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FITONEMATOIDES NA CULTURA DA BATATA: REACAO DE GENOTIPOS A
Meloidogyne spp., DISTRIBUICAO DE ESPECIES E CARACTERIZACAO DOS
SINTOMAS

RESUMO - A reacdo de ‘HPC 7 B’, ‘Lady Rosetta’, ‘Agata’, ‘Cupido’, ‘Monalisa’,
‘Panda’, ‘ltararé’, ‘Asterix’, ‘Capiro’, ‘Atlantic’, ‘Mayor’ e ‘Canchan’ a Meloidogyne
incognita, M. javanica e M. mayaguensis foi avaliada em casa de vegetacao. Um novo
método in vitro para testar a reacdo de gendtipos de batata a M. javanica foi
desenvolvido utilizando mini-tubérculos enraizados. Avaliou-se a reagao de ‘HPC 1 B,
‘HPC 6 B’, ‘HPC 7 B’, ‘Agata’ e ‘Cupido’ a M. javanica e a producdo de inéculo em
funcéo da densidade do indculo e do periodo de incubacdo. Coletaram-se 168 amostras
de tubérculos nas principais regides produtoras do Pais para levantar os fitonematdides
associados e caracterizar os sintomas. Os genétipos avaliados hospedam M. incognita,
M. javanica e M. mayaguensis. A reagado in vitro confirma esses resultados. Mini-
tubérculos suportam os fitonematoides por até 180 dias, com producao meédia maxima
estimada em 15.990 ovos por frasco. Foram encontradas Meloidogyne arenaria no Sul
de Minas e Rio Grande do Sul (3,5% das amostras), M. incognita em 10% (exceto no
Sul do Pais) e M. javanica em todas as regides amostradas (50%), causando como
principal sintoma em tubérculo e raizes, carogos protuberantes, que dao a superficie
aspecto aspero. Identificou-se também Pratylenchus brachyurus em 40% das amostras
(exceto no Rio Grande do Sul), P. coffeae em 2,4% (Triangulo Mineiro, Sul de Minas e
Sao Paulo) e P. penetrans (3%), em S&o Paulo, causando lesbes em forma de pontos
necréticos, deprimidos, na superficie do tubérculo. Encontrou-se Helicotylenchus
dihystera em todas as regides amostradas (49%). Conquanto esse fitonematdide seja
um ectoparasito migrador, as amostras tenham sido constituidas de tubérculos lavados
e nenhum sintoma especifico foi observado, essa alta freqiéncia requer um estudo

mais acurado do seu habito de parasitismo e de suas inter-relagées com a cultura.

Palavras-chave: Meloidogyne spp., multiplicacdo, Pratylenchus spp., resisténcia
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PLANT PARASITIC NEMATODES ON POTATOES CROP: GENOTYPES REACTION
TO Meloidogyne spp., SPECIES DISTRIBUTION AND CHARACTERIZATION OF
TUBERS SYMPTOMS

SUMMARY - The reaction of ‘HPC 7 B’, ‘Lady Rosetta’, ‘Agata’, ‘Cupido’,
‘Monalisa’, ‘Panda’, ‘ltararé’, ‘Asterix’, ‘Capiro’, ‘Atlantic’, ‘Mayor’ and ‘Canchan’ to
Meloidogyne incognita, M. javanica and M. mayaguensis was evaluated at greenhouse.
A new in vitro method to test the reaction of these genotypes to M. javanica was
developed using rooted mini-tubers. Were evaluated the reaction of ‘HPC 1 B’, ‘HPC 6
B’, ‘HPC 7 B’, ‘Agata’ and ‘Cupido’ to M. javanica and the inoculum production in terms
of density of inoculum and the period of incubation. Were collected 168 samples from
symptomatic tubers in the Brazil main producing regions (Goias, Minas Gerais, Parana,
Rio Grande do Sul and S&o Paulo), to raise the species of plant parasitic nematodes
associated with the crop and to characterize the symptoms. All the genotypes host M.
incognita, M. javanica and M. mayaguensis. The in vitro reaction confirms these results.
Mini-tubers support the plant parasitic nematodes for up to 180 days, with maximum
production of 15,990 eggs per pot. Meloidogyne arenaria was found in Sul de Minas and
Rio Grande do Sul (3.5% of samples), M. incognita by 10% (except in the Sul) and M.
javanica in all regions sampled (50%), causing knot a major symptom in tuber and roots,
giving the surface looks rough. It was also Pratylenchus brachyurus in 40% of the
samples (except in Rio Grande do Sul), P. coffeae at 2.4% (Triangulo Mineiro, Sul de
Minas and Sao Paulo) and P. penetrans (3%), in Sdo Paulo, causing lesions in the form
of pointed depressed necrotic on the surface of the tuber. Helicotylenchus dihystera was
found in all regions sampled (49%). Since the samples consist of tubers have been
washed, this plant parasitic nematode is a migratory ectoparasite and no specific
symptom was observed, this high frequency requires a more accurate study of its habit

of parasitism and their interrelationships with the culture.

Key words: Meloidogyne spp., multiplication, Pratylenchus spp., resistance



CAPITULO | - CONSIDERAGCOES GERAIS

A batata (Solanum tuberosum L.) estd entre as plantas mais cultivadas para
consumo humano no mundo e, em todo ele, os fitonematdides estdo entre os fatores
que limitam a sua produtividade (JATALA & BRIDGE, 1990; BRODIE et al., 1993; DI
VITO et al., 2003). Diferentes espécies sdo responsaveis por perdas significativas na
cultura, tanto em regides de clima frio quanto quente (VOVLAS et al., 2005; TORDABLE
et al., 2008), sendo atribuidas a elas perdas anuais estimadas em 12,2% (BARKER,
1998). Contudo, essas perdas podem ser extremamente variaveis dependendo das
espécies envolvidas, seus niveis populacionais, a suscetibilidade do genétipo plantado,
bem como a estacdo do ano (SILVA & SANTOS, 2007). Os fitonematéides formadores
de galha sao patégenos polifagos que causam severos danos a plantas cultivadas e/ou
oportunistas ao redor do mundo, afetando drasticamente a maioria das solanaceas
(DJIAN-CAPORALINO et al., 2007). Algumas espécies, como Meloidogyne chitwoodi
Golden, O’'Bannon, Santo & Finley, sdo consideradas pragas quarentendrias em varios
Paises (praga quarentenaria A1 no Brasil, por exemplo) devido ao dano potencial
associado a elas (BRASIL, 1999; EPPO, 2004).

Dentre as espécies de Meloidogyne que atacam a cultura da batata no Pais, M.
javanica (Treub) Chitwood é considerada a de maior importancia, seguida de M.
incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. hapla Chitwood e M. arenaria (Neal) Chitwood
(CHARCHAR & MOITA, 2001). De fato, M. javanica € a espécie mais freqlente,
apresenta maior capacidade reprodutiva nos genotipos suscetiveis e estd amplamente
disseminada nas regides produtoras de batata. A extensdo dos danos causados na
cultura e em outras a coloca entre as quatro espécies consideradas como as mais
destrutivas do género (VAN VUUREN & WOODWARD, 2001; HUSSEY & JANSSEN,
2002; VOVLAS et al., 2005).

No solo, estes patdgenos infectam o sistema radicular da planta, interferindo
severamente em seu desenvolvimento e, também, na qualidade e no rendimento dos

tubérculos. Nesses tecidos, os fitonematdides de galha induzem alteracdes histolégicas



variadas. Entre elas se destaca a formacao de um sitio de alimentagdo que consiste em
trés ou quatro células gigantes hipertrofiadas por fémea. Meloidogyne javanica
completa o seu ciclo de vida (de ovo a ovo) em 40 dias (WILLIAMS, 1972), sob
condicdes favoraveis, com producdo média de 600 ovos por fémea. Apds a eclosdo,
juvenis de segundo estadio migram no solo re-infectando as raizes ou entrando nos
tubérculos, onde induzem a formacao de um sitio de alimentacdo. Fémeas produzem
massas de ovos internamente ao tubérculo, em volta das quais se observam manchas
marrons. Os sintomas externos dessa infeccdo se tornam visiveis em forma de
protuberéncias ou galhas de diferentes tamanhos (VOVLAS et al., 2005).

Em uma Unica safra de batata pequenas populacdes iniciais passarao por trés
ciclos, durante os quais a invasdo dos tubérculos pelos juvenis recém eclodidos é
continua, o que causa danos severos (BROWN et al., 2006). Como conseqiiéncia da
perda de qualidade, o tubérculo ndo € comercializavel. Além disso, favorece a
disseminacdo do patbgeno em novas areas, caso este seja usado como batata-
semente e, sobretudo, contribui para 0 aumento da populagdo na area uma vez que a
maioria dos produtores ainda prefere deixa-lo na terra a arcar com os custos da
colheita, ja que estes ndo se prestam a comercializagdo (SILVA & SANTOS, 2007;
TORDABLE et al., 2008).

QOutro grupo de importancia no Brasil é composto pelos fitonematdides das
lesGes radiculares (Pratylenchus spp.) (LORDELLO, 1981). Pelo menos 15 espécies ja
foram relatadas parasitando a batateira ao redor do mundo (BRODIE, 1998). No Brasil,
P. brachyurus (Godfrey) Goodey, P. coffeae (Zimmermann) Filipjev & Schuurmans
Stekhoven e P. penetrans (Cobb) Chitwood & Oteifa sdo as espécies de maior
importancia econémica para a cultura, com predominancia de P. brachyurus sobre as
demais, sendo esta a mais distribuida no Pais (CAFE FILHO & HUANG, 1988). Ela é
encontrada em ecossistemas naturais e agroecossistemas, infectando grande ndmero
de espécies de plantas (LUC, 1987).

Os espécimes em diferentes estadios de desenvolvimento (machos sao
rarissimos) penetram as camadas subepidermais (GODFREY, 1929; TIHOHOD, 1993)
causando lesbes em forma de pontos escuros nos tubérculos. Migram continuamente

nos tecidos, intra e intercelularmente. Reproduzem-se chegando a alcangar niveis de



populacao maiores que 10.000 individuos em 10 g de cascas de batata, com cerca de 3
mm de espessura (SILVA & SANTOS, 2007). Nesses casos, geralmente, as lesdes sdo
invadidas por organismos secundarios do solo, resultando em necroses nos tubérculos.
Os tubérculos infectados por Pratylenchus spp., quando armazenados, podem
apodrecer em menor tempo que tubérculos sadios. Pratylenchus scribneri Steiner é
considerada praga quarentenaria, A1 no Brasil, confirmando o dano potencial associado
a ela, bem como a importancia do grupo (BRASIL, 1999; EPPO, 2004).

Em raizes e radicelas, extensas necroses sdo usualmente observadas,
especialmente nos casos de infecgdo por P. penetrans. Os sintomas iniciais sao atraso
no desenvolvimento das plantas infectadas, com drastica redugdo de crescimento em
relacdo as demais. Em geral, essas plantas apresentam florescimento tardio e intensa
necrose das radicelas, formando reboleiras ou manchas na lavoura (SILVA & SANTOS,
2007).

Os danos causados na cultura da batata pelos fitonematoides, principalmente os
de galha, na safra de 2007, foram os mais altos ja observados no Pais, com perdas
estimadas em 25% (SHIMOYAMA, 2008) no Triangulo Mineiro e Sul de Minas Gerais.
Isto representaria uma perda de aproximadamente 250 mil toneladas ao ano, tomando
por base a producédo média observada nos ultimos dez anos. A um preco médio de R$
40,00 a saca de 50 kg, isso corresponde a cerca de R$ 200 milhdes de reais de
prejuizo causado somente por esses patdégenos a cultura no Estado de Minas Gerais
(AGRIANUAL, 2008).

A incidéncia da doenca e a perda a ela associada, notadamente causada por
fitonematdides de galha, nas principais regides produtoras do Pais impulsionou a
Associacao Brasileira da Batata, com sede em ltapetininga-SP, a procurar Instituicées
Publicas que desenvolvessem projetos de pesquisa nessa area, com o objetivo de
receber apoio cientifico para identificar as espécies de fitonematodides envolvidas
caracterizar os sintomas causados, propor alternativas de controle e também
desenvolver um servigo de orientacao aos bataticultores associados.

Apesar da existéncia de centenas de relatos que documentam a perda de

produtividade devido ao parasitismo de diferentes espécies de fitonematdides em
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diversas culturas (SASSER & FRECKMAN, 1987), os fitonematéides freqlientemente
sdo subestimados enquanto patéogenos ou sao considerados de importancia
secundaria. Numerosos fatores contribuem para a auséncia generalizada de informacao
sobre sua atuacao como patdgenos de planta, incluindo o fato de que o seu parasitismo
normalmente afeta a producao da cultura sem ser, obrigatoriamente, associado a outros
sintomas visiveis dessa injuria. Se, usualmente, ha uma falta de percepcao do
fitonematdide como patégeno, comumente também ocorre falta de interesse para o
desenvolvimento de sistemas de manejo efetivos e econémicos (STARR et al., 2002).

No Brasil, os bataticultores sao voltados para problemas multivariados. No
tocante ao ambiente, provavelmente a principal prioridade diz respeito a disponibilidade
de agua ou, com menor freqiéncia a sua drenagem, seguida de perto pela fertilidade
do solo. Tradicionalmente, eles convivem com plantas daninhas, artropodes pragas e
algumas doencas (fungicas, viréticas e bacterianas), sendo considerados 0s principais
problemas na conducéo da cultura (STARR et al., 2002).

Segundo VOVLAS et al. (2005), tendo em vista a agressividade de M. javanica, o
manejo desta espécie devera ser considerado durante a implementacao de lavouras de
batata em areas onde as condi¢des ambientais e/ou as praticas culturais favorecam o
seu desenvolvimento.

As culturas usadas tradicionalmente em rotacdo nas areas de producdo de
batata sdo hospedeiras tanto de M. incognita e M. javanica, quanto de P. brachyurus, o
que nao favorece a diminuicdo da populacdo no solo. A agressividade em gendtipos
suscetiveis aliada a presencga de condi¢des favoraveis ao patégeno durante boa parte
do ano faz como que um Unico juvenil de segundo estadio de M. javanica por 250 cm?®
de solo, no plantio, seja suficiente para causar dano na cultura (SANTO et al., 1981).

Portanto, as defesas contra esse fitonematéide se resumem ao uso de
agrotoxicos efetivos ou ao desenvolvimento de gendtipos resistentes através de
melhoramento (BROWN et al., 2006). Infelizmente, pouca ou nenhuma atencao tem

sido dada a selecdo de gendtipos resistentes a Meloidogyne spp. nos programas de



melhoramento de batata (PHILLIS, 1994; HAYASHI, 2008?).

Embora existam muitos trabalhos voltados para a selegdo de cultivares com
resisténcia a Meloidogyne sp. (ANTER, 1989; PHILLIS, 1994; GRAMMATIKAKI et al.,
1999; VAN DER BEEK et al., 1999; BERTHOU et al., 2003; DI VITO et al., 2003), nao
ha disponibilidade de gendtipos resistentes no mercado (VOVLAS et al., 2005). Apesar
da falta de cultivares resistentes, alguns programas em estagio avancados de selecao
estdo avaliando a reacdo dos genotipos a espécies de Meloidogyne (DI VITO et al.,
2003).

O tratamento quimico € comumente tido como uma forma eficiente de controle
dessas pragas. Embora essa supressdo da populacdo de fitonematoides ndo tenha
uma longa duragdo, pode resultar em um aumento na produtividade. Entretanto, o uso
de agrotdxicos esta sendo restringido por fatores ambientais e pela falta de efetividade
no controle de fitonematoides (BROWN et al., 1991), que é extremamente dependente
da correta aplicacdo do produto. Com excecao dos fumigantes, os demais produtos sao
efetivos somente na zona onde foram aplicados, nao apresentando movimento no solo
(BRODIE, 1971). Essa limitacdo relativa a aplicagdo do produto faz com que o
agrotoxico ndo apresente uma resposta eficiente na solu¢do do problema, além de
representar aumento consideravel no custo de produgdo. Uma redugdo, ou mesmo
supressao, no uso do controle quimico sob algumas circunstancias iria melhorar o perfil
da producao de batata bem como melhorar a rentabilidade. Adicionalmente ao custo
proibitivo, a conscientizacao global da importancia de preservacdo do ambiente e da
saude tem resultado em um aumento da restricdo ao uso destes produtos. Inclusive,
com proibicdo de uso para algumas combinagdes especificas entre produto e cultura
nas quais o periodo de caréncia do produto é maior que o ciclo fenolégico da planta
(STARR et al., 2002; SILVA & SANTOS, 2007).

Plantas resistentes a essas pragas sao um método eficiente, economicamente
competitivo e ndo poluente de controle (DJIAN-CAPORALINO et al., 2007). E quando
combinada com o manejo utilizando adubacéo verde ou nematicida de forma paliativa

pode ser uma alternativa atraente tanto para o controle quanto para a contencdo dos
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custos de producdao (CHARCHAR & MOITA, 2001; BROWN et al., 2006; SILVA &
SANTOS, 2007).

Segundo ROBERTS (1998), o termo resisténcia € usado para descrever a
habilidade da planta hospedeira em suprimir o desenvolvimento ou a reproducédo do
fitonematdide. TIHOHOD (1993) menciona que uma planta é resistente a fitonematdides
quando uma série de atributos que ela possui atua mais ou menos em detrimento do
parasito, inviabilizando, por exemplo, a sua penetragdo ou o seu desenvolvimento no
interior dos tecidos, ou mesmo impedindo que ele se reproduza. A disponibilidade de
técnicas para diferenciar as plantas resistentes das susceptiveis se torna tao
fundamental quanto o conhecimento das fontes de resisténcia. Desta forma, as
metodologias usadas para esse fim sao varidveis (FASSULIOTIS & BHATT, 1982).

Um levantamento feito por STARR et al. (2002) revelou que diferencas na reacao
de cultivares a espécies de Meloidogyne datam do final do século XIX. Contudo, o
principal avango em relagdo ao uso de resisténcia como forma de controle de M.
arenaria, M. incognita e M. javanica s6 ocorreu em meados do século XX, com a
descoberta e introducdo do gene Mi de uma espécie de tomate (S. peruvianum L.)
selvagem para a espécie cultivada.

Os estudos genéticos da resisténcia aos fitonematdides de galha em diversas
culturas mostram que a hereditariedade varia de padrées mais simples aos mais
complexos. Estudos realizados em tomate (S. lycopersicum L.) sugeriram que a
resisténcia a M. incognita foi condicionada por um gene dominante (GILBERT &
McGUIRRE, 1956; SIDHU & WEBSTER, 1973). BARHAM & WINSTEAD (1957)
concluiram que a resisténcia a M. arenaria, M. incognita e M. javanica em tomate é
controlada pelo mesmo gene.

A resisténcia a M. javanica, M. incognita e M. arenaria tem sido identificada na
espécie selvagem S. sparsipilum e parece ser baseada em poucos genes, de acordo
com GOMEZ et al. (1983). Esses autores também verificaram que alguns dos genes
responsaveis pela resisténcia a essas espécies sdo dominantes, sendo que, um maior
namero de genes € necessario para se obter um clone resistente a M. arenaria do que
para M. javanica, € um menor numero de genes € necessario para se ter um clone
resistente a M. incognita.



Apesar dos gendtipos cultivados no Brasil serem, na sua maioria, originérios da
Europa e dos EUA e os programas para introdugdo de resisténcia nos genétipos de
batata a M. chitwoodi, M. fallax Karssen e M. hapla conduzidos nesses Paises estarem
bem adiantados, ndo resolveria um dos maiores problemas fitossanitarios da cultura no
nosso Pais, tendo em vista que a resisténcia a essas espécies nao é efetiva contra as
demais espécies tropicais (STARR et al., 2002). Embora as avaliacées para identificar
resisténcia as espécies tropicais em genétipos de batata comecaram em meados da
década de 60, com os primeiros relatos de resisténcia em genétipos selvagens,
somente os programas de prospeccao e introducao de resisténcia aos fitonematéides
de clima temperado em gendtipos comerciais estdo em fase final, reforcando a
necessidade da implementacao de programas semelhantes para as nossas condigdes.

Assim sendo, o primeiro passo para o0 manejo dos fitonematoéides na cultura da
batata € a determinacao das espécies-chave, bem como a caracterizacao dos sintomas
causados pelas diferentes espécies e a avaliacao da reagao dos gendtipos atualmente
cultivados. Entao, implementar metodologia para as avaliacbes de resisténcia nos
programas de melhoramento da cultura, de forma que avaliagbes rapidas e seguras

fossem testadas e confirmadas para uso.
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CAPITULO Il - REACAO DE GENOTIPOS DE BATATA (Solanum spp. L.) EM CASA
DE VEGETACAO A Meloidogyne incognita, M. javanica E M. mayaguensis E IN
VITRO A M. javanica

RESUMO - Em casa de vegetacao avaliou-se a reag¢ao dos gendtipos ‘HPC 7 B’,
‘Lady Rosetta’, ‘Agata’, ‘Cupido’, ‘Monalisa’, ‘Panda’, ‘ltararé’, ‘Asterix’, ‘Capiro’,
‘Atlantic’, ‘Mayor’ e ‘Canchan’ a Meloidogyne incognita, M. javanica e M. mayaguensis.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticoes.
Inocularam-se 5.000 ovos e juvenis de segundo estadio (J2) do fitonematéide por
planta/vaso. Paralelamente, desenvolveu-se um novo método in vitro para avaliar a
reacao de gendtipos de batata a M. javanica. Frascos (150 mL) contendo 100 g de areia
fina com 10% de umidade (m/v), adubada e autoclavada, onde um mini-tubérculo foi
enraizado e inoculado com 1.000 ovos de M. javanica contidos em 1 mililitro, foram
mantidos no escuro por 45 dias, a 25 +1 °C , em B.O.D. O ensaio foi arranjado em DIC,
no esquema fatorial 2 x 5, com 10 repeticdes, sendo o primeiro fator as solugcdes
desinfestantes ampicilina 1% e perdxido de hidrogénio 1% e o segundo os gendtipos
‘HPC 1 B’, ‘HPC 6 B’, ‘HPC 7 B’, ‘Agata’ e ‘Cupido’. Cada repeticdo foi constituida por
um mini-tubérculo/frasco. Em casa de vegetacdo, 60 dias apds a inoculacdo os
gendtipos foram avaliados através da extracao de ovos e J2 por sistema radicular e de
J2 no substrato, sendo o total utilizado para determinar o fator de reproducao (FR).
Todos o0s gendtipos hospedaram M. incognita, M. javanica e M. mayaguensis.
Meloidogyne mayaguensis produziu o maior numero de ovos. O ensaio in vitro
confirmou os resultados obtidos em casa de vegetacdo, sendo a axenizacdo com

ampicilina 1% superior @ com peroxido de hidrogénio 1%.

Palavras-chave: fitonematdides de galha, reprodugdo de fitonematdides, Solanum

tuberosum
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| INTRODUCAO

Diferentes espécies de fitonematoides de galha ja foram associadas a mais de
2.000 espécies de plantas e, no Brasil, devido a extensdo dos danos causados a
diversas culturas e a sua ampla distribuicdo Meloidogyne incognita (Kofoid & White)
Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood sé&o consideradas as de maior importancia.
Em algumas culturas, como a da batata (Solanum tuberosum L.), M. javanica se
destaca devido a sua dispersao no territério brasileiro (CHARCHAR & MOITA, 2001), ao
seu grande potencial de dano e a sua capacidade reprodutiva em gendétipos suscetiveis
(VOVLAS et al., 2005).

Em raizes e tubérculos comestiveis o dano do fitonematdide se verifica no
produto, bastando poucas galhas para torna-los inuteis a comercializagdo, enquanto em
outras culturas, a exemplo do tomateiro (S. lycopersicum L.), o fitonematdide causa
dano ao sistema radicular da planta, mas € o fruto o produto comercializado. Em muitos
casos, danos moderados a esta planta ndo resulta em prejuizos apreciaveis (SILVA &
SANTOS, 2007). Recentemente, no Brasil, M. mayaguensis Rammah & Hirschmann
vem causando preocupacao em virtude dos freqlentes relatos da ocorréncia em
diversas culturas. Considerando que o hospedeiro tipo dessa espécie € uma solanacea
[berinjela (S. melongena L.)] e que esse fitonematdide ja foi registrado em diferentes
unidades da federacao (CARNEIRO et al., 2006; ALMEIDA et al, 2008), a
determinagéo da reacao dos gendtipos de batata também a esse fitonematéide se torna
estratégica.

Programas de melhoramento visando resisténcia a fitonematdides, em geral,
demandam a avaliacdo de expressivo niumero de gendtipos. Testes em campo e em
casa de vegetacdo sao laboriosos e sujeitos a interferéncias externas que podem
comprometer as avaliagdes. A determinacao das interagdes patdbgeno-hospedeiro € um
dificil aspecto de qualquer programa de melhoramento vegetal quando se avalia a
reacao a fitonematoides de um grande nimero de gendtipos, em casa de vegetacao, ou

quando se tem que conduzir ensaios em campo. Além do custo, esta fase requer
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espaco, consome tempo para montagem, conducéo e avaliagdo e a causa a destruicao
de genotipos promissores por ocasido da avaliagdo (VAN VUUREN & WOODWARD,
2001). Deste modo, desenvolver um teste in vitro que demande pouco espaco e
proporcione perfeito controle da conduc¢ao do ensaio, possibilitando maior precisao na
avaliacdo dos materiais € essencial em um programa de melhoramento.

Embora a literatura contenha relatos de diversos métodos de multiplicagdo de
fitonematdides in vitro, a utilizacdo de mini-tubérculos para esse propdsito ainda nao
havia sido estudada. Atualmente, variagdes da técnica de raizes excisadas sao
apresentadas como opg¢ao para a multiplicacdo de fitonematoéides de galha. Segundo
VERDEJO et al. (1988), raizes transformadas geneticamente por bactéria sao
adequadas para manutencao de culturas-estoque desses fitonematéides. Sem duvida,
o desenvolvimento de técnicas praticas para a producao massal destes fitonematéides,
de forma axénica e ainda sem risco de perda de patogenicidade é altamente
significativo (PAUL et al., 1987).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de gendtipos de batata a M.
incognita, M. javanica e M. mayaguensis pelo método tradicional de inoculacdo de
plantas em vasos mantidos em casa de vegetagdo e desenvolver um teste para
avaliacao in vitro da reacao de gendtipos a M. javanica, aplica-lo a alguns genétipos
comerciais ou hibridos de um programa de melhoramento de batata, comparando os
resultados a avaliacao da reagao destes em casa de vegetacao.
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Il MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Nematologia do Departamento de Fitossanidade da UNESP, Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-SP, no periodo de julho de 2007 a abril
de 2008.

2.1 Ensaio em casa de vegetacao

A avaliagdo da reacao de gendtipos de batata a M. incognita, M. javanica e M.
mayaguensis foi realizada em duas épocas. O primeiro ensaio foi realizado no periodo
de julho a outubro de 2007 e 0 segundo, de janeiro a abril de 2008.

Ambos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes, compostas por uma planta por vaso cada, em esquema fatorial onde o
primeiro fator foram as espécies de fitonematdide e o segundo, os gendtipos de batata
e do padrdo de suscetibilidade. No ensaio realizado em 2007 utilizou-se um arranjo
fatorial 3 x 11 e em 2008, 3 x 7. Os gendtipos de batata avaliados estao apresentados
nas Tabelas 1 e 2. As plantas foram obtidas através de mudas ou de mini-tubérculos
provenientes de cultura de tecidos, conforme disponibilidade.

Os experimentos foram conduzidos em vasos de ceramica com capacidade para
10 L, contendo substrato constituido pela mistura de terra e areia (1:2), previamente
autoclavado (60 minutos a 120 °C, 1 atm). As plantas foram estagueadas com bambu,
irrigadas diariamente e adubadas semanalmente com Plant Prod® (1,3 g), &cido humico
Rootex® (1,3 g), uréia (0,5 g) e sulfato de Mg (0,25 g) em solugdo aquosa, conforme
praticado na condugao da cultura em vaso (HAYASHI, 2008").

O in6culo de M. incognita e M. javanica foi obtido de tubérculos coletados em

duas lavouras localizadas no Municipio de Vargem Grande do Sul-SP. O in6culo de M.

" HAYASHI, P.C.R. Eng. Agr. Melhorista. Informagao pessoal.
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mayaguensis foi obtido de raizes de goiabeira (Psidium guajava L.) infectadas pelo
fitonematdide, coletadas em Monte Alto-SP. As espécies utilizadas nestes ensaios
foram inicialmente identificadas ao microscépio foténico, em estudo morfo-anatémico de
fémeas e machos (TAYLOR & NETSCHER, 1974; EISENBACK & HIRSCHMANN,
1980) e pelo fendtipo isoenzimatico para esterase (ESBENSHADE &
TRIANTAPHYLLOU, 1985).

Tabela 1. Gen6tipos de batata avaliados quanto a reagao a Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. mayaguensis e o padrao de suscetibilidade utilizado no ensaio
realizado no periodo de julho a outubro de 2007 e a sua respectiva indicacao
de uso. UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Genétipo Indicacao de uso
‘Capiro’ (Solanum andigena) melhoramento
‘HPC 7 B’ (S. phureja x S. chacoense) melhoramento
‘ltararé’ IAC 5986 melhoramento
‘Agata’ in natura
‘Cupido’ in natura
‘Monalisa’ in natura
‘Atlantic’ indastria
‘Asterix’ industria
‘Lady Rosetta’ industria
‘Panda’ indastria

Tomateiro ‘Santa Cruz Kada’ -

Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) das diferentes espécies avaliadas nestes
ensaios foram extraidos da superficie externa sintomatica de tubérculos (£ 3 mm de
espessura) e de raizes de goiabeira pela técnica de HUSSEY & BARKER (1973), com
solucao aquosa hipoclorito de sédio 0,5%.

Para tanto, os tubérculos e as raizes foram lavados cuidadosamente para liberar
o solo aderido e fragmentados em pedagos com cerca de 2 cm, que foram entdo
colocados em um copo de liquidificador doméstico. Adicionou-se ao liquidificador cerca
de 500 mL de solugdo aquosa de hipoclorito de soédio 0,5% (uma parte de agua
sanitaria com 2,5% de cloro ativo para quatro partes de agua de torneira), cobrindo

totalmente as partes vegetais. Na menor velocidade do liquidificador os fragmentos
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vegetais foram triturados por cerca de 60 segundos. Entdo, a suspensao resultante foi
vertida numa peneira de 200 mesh (malha com abertura de 75 um) sobreposta a uma
peneira de 500 mesh (malha com abertura de 25 um). O residuo desta peneira foi entao

recolhido, com auxilio de jatos de agua de uma pisseta, em um béquer.

Tabela 2. Genotipos de batata avaliados quanto a reagao a Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. mayaguensis e o padrao de suscetibilidade utilizado no ensaio
realizado no periodo de janeiro a abril de 2008 e a sua respectiva indicacao
de uso. UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Genatipo Indicacao de uso
‘Canchan’ CIP 380-389.1 (Solanum andigena) melhoramento
‘Mayor’ (S. tuberosum) melhoramento
‘Agata’ in natura
‘Cupido’ in natura
‘Asterix’ industria
‘Lady Rosetta’ industria

Tomateiro ‘Santa Cruz Kada’ -

A estimativa da concentragdo da suspensdo resultante foi realizada ao
microscopio fotdnico, com o auxilio de uma camara de Peters (SOUTHEY, 1970). A
concentracao da suspensao foi ajustada para 500 ovos e J2 por mililitro e constituiu o
indculo. Na inoculagdo foram colocados 10 mL da suspensdo do indculo sobre o
sistema radicular de cada planta, totalizando 5.000 ovos e J2 por planta. Para aferir a
viabilidade do in6culo utilizaram-se cinco vasos contendo duas mudas de tomateiro cv.
‘Santa Cruz Kada’ cada, inoculadas com a mesma concentracdo do indculo, para cada
espécie avaliada.

Sessenta dias apds a inoculagao os gendtipos foram avaliados. A extracao de
ovos e J2 das raizes foi realizada segundo HUSSEY & BARKER (1973), com hipoclorito
de sodio 1% e a extracdo de J2 de uma aliquota de 100 cm® do substrato
homogeneizado foi realizada pelo método da flotacdo centrifuga em solugcdo de
sacarose, segundo JENKINS (1964) e detalhada a seguir.

Essa aliquota do substrato foi colocada em um recipiente, e em seguida
adicionado 2 L de agua. A suspensao resultante foi agitada e, em seguida deixada em
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repouso por 15 segundos. Apds esse periodo de tempo, 0 sobrenadante do recipiente
foi entdo vertido em peneiras sobrepostas de 200 e 500 mesh (abertura de malha de 75
e 25 uym, respectivamente). Com o auxilio de jatos de dgua de uma pisseta, o residuo
desta peneira foi recolhido em um béquer. A suspensao foi entdo colocada em tubos de
centrifuga, que apds balanceados, foram centrifugados por 5 minutos a 1.750 rpm.
Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e ao residuo de cada tubo
adicionou-se solucao aquosa de sacarose (454 g), sendo o residuo re-suspenso com o
auxilio de um bastado de vidro. Os tubos foram novamente levados a centrifuga por 1
minuto, na velocidade anterior. Apds esse periodo de tempo, os tubos foram retirados e
0 sobrenadante foi vertido em uma peneira de 500 mesh (abertura de malha de 25 um).
Os fitonematéides contidos no sobrenadante foram enxaguados com agua de torneira
para retirar 0 excesso da solucdo aquosa de sacarose. O residuo dessa peneira foi
recolhido, com auxilio de jatos de agua de uma pisseta, em um béquer. A suspensao
obtida foi utilizada para estimar o nimero de J2 no substrato, em microscépio fotbnico
com o auxilio de uma camara de Peters (SOUTHEY, 1970).

O total de ovos e J2 estimado, no substrato e na raiz, foi usado para calcular o
fator de reproducéo (FR), segundo OOSTENBRINK (1966). Esse fator é definido pela
razdo entre a populagdo final no substrato e na raiz e a populagdo inicialmente
inoculada. Plantas com FR < 1 foram consideradas resistentes, enquanto as com FR >

1 foram tidas como suscetiveis.

2.2 Ensaio em laboratério

A avaliagdo in vitro da reagdo de mini-tubérculos enraizados dos gendtipos
‘Cupido’, ‘Agata’, ‘HPC 1 B’, ‘HPC 6 B’ e ‘HPC 7 B’ a M. javanica foi realizada em
delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 5, com 10
repeticdes, sendo o primeiro fator as solugdes desinfestantes e o segundo os gendtipos
de batata. Cada repeticao foi constituida por um frasco contendo areia fina com 10% de
umidade (m/v), adubada e autoclavada onde um mini-tubérculo desinfestado

superficialmente com hipoclorito de sddio 1% foi previamente enraizado.
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Frascos de 150 mL de capacidade, contendo 100 g de areia fina seca (diametro
inferior a 250 pm — peneira de 60 mesh) autoclavada (60 minutos a 120 °C, 1 atm) e
misturada a 10 mL de solugdo aquosa nutritiva autoclavada (20 minutos a 120 °C, 1
atm), composta por mono-amdnio fosfato (24 mg) e nitrato de calcio (10 mg) (HAYASHI,
20082), foram utilizados no ensaio (Figura 1).

Dez dias antes da inoculagdo, mini-tubérculos dos genétipos ‘Agata’, ‘Cupido’,
‘HPC 7 B’, ‘HPC 6 B’ e ‘HPC 1 B’ foram desinfestados com solucdo aquosa de
hipoclorito de sédio 1%, por 20 minutos, enxaguados em agua de torneira autoclavada
e acondicionados, assepticamente, nos recipientes de vidro (Figura 1B) contendo 100 g
de areia com 10% de umidade (m/v). Esses frascos foram entdo fechados com papel
aluminio, vedados com filme de PVC® (Figura 1D) e mantidos no escuro para promover
0 enraizamento.

O in6culo de M. javanica foi obtido de raizes de batata infectadas, conforme
técnica de HUSSEY & BARKER (1973), com solugdo aquosa de hipoclorito 0,5%. A
suspensao resultante foi depositada em tubos de ensaio com capacidade para 45 mL e
deixada em repouso por 4 horas. Entdo, o excesso de agua foi retirado com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur. A suspensdo concentrada de ovos decantados no fundo do
tubo de ensaio adicionou-se solucao aquosa desinfestante até completar o volume do
tubo, que foi fechado e agitado por 30 segundos. Foram testadas as solugdes de
ampicilina 1% e de peréxido de hidrogénio 1% (Proxitane®). Apds 20 minutos, a
suspensao contendo ovos foi vertida novamente em peneira de 500 mesh (abertura da
malha de 25 um) e os ovos foram enxaguados com dgua de torneira autoclavada.

A concentracdo da suspensdo foi ajustada para conter 1.000 ovos.mL’”,
conforme descrito anteriormente, e constituiu o indculo. Inoculou-se um mililitro dessa
suspensdo sobre os mini-tubérculos enraizados, assepticamente (Figura 1C). Apos a
inoculagao, os frascos foram novamente fechados com papel aluminio, vedados com
filme de PVC® (Figura 1D) e acondicionados em B.O.D., mantidos no escuro, a 25 + 1
°C durante 45 dias.

2 HAYASHI, P.C.R. Eng. Agr. Melhorista. Informagéao pessoal.
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Apls esse periodo, processaram-se as raizes (HUSSEY & BARKER, 1973) e a
suspensdao resultante foi utilizada para calcular o fator de reproducao (OOSTENBRINK,

1966), conforme descrito anteriormente.

2.2.1 Efeito das solucoes utilizadas na axenizacao do in6culo na eclosao
dos J2

Para observar o efeito dos métodos de axenizacdo com solugdo aquosa de
ampicilina 1% e de peréxido de hidrogénio 1% na eclosao dos juvenis foram montadas
camaras de eclosdo (CLIFF & HIRSCHMANN, 1985), com cinco repeticdes. Uma
aliquota de 25 mL contendo 1.000 ovos axenizados com cada uma das solugdes foi
colocada em placa de Petri e acondicionada em B.O.D., no escuro, a 25 + 1 °C. A
estimativa do numero de juvenis eclodidos foi realizada apdés 24 e 48 horas de

incubagédo, conforme descrito anteriormente.

2.2.1 Efeito das solugdes utilizadas na axenizag¢ao do inéculo na viabilidade
dos J2

Para aferir a viabilidade do in6culo utilizaram-se cinco vasos de cerdmica com
capacidade para 10 L, contendo substrato (terra e areia, 1:2) autoclavado e duas
mudas de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’, para cada método de axeniza¢ao avaliado.
Cada planta foi inoculada com 10 mL da suspenséo de indculo calibrada para conter
100 ovos e J2 por mL. Os vasos foram mantidos em casa de vegetagado, com irrigagao
diaria. Apo6s 90 dias, os sistemas radiculares das plantas de tomateiro foram
processados e os ovos extraidos pela técnica de HUSSEY & BARKER (1973), com
solucdo aquosa de hipoclorito de sédio 0,5%. A concentragdo da suspensao resultante

foi estimada conforme descrito anteriormente.
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2.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (P < 0,01). Devido a heterogeneidade de variancias, os dados de fator
de reproducado e quantidade de ovos produzidos, em casa de vegetagdo e também in
vitro, utilizados na andlise estatistica foram transformados em logso (X + 1). Para a
andlise de variancia e demais testes utilizou-se o programa SAS version 8 (SAS
Institute Inc., Cary, USA).
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Il RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o fator de reprodugcdo (FR), apresentado nas Tabelas 3 e 4,
todos os gendtipos avaliados em casa de vegetacao se comportaram como suscetiveis
as espécies de fitonematdides de galha avaliadas, apresentando fator de reproducéo
que variaram de 1,4 a 37,2 no periodo de julho a outubro e de 1,3 a 50,1 no periodo de
janeiro a abril. Fator de reprodugdo maior que 1 indica um genoétipo suscetivel, e,
portanto, que os tubérculos produzidos em é&reas infestadas com essas pragas, sob
condicbes adequadas ao desenvolvimento do patdgeno, serdo imprestaveis a
comercializacdo (SILVA & SANTQOS, 2007).

Tabela 3. Reacao de gendtipos de batata a Meloidogyne incognita, M. javanica e M.
mayaguensis, avaliada no periodo de julho a outubro de 2007 em casa de
vegetacao, aos 60 dias apds a inoculacao de 5.000 ovos de cada espécie.
UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Genétipo M. incognita M. javanica M. mayaguensis
FR'
‘Agata’ 23,9 22,4 34,7
‘Asterix’ 19,6 17,9 34,2
‘Atlantic’ 25,9 24,5 37,2
‘Capiro’ 7,7 7 8,8
‘Cupido’ 10,7 12 19,2
‘HPC 7 B’ 6,9 7,3 9,6
‘Itararé’ 1,4 4,2 4,4
‘Lady Rosetta’ 53 5,2 8,8
‘Monalisa’ 12 15,4 21,3
‘Panda’ 3,3 47 7,6
Tomateiro (indicador) 29,1 26,8 31,2

'Fator de reproducéo (FR) = populagao final/populagao inicial. FR > 1 = gendtipo resistente; FR
< 1 = genétipo suscetivel. Segundo OOSTENBRINK (1966).
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Tabela 4. Reacao de gendtipos de batata a Meloidogyne incognita, M. javanica e M.
mayaguensis, avaliada no periodo de janeiro a abril de 2008 em casa de
vegetacdo, aos 60 dias apos a inoculacdo de 5.000 ovos de cada espécie.
UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Genotipo M. incognita M. javanica M. mayaguensis
FR'

‘Agata’ 31,3 50,1 34,0
‘Asterix’ 1,4 1,3 1,4
‘Canchan’ 1,5 1,5 3,5
‘Cupido’ 4,3 5,0 5,1

‘Lady Rosetta’ 6,2 6,9 7,1
‘Mayor’ 1,5 1,5 1,8
Tomateiro (indicador) 32,1 28,4 38,7

"Fator de reproducéo (FR) = populagao final/populacao inicial. FR > 1 = genétipo resistente; FR
< 1 = genétipo suscetivel. Segundo OOSTENBRINK (1966).

Houve diferenca estatistica entre as médias de multiplicacdo das espécies de
fitonematoides avaliadas (P < 0,01) neste ensaio, considerando a multiplicacdo em
todos os gendtipos, nas duas épocas avaliadas. Meloidogyne mayaguensis apresentou
a maior média de producdo de ovos (P < 0,01), diferindo estatisticamente de M.

incognita e de M. javanica (Tabela 5).

Tabela 5. Médias do numero de ovos produzidos por Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. mayaguensis em genétipos de batata, em casa de vegetacgao,
em duas épocas. UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Espécie jul-out 2007 jan-abril 2008
Numero de ovos produzidos
Meloidogyne mayaguensis 65.459 a 42.426 a
M. javanica 45259 b 26.298 b
M. incognita 34537 b 22.597 b
P>F 0,0001 0,0006
CV (%) 6,23 6,43

ipados originais. Para analise estatistica os dados foram transformados em logo (X + 1).
Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (P <

0,01).
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A multiplicagdo média de M. incognita e M. javanica ndo diferiu entre si, com
producéo de 34.537 e 45.259 ovos no periodo de julho a outubro de 2007 e 22.597 e
26.298 no periodo de janeiro a abril de 2008, respectivamente. Isto comprova o
potencial de M. mayaguensis em relacdo as demais espécies avaliadas, conforme ja
observado por CARNEIRO et al. (2006) e ALMEIDA et al. (2008). GOMEZ et al. (1983)
observaram que, para as mesmas quantidades de massas de ovos, 0 numero de ovos
produzidos por M. incognita foi menor que o produzido por M. javanica. Esta, por sua
vez, produz menor numero de ovos que M. arenaria para o0 mesmo genoétipo de batata
avaliado. Esses autores concluiram, com base na heranca da resisténcia a esses trés
fitonematdides de galha em um gendétipo selvagem de batata, que um maior nimero de
genes é necessario para se obter um clone resistente a M. javanica em relagdo a um
resistente a M. incognita.

Os métodos de axenizagdo dos ovos de M. javanica e o numero de ovos
produzidos nos genotipos de batata avaliados in vitro diferiram estatisticamente entre si
(P < 0,01). A axenizagédo dos ovos de M. javanica com solugdo aquosa de ampicilina
1% permitiu uma producédo de ovos in vitro 60% maior que a daqueles com solugao
aquosa de peroxido de hidrogénio 1%, como pode ser deduzido a partir dos dados
apresentados na tabela 6.

O efeito do peréxido de hidrogénio 1% na eclosao dos juvenis foi observado apos
24 e 48 horas de incubacao. Houve reducao de mais de 78% no numero médio de J2
eclodidos a 24 e 48 horas apds a incubacdo quando o in6culo foi axenizado com
solugédo aquosa de perdxido de hidrogénio 1% em relacao ao numero de J2 eclodidos
apds o uso da solugcédo aquosa de ampicilina 1%, como pode ser observado na tabela 7.

Apbs 90 dias, plantas de tomateiro inoculadas com a suspensao contendo 1.000
ovos desinfestados com solugdo aquosa de peroxido de hidrogénio 1% e mantidas em
casa de vegetagcdo apresentaram reducado de mais de 95% na populacao final de M.
javanica em relagdo aquelas inoculadas com a suspensdao tratada com solugdo aquosa
de ampicilina 1%.

Meloidogyne javanica apresentou menor multiplicagdo in vitro no genoétipo

‘Cupido’ (Figura 2), diferindo estatisticamente dos demais gendtipos quando o in6culo
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Tabela 6. Médias do nimero de ovos produzidos, in vitro, por Meloidogyne javanica em
genotipos de batata em funcdo da axenizagcdo com ampicilina 1% e perdxido
de hidrogénio 1%, 45 dias ap06s a inoculacdo com 1.000 ovos contidos em 1
mililitro. UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Genétipo Ampicilina Perdxido de hidrogénio Média Geral
‘HPC 7B’ 29.914 A~ 21.260 A 25.587 A
‘HPC 6 B’ 24.760 A 17.979 A 21.370 A
‘HPC 1 B’ 22.614 A 13.735 A 18.174 A
‘Agata’ 22.925 A 10.200 AB 16.563 A
‘Cupido’ 10.295 B 05.636 B 07.966 B

Média Geral 22.102 a 13.762 b
P>F 0,00002 0,00002 0,00001
CV (%) 4,28 5,96 5,28

_Dados originais. Para analise estatistica os dados foram transformados em logyo (x + 1).
“Médias seguidas por letras distintas, minlsculas na linha e mailsculas nas colunas, diferem entre si
pelo teste de Tukey (P < 0,01).

foi axenizado com solugdo aquosa de ampicilina (Tabela 6). Contudo, ndo houve
diferenca estatistica entre ‘Cupido’ e ‘Agata’ quando o indculo de M. javanica foi
axenizado com solugao aquosa de perdxido de hidrogénio.

Tabela 7. Médias de eclosdo do inéculo, em B.O.D., e viabilidade, em casa de
vegetacdo, apds a desinfestacdo de ovos de Meloidogyne javanica com
ampicilina 1% e com peréxido de hidrogénio 1%. UNESP/FCAV,
Jaboticabal-SP, 2009.

Peroxido de Viabilidade

Viabilidade de inéculo Ampicilina hidrogénio relativa (%)
Camara de eclos&o 24 horas 14’ 3 78,57
Céamara de eclosdo 48 horas 280 60 78,57
Média geral 394 63 78,57
Tomateiro (indicador) 4002° 100 97,50

"Reducdo na viabilidade de ovos resultante da axenizagdo com peréxido de hidrogénio 1%
comparada a axenizacdo com ampicilina 1%. '"Numero de juvenis de segundo estadio. “Nimero
de ovos e juvenis de segundo estadio.

Independentemente da solugdo utilizada na axenizacdo dos ovos de M. javanica
usados como indéculo no ensaio in vitro, os gendtipos da série ‘HPC’ proporcionaram as
maiores médias de multiplicacdo do fitonematdide, na condi¢cdo de incubacao utilizada neste

ensaio. Segundo HAYASHI (2008°%), esses gendtipos apresentam alta produtividade e

® HAYASHI, P.C.R. Eng. Agr. Melhorista. Informagao pessoal.
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Segundo RIVERA-SMITH et al. (1991), o método de raizes excisadas nao foi
eficiente para a avaliacdo de reacdo de gendtipos de batata aos fitonematdides de
galha devido a nao discriminagdo da suscetibilidade em gendtipos que se mostraram
suscetiveis em testes em casa de vegetacao.

O meio de cultura usado na manutencao dessas raizes pode influenciar o
crescimento vegetal e a reacdo ao fitonematdide. De acordo com MJUGE &
VIGLIERCHIO (1974), foi observada diferenga no nimero de espécimes em populacdes
assépticas de Pratylenchus vulnus Allen & Jensen quando estes foram inoculados em
discos de cenoura (Daucus carota L.) tratados com diferentes horménios vegetais. De
acordo com GOVERSE et al. (2000), a alimentacdo dos fitonematdides de habito
sedentario em células vegetais esta, possivelmente, ligada a ativagcao do ciclo celular e
a modificagdes induzidas por eles nos niveis de auxina.

Além disso, falhas no estabelecimento do sitio de alimentagdo desses patégenos
nos tecidos excisados podem ocorrer ainda, em fungdo da auséncia de fluxo de
fotoassimilados nos vasos do floema ou, ainda, por possivel efeito remoto em funcao
das injurias sofridas pelo tecido radicular excisado, conhecido como reacdo de
resisténcia sistémica adquirida (BERGAMIN et al., 1995; AGRIOS, 2005). Meloidogyne
javanica se alimenta em sitios induzidos em células adjacentes ao floema, mantidas as
expensas do fluxo continuo de seiva desse vaso, uma vez que o seu desenvolvimento é
uma fungado dos indices relativos de sintese e hidrélise de proteinas e carboidratos
(AGRIOS, 2005).

Além desses efeitos diretos, a auséncia de uma superficie de contato para servir
como suporte aos movimentos do corpo do fitonematdide durante a tentativa de
penetracao no tecido vegetal € outro fator importante no estabelecimento do patégeno.
VERDEJO et al. (1988) observaram que a penetragao de fitonematédides in vitro € maior
em raizes que estdo dentro do meio de cultura que naquelas que estao na superficie do
mesmo.

O FR dos gendtipos avaliados in vitro diferiu estatisticamente (Tabela 8)
daqueles observados nos genotipos avaliados em casa de vegetacdo. Contudo, o
método para avaliar a reacao dos genoétipos in vitro, proposto neste trabalho, ndo falhou
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em demonstrar a suscetibilidade dos gendtipos. Mini-tubérculo de batata parece ser
uma excelente opgcao de substrato para a multiplicacao in vitro de Meloidogyne spp. Por
ser um 6rgao de reserva, os mini-tubérculos provenientes de cultura de tecidos, livre de
outros patdgenos, permitem a conducao asséptica, com alto padrdo de sanidade, além

de manter fluxo constante de seiva do tubérculo para as raizes.

Tabela 8. Médias do fator de reprodugdode Meloidogyne javanica em genétipos de
batata in vitro (45 dias apds a inoculagcado de 1.000 ovos) versus casa de
vegetacdo (60 dias apds a inoculacdo de 5.000 ovos). UNESP/FCAV,
Jaboticabal-SP. 2009.

Genétipo In vitro Casa de vegetacao
‘HPC 7 B’ 17,27Aa 11,54 B b
‘Agata’ 1446 A b 2201A a
‘Cupido’ 18,80 A a 07,15 Cb
Total 16,75 a 12,30 b

:Pados originais. Para andlise estatistica os dados foram transformados em logyo (X + 1).
Médias seguidas por letras distintas, mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas, diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,01).

A sobrevivéncia de fitonematéides em condi¢gdes ambientais adversas varia entre
as espécies e mesmo entre os seus estadios de desenvolvimento. A temperatura € um
fator extremamente importante para o sucesso do desenvolvimento e da manutengao
da populagéo do fitonematéide dentro ou fora da planta (EVANS, 1987). Embora a
maioria das espécies de Meloidogyne necessite de temperatura entre 15 e 30 °C para
completar o seu ciclo de vida, a flutuacdo de temperatura entre o dia e a noite ou
durante periodos de predomindncia de massas polares afeta drasticamente os
processos envolvidos no desenvolvimento embrionario, refletindo diretamente no
periodo necessario para que o fitonematdide complete o seu ciclo de vida (CAMPQOS et
al., 2008) e pode explicar as diferencas entre os FR obtidos em casa de vegetacao e in
vitro.

Segundo ALVES & CAMPOS (2001), em solo aquecido o numero de galhas e
ovos produzidos por M. javanica foi maior do que o obtido em casa de vegetacao ou
sala climatizada para o mesmo gendtipo de planta hospedeira. Segundo esses autores,

a temperatura no solo aumenta a atividade do fitonematdide, que pode ser mensurada
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pelo aumento no numero de J2 ap6s uma semana da inoculacdo. Esses autores
demonstraram que, para patdogenos de solo, temperaturas entre 23 e 30 °C é o intervalo
em que tornam a resposta do hospedeiro e a reprodutividade do fitonematdide mais
pronunciada, devendo ser levada em conta nos testes para melhoramento ou avaliacdo
da reagéo.

Além de nédo afetar a multiplicacdo de M. javanica em gendtipos suscetiveis de
batata, a técnica proposta para avaliacao in vitro de genotipos se mostrou satisfatoria
para a multiplicacdo e manutencdo de populagdes axénicas. Ela simula condi¢des
ideais para o desenvolvimento do fitonematdide, economiza tempo, espaco, substrato e
nao requer tratos diarios. Também permite a realizacdo de testes durante todo o ano,

independentemente da temperatura ambiente ndo ser favoravel ao patdégeno.
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IV CONCLUSOES

v

v

Todos os genoétipos avaliados em casa de vegetacdo se comportam como
suscetiveis as espécies Meloidogyne incognita, M. javanica e M. mayaguensis;
Todos os gendtipos avaliados in vitro se comportam como suscetiveis a espécie
M. javanica;

O novo método in vitro proposto para avaliar a reacao de gendétipos de batata a
M. javanica nao afeta a multiplicacdo do fitonematoide em gendtipos suscetiveis

e mostra-se satisfatério também para a manutencao de populagdes axénicas.
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CAPITULO Il - EFEITO DA DENSIDADE DE INOCULO E DO TEMPO DE
INCUBACAO NA PRODUGAO IN VITRO DE OVOS DE Meloidogyne javanica EM
MINI-TUBERCULOS ENRAIZADOS

RESUMO - A reprodugéo in vitro de uma subpopulagdo de Meloidogyne javanica
em mini-tubérculos de ‘HPC 7 B’ (Solanum phureja x S. chacoense) foi avaliada como
uma funcao da densidade do inéculo e do tempo de incubacao, em dois experimentos,
no Laboratério de Nematologia da UNESP/FCAV. Os experimentos foram realizados
em delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticdes. Cada repeticdo foi
constituida por um frasco (150 mL) contendo 100 g de areia fina com 10 % de umidade
(m/v) autoclavada onde um mini-tubérculo foi enraizado. Para avaliar o efeito da
producédo in vitro de ovos de M. javanica em fungdo da densidade de indculo,
populag¢des de 500, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500 e 3.000 ovos e J2 contidos em 1 mililitro
foram inoculadas, assepticamente. Os frascos foram mantidos em B.O.D., no escuro, a
25 + 1 °C e avaliados apods 45 dia. Para avaliar a produgdo in vitro de ovos de M.
javanica em funcdo do tempo de incubacdo cada mini-tubérculo enraizado in vitro foi
inoculado, assepticamente, com 1.000 ovos e J2 desinfestados superficialmente com
solucdo aquosa de ampicilina 1% e contidos em 1 mililitro. Esses frascos foram
mantidos em B.0O.D., no escuro, a 25 = 1 °C e avaliados em intervalos de 45 dias, até o
180° dia. Quanto a densidade do inéculo, observou-se que a produgcdo de ovos na
menor densidade de populacao inicial (500 ovos) nao diferiu, estatisticamente, da de
1.000 ovos. Por sua vez, a producdo desta nao diferiu da producdo das demais
densidades avaliadas. Os mini-tubérculos suportaram os fitonematdides por 180 dias in
vitro, com producdo média maxima de 15.990 ovos por frasco, aos 117 dias da
inoculacao.

Palavras-chave: fitonematdéide de galha, indculo, multiplicacdo, Solanum tuberosum
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| INTRODUCAO

Dentre os mais importantes fitonematdides associados a cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) no Brasil encontra-se Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood.
Além do grande numero de plantas cultivadas suscetiveis a essa praga, ela se mostra a
espécie de fitonematdide de galha mais dispersa em areas cultivadas no Pais
(CHARCHAR & MOITA, 2001; CASTRO et al., 2003; COFCEWICZ et al., 2004; SILVA,
2009), sendo a espécie prevalecente até mesmo em areas preservadas da mata
atlantica do Estado do Rio de Janeiro (LIMA et al., 2005).

Esse fitonematodide penetra nas raizes e tubérculos e estabelece um sitio de
alimentacao. Durante esse processo, ocorre a formacao da galha que é resultado do
aumento no numero e tamanho de células nessa regido. Raizes e tubérculos de plantas
atacadas exibem numerosas galhas e massas de ovos dos fitonematoides (SILVA &
SANTOS, 2007). No Brasil, a principal forma de consumo da batata é in natura
(PEREIRA et al., 2005) e, como conseqiéncia os tubérculos deformados sé&o
imprestaveis para o mercado. A industria também rejeita tubérculos infectados, pois a
alta temperatura durante o processamento faz com que agUcares redutores e
aminoacidos livres nos pontos onde ocorre a infeccao pelos fitonematdides iniciem a
reacao do escurecimento ndo enzimatico (reagdo de Maillard), que altera a cor e o
sabor nesses pontos (SILVA & SANTOS, 2007).

Avaliacbes de hospedabilidade envolvendo os principais genétipos plantados
atualmente no Pais e outros pertencentes a programas de melhoramento (SILVA, 2009)
apontaram a auséncia de resisténcia nesses genoétipos a essa praga. Isto evidencia a
necessidade de introducao de fontes de resisténcia nesses programas, assim como o
aprimoramento das técnicas de avaliacdo da reacao dos clones obtidos (CAMPOS &
CAMPOQOS, 2005), assim como obtencdo e manutencdo de populacdes puras desse
patdgeno para as rotinas de laboratério (LIMA et al., 2005; SILVA, 2009).

A multiplicagdo axénica de fitonematoides em raizes de plantas tem sido usada
com sucesso em laboratério (VERDEJO et al., 1988; REVERSAT et al., 1999), nas
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quais grande numero de espécimes de certas espécies foi observado in situ. A
multiplicagdo de espécies de Meloidogyne em raizes excisadas tem sido utilizada para
estudo da resisténcia (LAURITIS et al., 1982), de fatores ambientais e nutricionais que
afetam o desenvolvimento do fitonematéide (McCLURE & VIGLIERCHIO, 1966;
JOHNSON & VIGLIERCHIO, 1969), da histologia e ultra-estrutura do sitio de
alimentagao (GLAZER & ORION, 1984) e outros aspectos biolégicos da relagao
parasito-hospedeiro (ORION et al., 1979). Na década de 80, raizes de plantas
geneticamente transformadas por Agrobacterium rhizogenes foram utilizadas para a
manutengao de culturas axénica em laboratério (VERDEJO et al., 1988).

Contudo, o teste in vitro utilizando mini-tubérculos enraizados em areia adubada
e autoclavada, além de ter baixo custo, ser de facil execugédo, necessitar de pouco
espaco e propiciar perfeito controle da conducédo do ensaio parece ser mais promissor
que os anteriormente citados devido a maior precisdo na avaliacao dos gendtipos, que
é essencial em um programa de melhoramento. Além disso, se mostra promissor para a
manutencao de populagdes puras de fitonematdides de galha uma vez que a adi¢do de
solucdo aquosa nutritiva prove 0s minerais necessarios para o desenvolvimento
satisfatério do sistema radicular (SILVA, 2009).

Sem duvida, o desenvolvimento de técnicas praticas para a produ¢cdo massal de
M. javanica, de forma axénica e sem risco de perda de patogenicidade € altamente
significativo (PAUL et al., 1987) e tem como vantagem adicional a possibilidade de
manutencao de outras espécies importantes desse grupo, uma vez que a maioria dos
genotipos de batata é suscetivel as principais espécies de Meloidogyne, bem como a
Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira (SILVA & SANTOS, 2007).

Portanto, avaliar a produgdo de ovos e manutengcdo da subpopulacdo de M.
javanica in vitro em ‘HPC 7 B’ em funcao da densidade de in6culo e do tempo de
incubagédo foram os objetivos deste trabalho.
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Il MATERIAL E METODOS

Dois ensaios separados foram conduzidos no Laboratério de Nematologia do
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Céampus de Jaboticabal-SP, no periodo de maio a dezembro de 2008.

Em ambos os experimentos, os frascos contendo areia autoclavada e um mini-
tubérculo enraizado foram arranjados em delineamento inteiramente casualizado, com

10 repeticoes.

2.1 Producao de ovos como uma funcao da densidade do inoculo inicial

Frascos com 150 mL de capacidade contendo 100 g de areia fina seca (diametro
médio de 250 um) autoclavada (60 minutos a 120 °C, 1 atm) e misturada a 10 mL de
solugéo aquosa nutritiva esterilizada (20 minutos a 120 °C, 1 atm), composta por mono-
amoénio fosfato (24 mg) e nitrato de calcio (10 mg), foram utilizados no ensaio, conforme
SILVA (2009).

Em camara de fluxo laminar, os mini-tubérculos de ‘HPC 7 B’ foram
desinfestados com solucdo aquosa de hipoclorito de sédio 1%, por 20 minutos,
enxaguados em agua de torneira autoclavada e acondicionados nos recipientes de
vidro. Esses frascos foram entdo fechados com papel aluminio, vedados com filme de
PVC® e mantidos no escuro para promover o enraizamento do mini-tubérculo, 10 dias
antes da inoculagéo.

O in6culo de M. javanica foi obtido de raizes de batata infectadas, conforme
técnica de HUSSEY & BARKER (1973), com solugdo aquosa de hipoclorito 0,5%. As
raizes foram lavadas cuidadosamente para liberar solo aderido e entao foram cortadas
em fragmentos de cerca de 2 cm, que foram colocados em um copo de liquidificador
domeéstico. Foram adicionados 500 mL de solu¢do aquosa de hipoclorito de sédio 0,5%

(uma parte de agua sanitaria com 2,5% de cloro ativo para quatro partes de agua de
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torneira), cobrindo totalmente as partes vegetais. Na menor velocidade, as raizes foram
trituradas por cerca de 60 segundos. Entdo, a suspensédo resultante foi vertida sobre
duas peneiras sobrepostas, de 200 e 500 mesh (abertura de malha de 75 e 25 ym,
respectivamente) e o residuo desta peneira foi entdo recolhido, com auxilio de jatos de
agua de uma pisseta, em um béquer.

A suspenséo resultante foi depositada em tubos de ensaio com capacidade para
45 mL e deixada em repouso por 4 horas. Entao, o excesso de agua foi retirado com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur. A suspensdo concentrada de ovos decantados no
fundo do tubo de ensaio adicionou-se a solugdo aquosa desinfestante a base de
ampicilina 1% até completar o volume do tubo, que foi fechado e agitado por 30
segundos. Ap6s 20 minutos a suspensdo contendo ovos foi vertida, novamente, em
peneira de 500 mesh (abertura de malha de 25 ym), e os ovos retidos nessa peneira
foram enxaguados com agua de torneira autoclavada.

Com o auxilio de uma camara de Peters, ao microscépio fotbnico, a
concentracao da suspensao foi ajustada (SOUTHEY, 1970) para conter 500, 1.000,
1.500, 2.000, 2.500 e 3.000 ovos.mL™ e constituiu o indculo.

Inoculou-se, assepticamente, 1 mililitro dessa suspensao sobre o mini-tubérculo
enraizado. Apds a inoculagdo com as diferentes densidades de inoculo, os frascos
foram novamente fechados com papel aluminio, vedados com filme de PVC® e
acondicionados em B.O.D., mantidos no escuro, a 25 + 1 °C, durante 45 dias.

Ap6s esse periodo, procedeu-se a extracdo de ovos e juvenis das raizes
segundo HUSSEY & BARKER (1973), com hipoclorito de s6dio 1%. A suspensao obtida
foi utilizada para estimar o numero de J2 no substrato, em microscépio fotdbnico com o
auxilio de uma camara de Peters (SOUTHEY, 1970).

O total de ovos e J2 estimado, no substrato e na raiz, foi usado para calcular o
fator de reproducao (FR), segundo OOSTENBRINK (1966). Esse fator é definido pela
razdo entre a populagdo final no substrato e na raiz e a populagdo inicialmente
inoculada. Plantas com FR < 1 foram consideradas resistentes, enquanto as com FR >

1 foram tidas como suscetiveis.
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2.2 Producao de ovos como uma funcao do periodo de incubacao

Frascos de 150 mL de capacidade contendo 100 g de areia fina seca,
autoclavada e adubada receberam um mini-tubérculo de ‘HPC 7 B’ desinfestado com
solucdo aquosa de hipoclorito de sddio 1%, conforme descrito anteriormente. Esses
frascos foram entdo fechados com papel aluminio, vedados com fime de PVC® e
mantidos no escuro para promover o enraizamento do mini-tubérculo, 10 dias antes da
inoculacao (SILVA, 2009).

O in6culo de M. javanica foi obtido de raizes de batata infectadas, conforme
técnica de HUSSEY & BARKER (1973), com solugdo aquosa de hipoclorito 0,5% e
axenizado com solucao aquosa de ampicilina 1%, conforme descrito anteriormente.

Com o auxilio de uma camara de Peters, ao microscépio fotbnico, a
concentracdo da suspensdo foi ajustada para 1.000 ovos.mL™ e constituiu o inéculo
(SOUTHEY, 1970).

Inoculou-se, assepticamente, 1 mililitro dessa suspensao sobre o mini-tubérculo
enraizado. ApGs a inoculacdo, os frascos foram novamente fechados com papel
aluminio, vedados com fime de PVC® e acondicionados em B.0O.D., mantidos no
escuro, a 25 + 1 °C e avaliados em quatro épocas, em intervalos de 45 até 180 dias
apos a inoculacao (45, 90, 135 e 180), de acordo com o ciclo de vida do fitonematdide
(WILLIAMS, 1972).

A extracao de ovos e juvenis das raizes em cada intervalo de tempo foi realizada
segundo HUSSEY & BARKER (1973), com hipoclorito de sédio 1%. A suspensao
resultante foi utilizada para estimar o nimero de ovos e juvenis na raiz e o FR,

conforme descrito anteriormente.

2.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey (P < 0,01). Devido a heterogeneidade de variancias, os dados utilizados
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na analise estatistica foram transformados em log1o (x + 1). Complementando a anélise
de varidncia dos dados realizaram-se o teste de Tukey, a andlise de regressao
polinomial e de correlagéo das varidveis. Para a andlise de varidncia e demais testes

utiizou-se o programa SAS version 8 (SAS Institute Inc., Cary, USA).



44

Il RESULTADOS E DISCUSSAO

Em geral, 20 dias ap6s a inoculagao do mini-tubérculo de ‘HPC 7 B’ com ovos de
M. javanica, foi observado intumescimento em alguns fragmentos de raiz que estavam
em contato com a parede do recipiente (Figura 1A), correspondendo aos pontos onde
as fémeas haviam estabelecido o sitio de alimentacdo (Figura 1D), indicando o
estabelecimento da populacao (Figuras 1B e C).

No primeiro experimento, o numero de ovos produzido in vitro por M. javanica em

mini-tubérculos de ‘HPC 7 B’ aumentou com o acréscimo na densidade do inoculo
(Figura 2). A producédo de ovos de M. javanica como uma funcdo da densidade do
indculo, avaliado neste ensaio, se ajusta (P < 0,03) ao modelo y = -3,56 + 15,6196771 x
- 0,0216289 x?, apresentando coeficiente de determinacéo superior a 0,99.
Portanto, até a densidade média maxima estimada de 3.611 ovos de M. javanica
inoculados in vitro em 1 mini-tubérculo de ‘HPC 7 B’, espera-se um aumento no numero
de ovos produzidos, com produgcdo média maxima de 28.196 ovos por frasco e, a partir
desse ponto, é esperado um decréscimo na producao de ovos. Além disso, 99,5% da
variacao no numero de ovos produzidos in vitro por M. javanica foi devido ao aumento
na densidade do inéculo.

A menor média de ovos de M. javanica produzidos in vitro, quarenta e cinco dias
apods a inoculacao, foi observada na densidade de inéculo de 500 ovos por frasco (P <
0,01). Apesar do acréscimo de 40% na produgdo de ovos proporcionado pela
inoculacdo de 1.000 ovos por frasco, ndo houve diferenca estatistica entre esta
densidade de in6culo e a de 500 ovos por frasco (Tabela 1). A produgdo média de ovos
in vitro teve aumento significativo quando passou de 7.803 para 17.946 ovos por frasco,
obtida, respectivamente, nas densidades de inéculo de 500 e 1.500 ovos por frasco.
Acréscimos na producdo média de ovos observados nas densidades de indculo
superiores a 1.500 ovos por frasco ndo foram significativos estatisticamente.

A menor média do fator de reproducéo de M. javanica in vitro em mini-tubérculos,

aos 45 dias apods a inoculagéo, foi obtida na maior densidade inicial (P < 0,05), diferindo
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Tabela 1. Médias do numero de ovos produzidos in vitro por Meloidogyne javanica em
mini-tubérculos de ‘HPC 7 B’ em funcdo da inoculagcdo com densidade de
in6culo de 500, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500 e 3.000 ovos por frasco, avaliado
aos 45 dias apos a inoculacdo. UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Densidade do inéculo  Média de ovos produzidos  Fator de reproducao’

3.000 27704 A~ 9,2 A
2.500 24006 A 9,6 AB
2.000 24858 A 12,4 AB
1.500 17946 A 12,0 AB
1.000 12485 AB 12,5 AB
500 7803 B 15,6 B
P>F 0,00006° 0,04°
CV (%) 5,19 16,2

'Fator de reproducéo = populacéo final/populagao inicial. Segundo Oostenbrink (1966).

‘Dados originais. Para andlise estatistica os dados foram transformados em logqo (x + 1).
“Médias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (P <
0,01)? e (P < 0,05)°.

O enraizamento in vitro de mini-tubérculo em areia fina permite a producao de
raizes tenras, com grande nimero de raizes secundarias, suportando a alta reproducao
do fitonematdide. A granulometria e o tipo de substrato, assim como a localizacdo das
raizes nesse substrato, afetam a capacidade de invasao dos tecidos vegetais e a
reproducao dos fitonematéides (ROBBINS & BARKER, 1974; VERDEJO et al., 1988).
Segundo ROBBINS & BARKER (1974), o didametro médio da areia entre 120 e 370 um
propiciou a maior invasao dos tecidos por fitonematoides, nas temperaturas entre 25 a
30 °C e com umidade em torno de 7%.

A produgdo média de ovos in vitro por M. javanica em mini-tubérculos de ‘HPC 7
B’ como uma fungdo do periodo de incubacao (Figura 3) avaliado neste ensaio se
ajusta (P < 0,01) ao modelo y = 1090,59 + 253,867 x — 1,08 x?, apresentando
coeficiente de determinacdo superior a 0,95. Portanto, a producao de ovos de M.
javanica in vitro em mini-tubérculos de ‘HPC 7 B’ aumenta até o 117° dia apds a
inoculacdo, com produgdo média maxima de 15.991 ovos por frasco e a partir desse
ponto é esperado um decréscimo na produgao de ovos. Além disso, 99,5% da variacao
no numero de ovos produzidos in vitro por M. javanica foi devido ao aumento no

numero de dias de incubagéo.
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para o sucesso do desenvolvimento e da manutencao da populacao do fitonematdide
dentro ou fora da planta (EVANS, 1987). A temperatura constante de 25 + 1 °C contribui
para a continuidade dos processos envolvidos no desenvolvimento embrionario,
refletindo diretamente no periodo necessario para que o fitonematdide complete o seu
ciclo de vida (CAMPOS et al., 2008). Ao contrario do que ocorre em casa de vegetacao,
onde os fitonematoéides estdo sujeitos a flutuagcao de temperatura entre o dia e a noite
ou durante periodos de predominancia de massas polares.

Além disso, segundo VERDEJO et al. (1988), a técnica de raizes excisadas,
apesar de adequada a multiplicacdo de espécies de Meloidogyne, apresenta como
desvantagem o fato de que o desenvolvimento da raiz e do fitonematdide pode ser,
eventualmente, afetado pelos ingredientes e a concentragcdo do meio de cultura.
Segundo esses autores, a formulacdo original do meio MS, que é padrdao para a
manutencdo de tecidos vegetais, inibiu a formacdo de células gigantes pelo
fitonematdide. A inibicao foi atribuida a elevada concentragédo de NH4sNO3 nesse meio
(ORION et al., 1979). J4 0 meio Gamborg's B5 com adi¢ao de vitaminas, nas quais todo
o nitrogénio foi fornecido na forma de KNOs, apresentou bons resultados no cultivo de
fitonematdides endoparasitos.

Segundo VAN DER BERGH (2007) e VERDEJO et al. (1988), o método de
raizes excisadas usando raizes geneticamente modificadas é adequado para manter
culturas-estoque de populacdes de Meloidogyne sp., mas para a produgdo massal de
indculo se torna necessario a multiplicagdo com uso de plantas de tomate em vaso. A
multiplicacdo em mini-tubérculos enraizados in vitro, além de permitir a producao
massal de in6culo, pode ser Util para estudar interagdes entre fitonematdides e outros
organismos de solo, para manutencao de colecao com diferentes espécies como M.
arenaria, M. incognita e M. hapla (VAN VUUREM & WOODWARD, 2001), inclusive
aquelas de uso rotineiro, como as espécies padrdo usadas para a realizacdo de
técnicas como eletroforese ou biologia molecular e até acompanhamento da
estabilidade da resisténcia a fitonematdides de galha em batata em diferentes
temperaturas de solo, por ser esse um fator importante afetando a expressdo da

resisténcia a fitonematdéides.
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IV CONCLUSOES

v' O numero de ovos produzidos in vitro por Meloidogyne javanica em mini-
tubérculo enraizado em areia aumenta em funcao do aumento na densidade do
inéculo, com producdo média maxima de 15.991 ovos por frasco, e do tempo de
incubacao, até o 117° dia apds a inoculagéo;

v A produgcdo média de ovos in vitro aumenta significativamente quando a
densidade de inéculo passa de 500 para 1.500 ovos por frasco, com producao
média de 17.946 ovos por frasco;

v" N&o ha acréscimos significativos na produgdo média de ovos nas densidades de
indculo superiores a 1.500 ovos por frasco.
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CAPITULO IV - DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DE FITONEMATOIDES
ASSOCIADAS A CULTURA DA BATATA (Solanum tuberosum L.) NAS PRINCIPAIS
REGIOES PRODUTORAS DO BRASIL

RESUMO - Em funcdo da preocupagcdo com o expressivo descarte em
consequéncia de danos causados por fitonematoides em tubérculos, a Associacao
Brasileira da Batata (ABBA) contatou o Laboratério de Nematologia da UNESP/FCAV
para realizar um levantamento nas principais regides produtoras do Pais, na safra
2007/08. Coletaram-se 168 amostras, em lavadoras e mercados. Tubérculos foram
documentados para observacao in situ, visando a caracterizacao de sintomas e sinais,
e os fitonematdides foram extraidos para identificacdo das espécies. Foram
encontradas Meloidogyne arenaria no Sul de Minas Gerais e Rio Grande do Sul (3,5%
das amostras), M. incognita em 10% (exceto no Sul do Pais) e M. javanica em todas as
regides amostradas (50%). O principal sintoma observado no tubérculo e nas raizes foi
a presenca de carogos protuberantes, deixando a superficie com aspecto aspero. No
grupo dos fitonematdides das lesdes radiculares foram identificados Pratylenchus
brachyurus em 40% das amostras (exceto no Rio Grande do Sul), P. coffeae no
Tridngulo Mineiro, Sul de Minas e Sao Paulo (2,4%) e P. penetrans (3%), em Sao
Paulo. Os principais sintomas observados no tubérculo foram inimeras lesées em
forma de pontos necréticos, deprimidos, na superficie dos tubérculos. O fitonematoide
espiralado Helicotylenchus dihystera foi encontrado em todas as regides amostradas,
(49%). Conquanto esse fitonematdide seja um ectoparasito migrador, as amostras
tenham sido constituidas de tubérculos lavados e nenhum sintoma especifico tenha
sido observado, essa alta freqiéncia do parasito requer um estudo mais acurado do
habito de parasitismo e de suas inter-relagdes com a cultura.

Palavras-chave: fitonematdides de galha, fitonematdides das lesdes radiculares,

Helicotylenchus dihystera, Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.
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| INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é uma olericola de grande expressao
econémica no Brasil, que produziu 3,4 milhées de toneladas de batata em 2008. Nos
ultimos sete anos observou-se o deslocamento das areas de plantio do Sul do Pais
para o Centro Oeste e Nordeste. Nos Estados da Bahia e Goias observou-se um
acréscimo de 300 e 350% na é&rea plantada. A producado de batata nas principais
regides produtoras foi da ordem de 1,13 milhdo de toneladas no Sul de Minas e no
Triangulo Mineiro, 600 mil no Parana, 386 mil no Rio Grande do Sul, 256 e 214 mil
toneladas na Bahia e em Goias, respectivamente, e 100 mil em Sdo Paulo. Estas
regides respondem em conjunto por 80% da producao brasileira, sendo que Minas
Gerais ocupa a lideranga nacional em producéo e produtividade (AGRIANUAL, 2008).

A producao total de batata corresponde aproximadamente ao consumo nacional,
sendo que cerca de 90% sao consumidas in natura e o restante na forma
industrializada como pré-fritas, chips e pré-cozidas (FERREIRA & NETTO, 2007).
Atualmente, a totalidade dos tubérculos consumidos in natura é lavada, sendo esse
processo exigido por lei (ABBA, 2008).

Para o beneficiamento e classificacdo das batatas, os tubérculos sdo arrancados
e expostos na superficie do solo. Em seguida, passam por um processo de selegao
manual no campo, sao ensacados, colocados em caminhdes e transportados até as
lavadoras. L&, sdo lavados, secos, classificados mecéanica e manualmente, ensacados
e entdo armazenados ou distribuidos ao mercado consumidor, conforme demanda
(FERREIRA & NETTO, 2007).

FINGER & FONTES (1999) mostraram que a lavagem dos tubérculos €
questionavel, pois aumenta o descarte poés-colheita dos tubérculos em até 90%,
comparado aqueles ndo lavados, acentua os defeitos e ainda torna-os mais suscetiveis
a deterioragao, tendo as doencas papel fundamental em relagdo aos impactos sofridos

e as perdas poés-colheita.
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Nesse aspecto, das doencas causadas por fitonematdides os de galha ocupam o
primeiro lugar em ordem de importancia, podendo causar severos danos e perdas
significativas na cultura da batata, seguidos dos nematdides das lesbes radiculares
(CHARCHAR & MOITA, 2001; SILVA & SANTOS, 2007).

Além dos danos diretos, esses fitonematoides podem causar danos indiretos pois
as galhas e as lesbes secundarias sao esfoladas durante a lavagem dos tubérculos,
favorecendo as podriddes causadas por bactérias (VOVLAS et al., 2005). Além das
perdas citadas acima, esses tubérculos ainda podem atuar como disseminadores
desses patdgenos para novas areas, ressaltando a importancia da sanidade da batata-
semente (SILVA & SANTOS, 2007).

As informacdes disponiveis sobre a ocorréncia e distribuicdo dos fitonematdides
de galha na cultura da batata no Brasil foram obtidas na década de 90, e quase
nenhuma referéncia é feita aos gendtipos atualmente usados no Pais (CHARCHAR,
1997). Em relacéo aos fitonematdides das lesdes radiculares, apenas a ocorréncia de
espécies associadas a cultura sdo encontradas, sem maiores informacdes sobre a sua
distribuicdo nas areas produtoras de batata no Pais.

Produtores de batata filiados a Associacdo Brasileira da Batata (ABBA), de
diferentes regides produtoras do Pais, levaram a entidade suas preocupacdes com
relagcdo ao expressivo descarte constatado nas lavadoras, em decorréncia dos danos
causados por fitonematdides. O Laboratério de Nematologia da UNESP/FCAV foi
contatado pela ABBA e, entdo, decidiu-se realizar um levantamento nas principais
regides produtoras do Pais, nos Estados de Goias, Minas Gerais, Parand, Rio Grande
do Sul e Sao Paulo das espécies de fitonematoides associados a cultura.

Visando a atualizar informacdes sobre a ocorréncia e distribuicdo das principais
espécies de fitonematdides que atacam a cultura da batata, tubérculos sintomaticos
foram coletados e documentados para caracterizar os danos causados e,
posteriormente, processados para a identificacdo das espécies de fitonematdides
associados a eles.
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Il MATERIAL E METODOS

Amostras de tubérculos provenientes das principais regides produtoras de batata
do Pais (Figura 1) foram coletadas em lavadoras e analisadas quanto a ocorréncia de
fitonematdides. Tubérculos de diferentes gendtipos, totalizando 168 amostras (Tabela
1), procedentes de municipios dos Estados de Goias (2 municipios), Minas Gerais (11
municipios no Tridngulo Mineiro e 6 municipios no Sul de Minas), Parana (5
municipios), Rio Grande do Sul (3 municipios) e Sdo Paulo (10 municipios) foram
examinados no Laboratério de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-SP, no periodo
de janeiro de 2008 a fevereiro de 2009.

O material coletado foi acondicionado em redes de nylon, devidamente
identificado, acondicionado em caixas de poliestireno expandido e enviado ao
laboratério através de entrega expressa, face a natureza do material, pelo Eng. Agr.
Natalino Shimoyama, Diretor Geral da Associagéo Brasileira da Batata - ABBA.

Além destas amostras, fizeram parte deste levantamento amostras enviadas ao
Laboratério de Nematologia para consulta e amostras enviadas ao Laboratério de
Nematologia da ESALQ/USP, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Mario M. Inomoto.

2.1 Extracao dos fitonematodides de raizes e tubérculos

No laboratério, essas amostras foram mantidas em refrigerador até o momento
da analise. Inicialmente, os tubérculos com sintomas tais como: galhas, rachaduras na
casca, pontos necréticos e deformacdes diversas foram fotografados. Fragmentos
superficiais de regides sintomaticas foram processados segundo COOLEN & D'HERDE
(1972), para extracao de espécimes de fitonematoides.

Fémeas maduras de Meloidogyne spp. foram removidas dos tecidos infectados,
uma a uma, ao estereoscdpio, para o preparo de cortes perineais, segundo a técnica de
TAYLOR & NETSCHER (1974) e para eletroforese, segundo ESBENSHADE &
TRIANTAPHYLLOU (1985). Machos de Meloidogyne spp. foram obtidos através da
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Tabela 1. Origem e numero de amostras de tubérculos sintométicos (genétipo, quando
identificado) utilizadas no levantamento da ocorréncia de fitonematoides
associados a cultura da batata nas principais regides produtoras do Pais.

UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

Local Quantidade Genotipo

Regido Sudeste
Andradas-MG -
Araxa-MG -
Bom Repouso-MG Asterix
Espirito Santo do Dourado-MG Cupido, Asterix
Ipuiuna-MG Agata,Cupido
Patrocinio-MG Agata
Pedrin6polis-MG -
Perdizes-MG ~ Agata
Pouso Alegre-MG Monalisa, Agata, Vivaldi, Asterix
Rio Parnaiba-MG Agata
Sacramento-MG -
Santa Juliana-MG Cupido
Séo Gotardo-MG -
Senador Amaral-MG Asterix

Serra do salitre-MG

Tapira-MG

Uberlandia-MG

Aguai-SP

Biritiba Mirim-SP

Campina do Monte Alegre-SP

Campinas-SP

Capéao Bonito-SP

Casa Branca-SP

Itai-SP

Itapetininga-SP

Itobi-SP

Jaboticabal-SP

Séo Jodo da Boa Vista-SP

Vargem Grande do Sul-SP
Regido Sul

Araucéria-PR

Canddi-PR

Ponta Grossa-PR

Sao Mateus do Sul-PR

Bom Jesus-RS

Sao Francisco de Paula-RS

Sao0 José dos Ausentes-RS
Regido Centro Oeste

Cristalina-GO
Morrinhos-GO

oh2—apOaNv22NMONMA2NRT DR D

-

Asterix, Agata, Marink
FL1806, Cupido

Agata

Asterix, Agata

Asterix, Agata

Agata
Agata

Asterix
Asterix
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técnica de incubagéo de fragmentos superficiais sintomaticos, segundo YOUNG (1954).

2.2 Identificacao dos fitonematoides extraidos dos tubérculos de batata

Para a identificacdo dos fitonematdides extraidos de tubérculos, as
caracteristicas morfoldégicas de espécimes foram documentadas através de
fotomicrografia e/ou eletromicrografia de varredura. Adicionalmente, espécies de
Meloidogyne foram identificadas, também, pelos caracteres morfoldgicos e
morfométricos da regido labial e estilete de machos (HIRSCHMANN, 1985), analise da
configuragdo perineal de fémeas (TAYLOR & NETSCHER, 1974) e a identificagdo do
fendtipo isoenzimatico para esterase (EST), malato desidrogenase (MDH) e superdxido
dismutase (SOD) por meio de eletroforese de isoenzimas (ESBENSHADE &
TRIANTAPHYLLOU, 1985).

A obtencado dos espécimes, assim como, as técnicas de preparo para aquisicao
de imagens serdo detalhadas a seguir:

2.2.1 Multiplicacao in vitro de espécimes de Meloidogyne a partir de

massas de ovos

O principal problema causado por fitonematdides em tubérculos, no Brasil, sédo
as galhas causadas por espécies de Meloidogyne e, contudo, os tubérculos produzidos
nas épocas mais frias do ano, geralmente, apresentam auséncia de individuos adultos,
dificultando a identificacdo da espécie. A multiplicacdo desses fitonematoides in vitro
possibilita os estudos de identificacdo. Portanto, algumas das populagdes encontradas
foram previamente multiplicadas no Laboratorio de Nematologia da UNESP/FCAV com
o intuito de obter individuos adultos para as observacées microscépicas e para as
técnicas bioquimicas.

Massas de ovos de * 10 fémeas de cada subpopulacdo foram coletadas com
auxilio de uma ponteira e lavadas com solugdo aquosa de hipoclorito de sédio 0,5 %.

Os ovos foram axenizados em solucao aquosa de ampicilina 1% (SILVA, 2009). Entao,
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foram assepticamente inoculados em mini-tubérculos enraizados in vitro em frascos
contendo 100 g de areia e 10 mL de solugdo aquosa nutritiva composta por mono-
aménio fosfato (24 mg) e nitrato de célcio (10 mg), segundo SILVA (2009). A seguir
foram incubados em B.O.D. a 25 + 1 °C, no escuro. Sessenta dias apds, efetuou-se a
extracdo individual de fémeas maduras para eletroforese (ESBENSHADE &
TRIANTAPHYLLOU, 1985), configuragao perineal (TAYLOR & NETSCHER, 1974) e de
J2 e machos (HIRSCHMANN, 1985).

2.2.2 Preparo dos fitonematdides para estudo ao microscopio fotonico

Os espécimes obtidos na extragao foram coletados um a um das suspensoées,
com pincel de cerda Unica (preparado com um pélo de suino), ao estereoscopio, e
transferidos para laminas temporarias.

Essas montagens foram preparadas transferindo-se 10 a 15 espécimes vivos de
cada amostra, um a um, para uma gota de agua filtrada colocada no centro de uma
lamina de vidro, ao estereoscoépio. Os espécimes foram relaxados sob a chama de uma
lamparina a alcool e, em seguida, foram centralizados lado a lado no fundo da gota.
Entdo, depositou-se uma laminula de 22 x 22 mm e efetuou-se a lutagem com esmalte
incolor (COBB, 1918). As observacgdes e fotomicrografias foram efetuadas no espaco de
até 3 horas apds a montagem. Foram examinados e documentados juvenis, fémeas e
machos.

Para a confeccéo dos cortes perineais de fémeas de Meloidogyne spp. por¢oes
do tecido de tubérculos apresentando galhas foram dissecadas sob estereoscépio, com
auxilio de pingca e ponteira, para expor as fémeas imersas em seu sitio de alimentagéo.
A epiderme e o coértex do tubérculo na regido da galha foram escarificados,
cuidadosamente, com a ponteira até que a cuticula lisa, branca e brilhante da fémea
fosse exposta e, entdo, a escarificagdo passou a ser feita nos tecidos ao redor da
fémea, nunca tocando-a diretamente, para evitar a ruptura da cuticula. Depois da
remocao dos tecidos vegetais adjacentes, a fémea solta foi coletada e transferida para

uma gota de solugao aquosa salina 0,9% sobre uma superficie plastica (tampa de uma
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placa de Petri plastica). O ‘pescoco’ das fémeas foi cortado e, em seguida, elas foram
transferidas para uma gota lateral contendo acido latico 45%. Com leves compressdes
as cuticulas das fémeas foram limpas e cortadas com auxilio de um bisturi, de modo a
obterem-se porcbes quadradas ou retangulares da cuticula com a vulva no centro.
Essas secdes das cuticulas foram transferidas para uma gota de glicerina anidra, sobre
o centro de uma lamina, seguida da deposicao, selagem da laminula e identificacdo da
amostra sobre a lamina (TAYLOR & NETSCHER, 1974).

Espécimes vermiformes (macho, fémea ou juvenis) e o padrao perineal de
fémeas de Meloidogyne spp. foram examinados em campo claro e documentados.
Objetivas de 10x, 20x e 40x e objetivas de imersédo de 60x e 100x foram utilizadas para
0 exame dos espécimes, que foram fotomicrografados em um sistema de aquisigdo de
imagens constituido por uma camera digital Sony Hiper HAD®, montada sobre um
microscépio Olympus BX50® e acoplada a um computador. As imagens digitalizadas
adquiridas foram gravadas para serem posteriormente medidas. Pelo menos 10
espécimes de cada populacdo foram documentados. As mensuragdes nas imagens
digitalizadas foram feitas utilizando-se o software ImagePro® Plus 4.1, da Media

Cybernetics.

2.2.3 Preparo dos fitonematdides para estudo ao microscopio eletrénico
de varredura

Espécimes de Meloidogyne spp., recém-extraidos, e porcoes de tecido vegetal
sintomaticos de tubérculos foram transferidos como descrito no item anterior para vidros
contendo % de seus volumes preenchidos com agua filtrada. A seguir, os vidros foram
agitados manualmente por cerca de 5 minutos e deixados em repouso, em refrigerador,
a 5 °C, por cerca de 1 hora. Subsequientemente, o volume de agua de cada vidro foi
reduzido a 0,5 mL com uma seringa hipodérmica, e os vidros foram novamente
deixados em geladeira por 20 minutos. A seguir, 0 volume de cada vidro foi preenchido
com a solucéo fixadora constituida de glutaraldeido 3% e formaldeido 2% (preparado

com paraformaldeido), em solugdo tampado de fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,4 e
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resfriada a 1 °C. Os vidros foram mantidos em geladeira para que os fitonematdides se
mantivessem relaxados durante todo o processo de fixagdo. ApGs o periodo minimo de
72 horas, 0 processo prosseguiu com a transferéncia dos fitonematoides em
suspensdo, com auxilio de uma pipeta de Pasteur, para camaras preparadas com
capsulas de polietileno utilizadas em inclusdo de amostras para microscopia eletrénica
de transmisséo e tela de silk-screen, com poros de 25 um, conforme descrito por
EISENBACK (1991).

Posteriormente, essas amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio 2%, no
mesmo tampao, por 12 horas. Apds o tratamento com tetroxido de 6smio, as amostras
foram lavadas quatro vezes consecutivas em solu¢ao tampao pura, num intervalo de 15
minutos, desidratadas em série gradual de acetona 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%,
100%, 100% e 100%, por 30 minutos em cada passo, e secas em secador de ponto
critico, utilizando-se CO,. Em seguida, foram montadas e recobertas com 35 nm de
ouro. Finalmente, os fitonematdides foram observados e eletromicrografados em
microscopio eletronico JEOL JSM 5410, operado em 15kV. Foram documentadas a
morfologia da regido labial, em vista lateral, do campo lateral de machos e da regido
perineal de fémeas.

2.2.4 Caracterizacao dos fendtipos isoenzimaticos de espécies de
Meloidogyne

Dez fémeas de Meloidogyne spp. em inicio de postura de ovos e com coloragéao
branco-leitosa foram retiradas de tubérculos infectados ou de raizes de mini-tubérculos
enraizados in vitro que foram usados para a multiplicagdo e manutencéo de populacdes
de Meloidogyne spp. Entdo, colocadas em microtubos (do tipo Eppendorf com
capacidade para 0,5 mL) contendo 20 pL de solugdo extratora resfriada (2 g de
sacarose, 200 pL de triton X100, 7,8 mL de agua e 2 a 3 gotas de bromofenol blue),
tomando-se o cuidado para nao estoura-las. Com auxilio de pistilo para microtubo, as
fémeas foram trituradas sobre um recipiente contendo raspas de gelo.
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Ap6s a montagem da forma, a solucao de poliacrilamida 8% [3,85 mL de Tris-HCI
2,25 N, pH 8.8, 6,16 mL de solucao aquosa de acrilamida (30 g de acrilamida e 0,8 g de
bis-acrilamida), 12,8 mL de agua destilada, 20 uL de TEMED e 200 pL de persulfato de
amoénio] foi vertida, tomando-se o cuidado de evitar a formacdo de bolhas e, em
seguida, colocou-se o pente de 0,75 mm entre na parte superior da forma para moldar
as cavidades individuais e/ou pocos durante a polimerizagdo do gel. Entdo, depois da
retirada do pente e montagem da cuba, adicionou-se a solugcdo tampéao do eletrodo (1,5
g de tris e 7,1 g de glicina) preenchendo toda a cuba, inclusive os pocos. Apds a
maceracao das fémeas, com o auxilio de uma micropipeta, 10 pL do extrato protéico
obtido de cada amostra foi aplicado nas cavidades do gel, para subseqlente corrida
eletroforética. Utilizou-se uma ponteira nova para cada amostra.

A eletroforese foi conduzida a 5 °C (camara fria), sob voltagem constante de 100
volts. A migragéo foi monitorada por meio do deslocamento da linha frontal de azul de
bromofenol. A eletroforese foi interrompida quando a linha frontal estava a 1 cm do final
da forma, cerca de 4 horas apdés o inicio da corrida. Ao final da corrida, o gel foi retirado
da forma e entdo transferido para a solugdo de deteccao da enzima a-esterase (EST),

malato desidrogenase (MDH) e superéxido dismutase (SOD).

2.3 Caracterizacao dos sintomas causados pelas espécies-chave da cultura
em tubérculos e raizes

Antes do processamento no laboratério, os sintomas externos e internos de cada
tubérculo foram documentados através de fotografias e/ou fotomicrografias adquiridas
através de uma camera digital profissional Sony®, modelo a100. As imagens
digitalizadas foram gravadas em computador e, posteriormente, tratadas utilizando-se o
software Photoshop®, da Adobe.

Apés a documentacdo dos sintomas em tubérculos e raizes infectadas por
Meloidogyne spp. e em tubérculos infectados com Pratylenchus spp., os tecidos

vegetais foram submetidos a coloracdo para a deteccdo do ponto de penetragao,
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observacdo do desenvolvimento dos fitonematodides in situ e para determinar a
profundidade das fémeas no tubérculo.

Utilizou-se 0 método de coloracdo de massas de ovos de Meloidogyne spp. com
fucsina acida, segundo SILVA et al. (1988), 0 método de coloracdo de fitonematdides
no interior de tecidos vegetais com fucsina acida, segundo BYRD JR et al. (1983) e com
lactofenol, segundo Franklin & Goodey (1959) e Marks & McKenna (1981) citados por
DAYKIN & HUSSEY (1985).

2.3.1 Coloracao de massas de ovos

Para a coloragao de massas de ovos de Meloidogyne spp., fragmentos de raizes
foram colocados em um béquer contendo 30 mL de agua e 1 mililitro da solucdo
corante a base de fucsina acida (0,35 g de fucsina acida, 25 mL de acido acético e 75
mL de agua destilada) por aproximadamente 10 minutos, conforme SILVA et al. (1988).

Decorrido esse tempo, as massas de ovos coradas de vermelho foram documentadas.

2.3.2 Coloracao de espécimes no interior do tecido vegetal com fucsina
acida

Para a coloracdo de fitonematdides no interior do tubérculo, estes foram
gentilmente lavados em &gua corrente retirando-se todo o solo, sem danifica-los. O
tubérculo foi entdo cortado ao meio no sentido do maior comprimento. Entdo, foram
cortadas fatias transversais com 2 cm de largura e aproximadamente 3 cm de
profundidade. Esses fragmentos foram colocados em um béquer contendo 30 mL de
agua e 1 mililitro da solucao corante a base de fucsina 4acida (0,35 g de fucsina &cida,
25 mL de &cido acético e 75 mL de agua destilada). O béquer foi deixado em fogo
brando sobre tela de amianto até atingir o ponto de ebulicdo, permanecendo sob a
chama por mais trinta segundos. O béquer foi entdo retirado do fogo, ficando em

temperatura ambiente até estabilizar a temperatura do liquido. Removeu-se 0 excesso
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de corante através de lavagem em agua corrente, conforme BYRD JR et al. (1983). Os
fragmentos foram entdo deixados em glicerina acidificada (1 mL.L™ de HCI 5N) até o

momento da documentagao em microscoépio foténico e estereoscépio.

2.3.3 Coloracao de espécimes no interior do tecido vegetal com fucsina
lactofenol

Cortes a mao livre de fragmentos de tubérculos sintomaticos foram colocados em
um béquer contendo 50 ml de solugédo de lactofenol (50 mL de fenol, 50 mL de acido
latico, 50 mL de agua destilada, 10 mL de glicerina) e 2,5 mL da solucédo estoque do
corante a base de cotton blue 1%. O béquer foi entdo levado ao fogo brando até atingir
0 ponto de ebulicdo, permanecendo sob a chama por mais 60 segundos. Entdo, foram
enxaguados em agua corrente e imersos em solucao pura de lactofenol até se obter o
maximo contraste entre o fitonematéide e o tecido (DAYKIN & HUSSEY, 1985).
Posteriormente, foram observados e documentados ao microscopio fotdnico e

estereoscopio.
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Il RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram identificadas as espécies de fitonematdides de galha
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood, M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M.
arenaria (Neal) Chitwood, de fitonematdides das lesbes radiculares Pratylenchus
brachyurus (Godfrey) Goodey, P. coffeae (Zimmermann) Filipjev & Schuurmans
Stekhoven e P. penetrans (Cobb) Chitwood & Oteifa e do fitonematdide espiralado
Helicotylenchus dihystera (Cobb) Sher associadas a diferentes lavouras de batata no
Brasil e, como resultado, foi gerado um quadro da distribuicdo das principais espécies
de fitonematédides associadas a cultura no Pais, apresentado na Tabela 2.

Conforme se observa na Figura 2, na Regidao Sudeste a freqiéncia de M.
javanica nas amostras sintomaticas avaliadas neste trabalho foi menor nas areas
produtoras do Estado de Sao Paulo do que naquelas do Tridngulo Mineiro e Sul de
Minas. Esta espécie foi encontrada em cerca de 50% das amostras coletadas nos
municipios do Estado de Minas Gerais e em apenas 30% daquelas coletadas em
regides de Sao Paulo.

Ja M. incognita apresenta freqiéncia trés vezes maior nos municipios produtores
de Sado Paulo (30%) que nas areas produtoras de batata do Estado de Minas Gerais
(10% das amostras, tanto no Triangulo Mineiro, quanto no Sul de Minas). Em amostras
coletadas no Sul de Minas também foi observada a presenca de M. arenaria. A
freqUéncia desta espécie no Sul de Minas é superior a de M. incognita.

Dentre as amostras exibindo galhas coletadas nos municipios produtores de
batata da regido Sudeste, 10% das provenientes do Triangulo Mineiro e 18% das
provenientes de Sao Paulo as espécies de Meloidogyne nao puderam ser identificadas
devido a auséncia de fémeas e/ou machos ou pela dificuldade em multiplica-las em
casa de vegetacao.

Pratylenchus brachyurus foi observado em mais de 70% das amostras
sintomaticas coletadas em S&o Paulo, em cerca de 60% daquelas oriundas do Triangulo
Mineiro e em menos de 40% daquelas oriundas do Sul de Minas. Pratylenchus coffeae foi
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Tabela 2. Origem e numero de amostras de tubérculos sintomaticos utilizadas no
levantamento dos fitonematdides associados a cultura da batata nas
principais regiées produtoras do Pais. UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. 2009.

LOCAL (n° de amostras)  Mj Mi Ma M* Pb Pc P** Pp Hd

Regido Sudeste
Andradas-MG (1)
Araxa-MG (31)

Bom Repouso-MG (8)

Espirito S. Dourado-MG (2)

Ipuiuna-MG (5)

Patrocinio-MG (2)

Pedrin6polis-MG (1) 1

Perdizes-MG (10)

Pouso Alegre-MG (13)

Rio Parnaiba-MG (2)

Sacramento-MG (4)

Santa Juliana-MG (2) 2

Sao Gotardo-MG (5)

Senador Amaral-MG (2) 2

Serra do salitre-MG (1) 1

Tapira-MG (6) 2 2 5

Uberlandia-MG (1) 1

Aguai-SP (2) 2

Biritiba mirim-SP (5) 5 4

Campina M. Alegre-SP (4) 1 3

Campinas-SP (1) 1 1

Séo J. B. Vista-SP (1) 1 1

Capéao Bonito-SP (1)

Casa Branca-SP (3) 3

Itai-SP (9) 8

Itapetininga-SP (16)

Itobi-SP (4)

Jaboticabal-SP (1)

Vargem G. do Sul-SP (11)

Regido Sul

Araucaria-PR (2)

Candéi-PR (1)

Ponta Grossa-PR (1) 1

Sao F. Paula-RS (3)

Bom Jesus-RS (1)

Sao J. Ausentes-RS (4)

Sao Mateus do Sul-RS (5)
Regido Centro Oeste

Cristalina-GO (8) 6 2 2 1

Morrinhos-GO (1) 1

Mj: Meloidogyne javanica; Mi: M. incognita; Ma: M. arenaria; M*: espécies de Meloidogyne que

nao puderam ser identificadas por falta de fémeas e/ou machos; Pb: Pratylenchus brachyurus;

Pc: P. coffeae; P**: espécies de Pratylenchus que nao puderam ser identificadas devido a

condigao do material; Pp: P. penetrans e Hd: Helicotylenchus dihystera.
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observado em todas as areas amostradas, porém numa freqiéncia muito baixa.
Pratylenchus penetrans foi observado somente em amostras coletadas no Estado de
Sao Paulo. Contudo, essas amostras foram obtidas em mercados da cidade de
Campinas e nao foi possivel determinar a sua origem.

A presenga das principais espécies de fitonematéides de galha e de
fitonematdides das lesdes radiculares nas principais regides produtoras de batata do
Pais estao assinaladas nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Além de M. javanica, M. incognita, M. arenaria, P. brachyurus, P. coffeae e P.
penetrans, que sdo espécies consideradas chave para a cultura no Pais, H. dihystera
foi encontrada em mais de 70% das amostras coletadas em Sao Paulo e no Triangulo
Mineiro e em cerca de 30% daquelas coletadas no Sul de Minas Gerais. Apesar dessa
freqléncia significativa, nao foi possivel determinar os sintomas associados a essa
praga nos tubérculos infectados.

Na Figura 5 estdo apresentadas as frequéncias observadas para as espécies
encontradas associadas a cultura da batata nos Estados amostrados na Regido Sul do
Pais. Meloidogyne javanica foi observada em cerca de 70% das amostras sintomaticas
coletadas nos municipios produtores do Rio Grande do Sul. Meloidogyne arenaria
também foi observada no Rio Grande do Sul, mais ou menos na mesma freqiiéncia em
que foi registrada no Sul de Minas Gerais. Meloidogyne incognita nao foi encontrada em
nenhuma das amostras coletadas nesse Estado.

Das espécies de fitonematoides das lesdes radiculares que atacam a cultura no
Pais, somente P. brachyurus foi encontrado associado a tubérculos nas amostras
sintomaticas coletadas na Regido Sul, sendo observado em 36% das amostras
coletadas no Estado do Parana. Nenhuma amostra sintomatica foi coletada no Estado
do Rio Grande do Sul.

Como ocorreu nas regides amostradas no Sudeste, no Sul do Pais H. dihystera
também foi encontrada associada a tubérculos. Essa espécie foi observada em cerca
de 60% das amostras coletadas no Rio Grande do Sul e em quase 40% daquelas
coletadas no Parana.

Na Regiao Centro Oeste (Figura 6) a espécie predominante é M. javanica (65%),
seguida de M. incognita e P. brachyurus com cerca de 20% de freqiéncia e H.
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dihystera, com 10%.

A ocorréncia das espécies encontradas associadas a cultura da batata no
considerando todas as regides produtoras estd apresentada na Figura 7. Nesse
levantamento, 50% das amostras sintomaticas estavam infectadas por M. javanica, 49%
estavam infectadas por H. dihystera e 40% por P. brachyurus.

A alta freqiéncia de H. dihystera associada a culturas comerciais ndo é
novidade. Contudo, considerando que esse fitonematbide é tido como ectoparasito
migrador (SIDDIQI, 1972), as amostras avaliadas foram constituidas de batata lavadas
e nao havia sintoma no tubérculo que pudesse ser associado a presenca dessa praga,
essa alta freqléncia do parasito nas amostras requer um estudo mais acurado do
habito de parasitismo dessa espécie e de suas inter-relagbes com a cultura da batata.

Devido ao fato de que, no Brasil a principal forma de consumo da batata é in
natura, a aparéncia geral, o formato, o tamanho e a cor da periderme dos tubérculos
influenciem diretamente a escolha feita pelos consumidores, tornando os tubérculos
deformados imprestaveis para o mercado.

Mesmo visando ao abastecimento das industrias de batata frita, aonde
caracteristicas como alto teor de matéria seca, gemas pouco profundas e baixo teor de
acucares redutores sdo mais importantes que a aparéncia externa do tubérculo (SILVA
& SANTOS, 2007), aqueles exibindo galhas sao rejeitados pois a alta temperatura a
que eles sao submetidos durante o processamento inicia uma rea¢ao de escurecimento
nao enzimatico que confere cor escura e sabor amargo ao produto final.

A importancia de espécies de Meloidogyne para a cultura da batata é bem
documentada na literatura. Meloidogyne javanica é considerada a principal espécie do
género causando danos econdmicos no Brasil em diversas culturas, inclusive,
apresentando subpopulagbes mais agressivas a cultura da soja (RIBEIRO, 2005).
Levantamentos realizados em areas produtoras de soja (CARNEIRO et al., 1998;
CASTRO et al., 2003; RIBEIRO, 2005), de banana (COFCEWICZ et al., 2004), de
quiabo (OLIVEIRA et al., 2007) e até mesmo em areas preservadas de Mata Atlantica
(LIMA et al., 2005) confirmam a sua predominancia e, de certo modo, a afirmagao de
VAN GUNDY (1985) em relagao a tolerancia a baixas temperaturas que as principais
espécies que atacam a batata em todo o mundo apresentam. Segundo esse autor, M.
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javanica apresenta a menor tolerancia ao frio, sequida por M. arenaria, M. incognita, M.
hapla Chitwood e M. chitwoodi Golden, O’Bannon, Santo & Finley.

Essa predominancia de M. javanica nao foi, contudo, observada no levantamento
que CHARCHAR & MOITA (2001) realizaram em éareas de cultivo de batata. Segundo
esses autores, M. javanica tinha importancia secundaria a M. incognita, tendo em vista
a frequéncia desta espécie em relagao aquela.

Nos locais onde as fémeas de Meloidogyne induziram sitios de alimentacao,
caracterizados pela hiperplasia e hipertrofia celular, resultou em galhas protuberantes,
contendo pelo menos uma fémea madura com ovos (Figuras 8 e 9).

Nessa espécie, 0s juvenis de segundo estadio, vermiformes e migradores,
eclodem dos ovos no solo e penetram nas raizes e tubérculos. Tornam-se sedentarios e
iniciam o processo de alimentagdo. A medida que se desenvolvem, vdo aumentando
em diametro, passando pela forma referida como ‘salsicha’ (Figura 10E) até que na fase
adulta, as fémeas assumem o formato de péra (Figura 11).

A regido posterior das fémeas exibe estrias em volta do perineo que se
assemelham a uma impressao digital, usualmente referida como configuracao perineal,
contendo caracteres relevantes para identificacdo da espécie, conforme ilustrado nas
Figuras 12A e D e 13A, B e C. A presenca de estrias transversais na regido labial dos
machos (Figura 12B) constitui um dos caracteres morfol6gicos mais marcantes para
identificacdo de M. incognita, uma vez que, entre as espécies do grupo que ocorrem no
Brasil, essa € a Unica que exibe tal caracteristica. O fenétipo isoenzimatico para
esterase constituido por uma Unica banda na altura da banda de menor mobilidade do
fenotipo de M. javanica, utilizado como padrao e ilustrado na Figura 12C, € o caractere
de maior peso para a identificacdo da espécie.

Apés a penetragdo dos juvenis de segundo estddio nas raizes e tubérculos,
enquanto se desenvolvem, ocorre aumento em numero e tamanho das células dos
tecidos da planta, em volta do ponto de penetragdo, em resposta a introducédo de
substancias produzidas pelas glandulas esofagianas dos fitonematéides, resultando na
protuberadncia a que chamamos de galha. As galhas nos tubérculos variam de

pequenas e numerosas, dando um aspecto aspero a superficie (Figuras 8, 9, 10 e 14),
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Figura 12.

83

Subpopulagdes de Meloidogyne incognifa (A, B e C) e M
arenaria (D e E). A) Eletromicrografia de varredura do padréo
perineal da fémea; B) Fotomicrografia da regido labial do
macho;, C) Fendtipo isoenzimatico para esterase com uma
banda fipica da especie (seta), na altura da de menor
mobilidade da de M javanica;, D) Fotomicrografia do padrio
perineal da fémea; F) Fotomicrografia da regido labial do
macho; MJ = Meloldogyne  javanica como  controle
UMESP/FCAY, Jabaoticabal, SP. 2009
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podendo ser acompanhadas de rachaduras até grandes carogos coalescentes (Figura
13). As fémeas de Meloidogyne spp. ficam imersas nos tecidos (Figuras 10 e 11).

Nas raizes da planta também s&o observadas numerosas galhas e massas de
ovos dos fitonematoides (Figura 10).

Esses sintomas e sinais se aplicam a todas as espécies de fitonematdides de
galha (Meloidogyne spp.). Os caracteres morfolégicos e bioquimico que identificam M.
javanica estao apresentados na Figura 15.

Os machos desses fitonematdides sao vermiformes, migradores e nao se
alimentam. Sobrevivem das reservas de alimento em seus corpos, obtidas dos tecidos
da planta quando estes eram juvenis (Figura 11F).

Uma subpopulacao de M. javanica encontrada associada a batata no Rio Grande
do Sul apresentou fendtipo para a esterase com duas bandas (Figura 15),
correspondendo a banda de menor e a de maior mobilidade (fator de corrida de 27,7 e
36,1, respectivamente). Esse fenétipo atipico corresponde aquele relatado pela primeira
vez em uma subpopulagédo de M. javanica encontrada associada a cultura de fumo, em
um municipio da Provincia de Yunnan, China, por YU & CHEN (1998) e denominado de
‘J2a’, baseado na nomenclatura sugerida por ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU
(1985). Esse fendtipo foi assim denominado porque em 1994, TOMASZEWSKI et al.
haviam usado a denominacédo ‘J2' para designar outro fendtipo atipico para alfa
esterase de uma subpopulagdo de M. javanica encontrada associada a cultura do
amendoim nos EUA, também com duas bandas, porém com auséncia da banda de
maior mobilidade. Ambos os fendétipos diferem daquele denominado ‘J3’, que foi
associado a alfa esterase de M. javanica em um levantamento realizado por
ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU (1985) compreendendo 46 subpopulacées dessa
espécie, provenientes de 27 paises.

O fendtipo ‘J2’, caracterizado pela auséncia da banda de maior mobilidade foi
relatado no Brasil por CARNEIRO et al. (1996), CARNEIRO et al. (1998), CARNEIRO et
al. (2000), CASTRO et al. (2003), COFCEWICZ et al. (2004) e OLIVEIRA et al. (2007)
em subpopulagdes de M. javanica associadas a cultura do tomate, da soja e da banana

provenientes de Paracatu-MG, Lagoa Grande-PE, Registro-SP e Janauba-MG,
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respectivamente, e a do quiabo proveniente de Sao Joao do Oriente-MG.

Ja o fendtipo ‘J2a’, caracterizado pela auséncia da banda de mobilidade
intermediaria, foi relatado no Pais em subpopulagdes de M. javanica associadas a
lavouras de soja por CASTRO et al. (2003) e RIBEIRO (2005) em Rio Verde-GO e
Tangara da Serra-MT, respectivamente, e a uma de banana em Cruz das Almas, BA
por COFCEWICZ et al. (2004).

O consenso entre os autores que associaram os fenoétipos ‘J2° e ‘J2a’ a M.
javanica € de que esses fendtipos atipicos apresentando somente 2 podem pertencer a
subpopulagbes da espécie ou sao resultados de condicbes especiais a que a espécie
esta submetida. Segundo eles, fémeas em ma condicdo fisioldégica implicam na
auséncia ou falta de resolugao das bandas (TOMASZEWSKI et al., 1994; YU & CHEN,
1998; CARNEIRO et al., 1998; COFCEWICZ et al., 2004). Essa menor tolerancia ao frio
também pode ser relacionada ao estresse que poderia resultar na auséncia de uma
banda no fenétipo para esterase, devido a condicdo climatica predominante no Rio
Grande do Sul, de onde a amostra foi coletada (VAN GUNDY, 1985).

Os caracteres morfologicos que caracterizam os espécimes de Pratylenchus em
diferentes estadios de desenvolvimento (machos séo rarissimos) estao apresentados
na Figura 16.

Esses fitonematodides penetram as camadas subepidermais causando lesées em
forma de pontos necréticos deprimidos na casca dos tubérculos (Figura 17). Migram
continuamente nos tecidos intra e intercelularmente e se reproduzem chegando a
alcancar niveis de populagcdo maiores que 10.000 individuos em 10 g de cascas de
batata com cerca de 3 mm de espessura (SILVA & SANTOS, 2007).

Nesses casos, geralmente, as lesdes que se formam na superficie do tubérculo
assumem um aspecto rugoso, semelhante aquele causado por outras doencgas (sarna)
e sao invadidas por organismos secundarios do solo, resultando em necroses nos
tubérculos.

Os tubérculos infectados por Pratylenchus spp., quando armazenados, podem

apodrecer em menor tempo que tubérculos sadios (SILVA & SANTOS, 2007).
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As espécies Globodera pallida (Stone) Behrens e G. rostochiensis (Wollenweber)
Behrens, reconhecidas como pragas devastadoras da cultura, apesar de estarem
distribuidas em quase todas as regides do mundo onde a batata é cultivada, inclusive
sendo amplamente disseminadas nos Paises da América do Sul que fazem divisa com
o Brasil, ndo foram encontradas nesse levantamento nas regides amostradas.

Também nao foi encontrado o falso nematéide de galha Nacobbus aberrans
(Thorne) Thorne & Allen, € outro fitonematdides de grande importancia. Embora de
distribuicao mais localizada, esta presente em Paises fronteiri¢os.
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IV CONCLUSOES

v" Nas principais regides produtoras de batata no Brasil ocorrem as seguintes
espécies de fitonematéides: Meloidogyne javanica (presente em 50% do total de
amostras), M. incognita (10%), M. arenaria (3,5%), Pratylenchus brachyurus
(presente em 40% do total de amostras), P. penetrans (3%), P. coffeae (2,4%) e
Helicotylenchus dihystera (presente em 49% do total de amostras);

v Os principais sintomas causados no tubérculo e nas raizes pelos fitonematoéides
de galha sao caracterizados pela presenca de carocos protuberantes, deixando a
superficie com aspecto aspero. Estes podem coalescer, formando grandes
galhas, contendo pelo menos uma fémea madura com ovos;

v' Os principais sintomas causados no tubérculo pelos fitonematbides das lesdes
radiculares sdo lesdes em forma de pontos necréticos deprimidos na superficie

dos tubérculos.
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