventualmente redireccionar o

nematode, B. xylophilus, a infestar outros
tipos de arvores, e é por isto que sao
necessarios mais estudos, dado que a
flora portuguesa é tao diversa.

P. pinea é outra espécie de pinheiro
importante em Portugal, dado que, na
natureza, ndo é afectada pela doenca.
Aparentemente, o vector nao se alimenta,
nem coloniza estes pinheiros; no entanto,
o nematode ¢é capaz de invadir,
multiplicar-se, infectar e matar esta
arvore (ZHAO et al., 2008), apesar de mais
lentamente do que em P. pinaster (MOTA
e VIEIRA, 2008).

Tendo em conta os riscos de
dispersao da doenga, foram desenvol-
vidos regulamentos rigorosos para
eliminar a peste, particularmente
aquando da importacdo de madeira e
derivados (DWINELL, 1997). Apé6s a
deteccdo do nematode em pinheiro bravo
portugués,  foi  desenvolvido e
implementado o programa de controlo
"PROLUNP".

No que respeita a detecgdo visual da
doenga, durante os diferentes estadios de
infeccdo (desde o inicial ao avangado) os
sintomas vao-se agravando e acabam por
resultar na morte do hospedeiro. Entre os
principais  sintomas encontra-se a
cessacdo de exsudagdo de resina nos
caules, diminuicdo da fotossintese,
degenerescéncia das células
parenquimatosas e xilémicas, formagao
traumatica de canais de resina, producdo
de substancias fitotoxicas, aumento da
taxa respiratéria e da sintese de etileno

(FUKUDA, 1997). Para além destes, o
sintoma mais critico é o amarelecimento
das agulhas, que aparece no estadio mais
tardio da infeccdo, até que a arvore fica
castanha por completo, o que acaba por
complicar a deteccdo atempada da
doenca (GLEASON et al., 2000).

De acordo com RUTHERFORD et al.
(1992), B. «xylophilus move-se mais
rapidamente quando as temperaturas sdo
elevadas, o que explica o desenvolvi-
mento dréstico de sintomas durante o
verdo. Nestas condi¢bes, a arvore sofre
stress hidrico e a fotossintese nas agulhas
diminui, o que acelera o desenvolvi-
mento dos sintomas e conduz a morte
das arvores infectadas (FUKUDA, 1997).
Esta diminuicdo do contetdo de agua,
quer nos caules, quer nas agulhas, tem
vindo a ser estudada e ocorre
usualmente pouco antes dos sintomas de
infeccdo serem visiveis em Aarvores
inoculadas (TAN et al., 2005). Deste
modo, o teor de dgua e a sua retencao é
considerado um factor de grande peso na
patologia da doenga do nematode da
madeira do pinheiro (BOLLA et al., 1986)
e o stress causado pelas temperaturas
elevadas é também um factor abiético
muito preponderante na aceleracido da
morte do pinheiro, dado que promove a
multiplicacdo de B. xylophilus (SIKORA e
MALEK, 1991).

Os monoterpenos sdo um grupo de
volateis resultantes do metabolismo
secundario das arvores e tém um papel
muito importante na mediagdo das
interacgdes entre planta e ambiente,
podendo induzir respostas de defesa,
que ajudam as plantas a diferenciar entre
danos causados por insectos e danos
mecanicos (MATEUS et al, 2010).
Determinados volateis sdo comummente
activados nas vias biosintéticas de varias
plantas, como o a-pineno (que estima-se
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fazer parte em 85% dos 6leos essenciais
das pindceas), PB-pineno, limoneno e
mirceno (PROENCA DA CUNHA, 2005) e,
quando infectadas, estas arvores emitem
um conjunto caracteristico de compostos
volateis que atraem o  vector
Monochamus. Os 6leos essenciais também
tétm vindo a ser estudados como
potenciais agentes de controlo contra a
doenga, dado que alguns possuem
actividade nematicida (KIM et al., 2008).

A cromatografia gasosa - espectro-
fotometria de massa (GC-MS) é o método
mais  frequentemente  usado  na
identificacdo de voléteis, mas a sua
aplicabilidade é limitada, dado que os
volateis emitidos pelas &rvores sao
altamente complexos, o que dificulta a
separacdo de todos os componentes
(MATEUS et al., 2010). Na maioria dos
estudos, os volateis tém vindo a ser
isolados por destilagcdo-extraccdo
simultanea (SDE), que inclui um solvente
de extraccdo, que frequentemente é co-
eluido com picos menos retidos numa
corrida de cromatografia (SANTOS et al.,
2006). Em alternativa, o método de
microextracido em fase gasosa de
headspace (HS-SPME) tem vindo a ser
implementado, dado que dispensa a
intervengdo de solventes (Supleco,
Bulletin 923A).

Cré-se que, a medida que a invasao
do nematode comeca, uma resposta
hipersensitiva é activada, que resulta na
libertacdo de fendlicos, sintese de toxinas
e fitoalexinas e na compartimentalizacdo
do xilema e outros tecidos, seguido da
inundacdo dos  traqueideos  com
oleoresina e substancias téxicas (MYERS,
1988). Estudos recentes demonstram que
estes mecanismos de defesa contra
agentes  patogénicos ocorrem  nas
primeiras horas apds infeccdo (BALDO et
al., 2010).

Neste trabalho foram realizados
estudos sobre diferencas fenotipicas e
metabolicas entre pinheiro infectado e
nao-infectado das espécies P. pinea e P.
pinaster, a um ponto inicial da infeccao,
dado que ¢é considerado que
imediatamente nas primeiras horas apds
infec¢do € activada uma resposta
hipersensitiva de defesa nas plantas.

Materiais e métodos
Material vegetal

As plantas utilizadas nestes estudos
foram Pinus pinea e Pinus pinaster com
aproximadamente 1 ano de idade (com
alturas de 5015 cm), provenientes do
Viveiro Anadiplanta (Anadia, Aveiro;
40°26'27"N, 8°25'47"W). As arvores foram
transferidas dos recipientes para vasos
com partes iguais de turfa negra (Siro
Plant) e vermiculite exfoliada e foram
crescidas em ambiente controlado, numa
camara fitoclima Aralab 10000EHF, com
humidade relativa de 80% e um
fotoperiodo de 16h dia / 8h noite, com
cerca de 490 umol/m?s de intensidade
luminosa. A temperatura foi mantida a
24-26°C durante o periodo de dia e a 19-
20°C durante o periodo da noite.

Cultura de nemdtodes

Pequenos quadrados com cerca de
lcm? de Potato Dextrose Agar com
Botrytis cinerea, crescido a 26°C por 7
dias, foram transferidos para 5 g de graos
de cevada Seara®, previamente
autoclavados em tubos de ensaio com 10
ml de 4gua desionizada. Estes tubos
foram incubados nas mesmas condi¢Ges
anteriormente descritas e seguidamente,
pequenos pedagos de cevada com B.
xylophilus isolado geogréfico HF (isolado
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da Regido de Settbal) crescido
previamente, foram colocados dentro dos
tubos onde o fungo havia sido crescido.
Os nematodes multiplicados foram
extraidos pela técnica dos funis de
Baermann (BAERMANN, 1917) antes da
inoculagcdo e, apenas  nematodes
extraidos dentro de um periodo de 2h é
que foram utilizados nas experiéncias
subsequentes.

Inoculagio e tempo de amostragem

Nos testes realizados,  foram
estabelecidos quatro tratamentos
diferentes, nomeadamente, &arvores P.
pinaster e arvores P. pinea selecionadas
aleatoriamente e inoculadas com B.
xylophilus estirpe HF e arvores P. pinaster
e arvores DP. pinea selecionadas
aleatoriamente e inoculadas com &gua
desionizada (controlo). Para a
determinacdo do contetido de agua e
extraccdo e quantificagdo de clorofilas
totais, foram utilizadas 30 réplicas
biolégicas; para a analise dos compostos
volateis foram utilizadas 7 réplicas
biolégicas.

De acordo com a técnica descrita por
FUTAI e FURUNO (1979), uma ferida de 3-
5 c¢m foi feita no caule da arvore com um
bisturi a cerca de 40 cm acima do nivel
do solo. Uma suspensao de 1000
nematodes em 650 pl de agua
desionizada foi inoculada nas feridas
que, seguidamente, foram cobertas com
parafilme para evitar a secagem do
in6culo e saida dos nemétodes. O mesmo
procedimento foi seguido para as arvores
controlo, utilizando 650 ul de 4&gua
desionizada.

Trés horas apds inoculagdo (3 hai),
para cada amostra experimental, o caule
completo foi recolhido, cortado em
pequenos pedagos e armazenado a -80°C

até realizacdo das anadlises futuras.
Determinagdo do conterido de dgua

Os caules de cada tratamento foram
liofilizados por 72 h; o contetido em dgua
e a diminui¢do do contetido de &gua
foram calculados como demonstrado por
TAN et al. (2005), pelas seguintes
equagoes:

Contetido de agua (%) = (peso da
amostra fresca - peso da amostra
liofilizada) x 100 / peso da amostra
fresca;

Diminuicdo do contetido de dgua (%)
= (contetido de 4gua da planta controlo -
contetido de agua da planta inoculada)
x100 / conteddo de agua da plana
controlo.

Extracgio e quantificagdo das clorofilas totais

Seguiu-se o protocolo de ABADIA et
al. (1984), com algumas modificagdes.
Foram adicionados 12,5 ml duma solugao
de CaCOs em metanol (4 g/L) a 0,5 g de
agulhas de pinheiro de cada amostra
individual. Apés um periodo de
incubacdo de 48 h no escuro, a
temperatura ambiente, 1 ml da solugdo
metanolica foi diluido em 25 ml de dgua
desionizada e a absorvéancia foi lida a 663
nm e 645 nm. A quantificagdo
espectrofotométrica de clorofilas foi
calculada segundo a equagdo:

(8,02-Ages + 20,21-Aess) 0.0125 x Factor de diluicao
Peso fresco (g)

Andlise de compostos voldteis

Foi realizada uma anélise exploratdria
do padrdo dos compostos voléteis com
um cromatégrafo de gas HP 5890A
(Hewlett Packard, USA) equipado com
um detector de ionizagdo por chama (GC-
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FID). A separagdo foi realizada numa
coluna Stabilwax-DA  com 60m,
0.25mmlID, 0.25um (RESTEK), com
hidrogénio como gés transportador, a
uma taxa de fluxo de 30 ml/min. A
temperatura do forno foi inicialmente
mantida a 40°C por 1 min e depois
aumentada até 220°C, numa taxa de
2°C/min, a qual foi mantida durante 10
min. O detector de ionizagdo por chama
foi também mantido a 220°C.

Analise Estatistica

As areas relativas dos elementos
presentes na fraccdo volatil da andlise
por CG foram usadas para a analise de
dados. O processamento destes dados foi
realizado com o programa PASW
Statistics 18 (IBM, USA). Aos dados
resultantes da cromatografia gasosa, foi
realizada uma analise de componentes
principais (PCA) que é uma analise
estatistica multivariada que permite a
reducdo dos dados ao explicar a
variancia existente entre os componentes
principais, ou seja, combinagdes lineares
das varidveis. Deste modo, este tipo de
analise permitiu verificar se amostras

correspondentes a determinado
tratamento produzem uma resposta
suficientemente semelhante para se

agruparem e se se cria um padrdo que as
diferencie dos outros grupos (SUMNER et
al., 2003).

Todas as outras andlises e graficos,
respeitantes aos dados do contetido de
adgua e extracgdo de clorofilas, foram
obtidos com Microsoft Excel e GraphPad
Software (La Jolla, USA). A normalidade
dos dados foi confirmada e o teste
paramétrico t-student foi escolhido para
comparar os grupos em estudo.

Resultados e discussao
Determinagdo do conteiido de dgua

A infeccdo causada pelo nemétode
bloqueia a conducdo da dgua e reduz a
taxa de transpiracdo (TAN et al., 2005).
Trés horas apés a invasdo com o
nematode, o contetido de dgua do caule,
quer em P. pinaster que em P. pinea
diminuiu em comparagdo com as arvores
controlo (Figura 1).

Os resultados demonstraram uma
diminuicdo do conteido da agua de
10,9% ap6s inoculagdo com o nemétode
em P. pinaster (p<0.05) e de 6,7% em P.
pinea (p>0.05), sendo que apenas as
diferencas entre P. pinaster inoculado
com nematode e controlo é que foram
estatisticamente significativas. O P. pinea
como hospedeiro da DMP é ainda muito
pouco estudado assim como o porqué
desta espécie parecer ter uma menor
susceptibilidade ao nematode (MOTA e
VIEIRA, 2008). Mas estes resultados
expressam uma clara diferenca na
resposta a infeccdo com nematode entre
P. pinaster e P. pinea (p<0.05) o que pode
indicar que, no que se refere ao contetido
de agua nos caules, o pinheiro manso é
menos afectado do que o pinheiro bravo,
o hospedeiro principal da doenga em
Portugal. Isto pode sugerir, como
denotado por FUTAI (2003), que a
resisténcia de certas espécies, como o P.
taeda, pode ser parcialmente explicada
por certos repelentes hidrofilicos que
fazem parte da madeira deste tipo de
arvores, que levam a agregacdo das
espécies de Bursaphelenchus as
substéncias hidrofébicas, enquanto a sua
invasdo nos tecidos hospedeiros sdo
controlados  por  estas  referidas
substéncias hidrofilicas.
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Figura 1 - Contetido de 4gua do caule em P. pinaster inoculado com égua (W) ou B. xylophilus
estirpe HF (A) e em P. pinea inoculado com 4gua (®) ou B. xylophilus estirpe HF (#). Cada

valor representa a média * desvio padrao.

O desenvolvimento dos sintomas a
temperaturas elevadas depende do grau
de avanco da cavitagdo dos traqueideos
causada  pela  movimentagdo do
nematode (RUTHERFORD et al., 1992). Os
estudos de TAN et al. (2005) em pinheiro
negro japonés (P. thunbergii), com 3-4
anos de idade, foram conduzidos entre 5
e 70 dias ap6s infecgdo (dai) e registaram
uma diminuicdo percentual de 7,2% e
36,1%, a 10 e a 70 dai, respectivamente.
Estudos prévios em P. sylvestris e P.
strobus com 20-30 anos (BOLLA et al.,
1986) durante 3 meses, demonstraram
que estas alteragdes no contetdo de dgua
podem ser provocadas pelo bloqueio no
sistema de transporte de dagua das
plantas, resultante da infeccdo com o
nematode.

Considerando que este é um estudo
nas primeiras horas apds infeccdo, a

diminuicdo do contetdo de &4gua foi
muito aguda e indica que ha uma
resposta forte e imediata a infecgao.
Meétodos para detectar a DMP no seu
estadio inicial sdo urgentes para evitar a
disseminacdo entre arvores. Como
demonstrado na Figura 1, 3 horas apods
infeccdo (hai) os conteidos de dgua em
P. pinaster diminuiram e pode revelar
este sintoma como um possivel indicador
precoce para uma arvore infectada.

Extracgio e quantificagdo das clorofilas totais

A clorose em agulhas é um sintoma
distintivo da fase avancada da DMP
(FUKUDA, 1997). Na Figura 2 encontram-
se os resultados da concentracdo de
clorofilas em P. pinaster e P. pinea,
inoculados com nematode e controlos.
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Figura 2 - Concentragdo das clorofilas totais de P. pinaster inoculado com é&gua (M) ou B.
xylophilus estirpe HF (A) e de P. pinea inoculado com agua (®) ou B. xylophilus estirpe HF ().

Cada valor representa a média + desvio padrao

Existe uma variacdo natural entre a
pigmentacao das agulhas de P. pinea e P.
pinaster, sendo mais escura em P.
pinaster. Este facto esta relacionado com a
maior concentracdo de clorofilas totais
que foram extraidas desta espécie,

quando comparadas com P. pinea
(p<0.0001).
Mais ainda, apds infeccdo, a

concentracdo de clorofilas diminuiu em
ambas as espécies, mais acentuadamente
em P. pinaster. Visualmente, nenhuma
alteracdo foi identificada na cor das
agulhas dos pinheiros ap6s inoculagao,
mais especificamente, nenhum indicio de
amarelecimento  das  agulhas  foi
detectado. No entanto, como
demontrado na Figura 2, apds extracc¢ao,
houve uma diferenca significativa nos
niveis de clorofila entre pinheiros
inoculados com nemétode e os controlos,
o que indica que logo 3 hai os niveis de
clorofila ~comecam rapidamente a

diminuir, de forma mais abrupta em P.
pinaster. Estas  diferencas  entre
tratamentos na concentracao de clorofilas
totais foram estatisticamente suportadas
(p<0.0001) e demonstram que os valores
obtidos ndo sdo um falso positivo,
provocado  apenas pelas feridas
realizadas para inocular as solugdes.
Também as respostas entre espécies
foram muito diferentes (p<0.0001).

Assim, estes resultados indicam que a
diminuicdo da concentracdo de clorofila
nas agulhas dé-se num estadio precoce
da doenca. Deste modo, verificou-se que
os niveis de clorofila diminuem
rapidamente nas primeiras horas poés
infeccdo, o que influencia os processos
fotossintéticos e conduz a morte da
arvore.

Andlise de compostos voldteis

Os volateis das plantas podem ser
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emitidos constitutivamente ou podem
ser induzidos sob  determinadas
condi¢des ambientais e tém um papel
importante na mediagdo das interacgdes

entre plantas e insectos herbivoros
(MATEUS et al., 2010).
Em estudos prévios (dados ndo

publicados) sobre a expressdo genética
em P. pinaster e P. pinea 3hai, foram
isolados genes relacionados com a
producdo de metabolitos secundarios.
Isto levou a utilizacdo de cromatografia
gasosa para comparar os padrdes dos
volateis emitidos por estas darvores
inoculadas com 4agua ou nematode, no
mesmo tempo de amostragem acima
referido. No sentido de perceber o
padrdo das intercorrelacdes entre as
variaveis em estudo (agrupamento de
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amostras por espécie de pinheiro e/ou
por tipo de tratamento), foi conduzida
uma andlise estatistica exploratoria,
usando a andlise de componentes
principais (PCA) e o modelo resultou em
dois factores principais significativos,
que explicaram 44,9% da varidncia nos
dados, tal como representado na Figura
3.

Dois grupos foram diferenciados,
sendo que a maioria das amostras de P.
pinaster foram separadas das de P. pinea
pelo factor discriminante com 20,3% de
peso na explicagdo da varidncia. O
primeiro factor discriminante, com 24,6%
de peso, nao resultou em nenhuma
tendéncia pronunciada entre tratamentos

(controlo  wersus  inoculagdo  com
nematode).
® & P. pinaster + HF
B P pinaster + H:0
* P pinea + HF
0,5 06 0,7 08 ® p pinea +H:0
®e
u
°
et e %

Figura 3 - Andlise dos padrdes de volateis de P. pinaster inoculado com &gua (M) ou B.
xylophilus estirpe HF (A) e de P. pinea inoculado com agua (®) ou B. xylophilus estirpe HF ().
Um total de 44,9% da varidncia dos dados foi explicada por dois componentes principais
significativos (24,6% da varidncia na matriz X e 20,3% da varidncia na variavel Y)
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SANTOS et al. (2006) realizaram
analises de GC-MS de forma a verificar se
seria possivel distinguir amostras de
floema de P. halepensis, P. sylvestris, P.
pinaster e P. pinea provenientes da Serra
da Lousd, de Alcacer do Sal e da Serra da
Ota, e concluiram, tal como no presente
trabalho, que os padrdes de cada espécie
sao diferenciaveis e distintos.
Adicionalmente, estudos de GCxGC
realizados em agulhas de 11 espécies
diferentes de pinheiro adulto, localizados
em Portugal Central, resultaram numa
discriminagdo das espécies e
caracterizagdo quimica bem sucedidas
(MATEUS et al., 2010). MUMM et al. (2003;
2004) analisaram também os volateis
produzidos apds deposicao de ovos ou
feridas mecénicas emitidos quer pelas
agulhas de P. sylvestris com 35 a 45 anos,
quer pelos ramos de P. nigra de 14 anos
de idade, com GC-MS. Perceberam que
estes danos afectam significativamente a
composicdo quantitativa da mistura dos
volateis.

Estes resultados indicam que, apesar
de ser possivel fazer uma distingdo clara
entre espécies, a producdo de voléteis de
novo em resposta a infec¢do com NMP, 3
hai, ndo produz um padrao diferencidvel
numa simples corrida de GC, apesar da
sua acgdo como agentes primarios na
defesa contra patogéneos.

Conclusoes

Apesar das modificacdes fisioldgicas
analisadas serem normalmente
associadas aos estadios tardios da
infeccdo, foi detectada uma tendéncia
para a reducado no contetido da dgua e na
concentragdo de clorofilas 3 h apos
infeccdo. Este resultado ¢é bastante
revelador, dado que a infeccao provocou
danos quase de imediato na arvore.

Também se pode verificar que as
respostas foram distintas entre P. pinea e

P. pinaster, o que é suportado pela

diferenca de susceptibilidade entre
espécies a doenga, ja demonstrado por
FUTAI (2003) e que pode estar

relacionado com as relagdes filogenéticas
dentro do seu género.
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