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Resumo

Schafer, Jaqueline Tavares. Nematoide das galhas (Meloidogyne javanica) na
cultura da batata: periodo de cultivo e dinamica populacional, qualidade dos
tubérculos e alteragoes histopatologicas em diferentes genétipos. 2015. 112f.
Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduagdo em Fitossanidade. Universidade
Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

Com o intuito de prospectar medidas de manejo do nematoide das galhas
(Meloidogyne javanica), avaliar a qualidade de tubérculos de batata infectados e
possiveis alteracbes histopatoldgicas nos tecidos parasitados pelo nematoide, o
presente estudo foi dividido em trés capitulos. No primeiro, objetivou-se avaliar a
reacao de gendtipos de batata a M. javanica (Est J3) em casa de vegetagao e seus
danos em tubérculos, e, estudar a dinamica populacional do nematoide em area
naturalmente infestada em trés diferentes periodos de cultivo. No segundo, teve-se
como objetivo avaliar o efeito de diferentes niveis de in6culo de M. javanica sobre a
sua reproducao, danos e alteragdes quimicas e bioquimicas em tubérculos de batata
infectados pelo nematoide nas cultivares Asterix, BRSIPR Bel e BRS Clara €e; no
terceiro capitulo, estudar as alteragdes histopatoldgicas, sensoriais e visuais nos
tubérculos de batata infectados com o nematoide das galhas, e os danos
ocasionados em diferentes periodos apds a colheita. No primeiro trabalho, plantas
de batata da cv. BRS Clara, estabelecidas em parcelas no campo, em solo
naturalmente infestado com o nematoide das galhas, estabeleceu-se um estudo
para avaliar a flutuagdo populacional do nematoide em diferentes periodos de
cultivo. Concomitantemente, a partir de uma populacdo pura de M. javanica, altamente
agressiva, avaliou-se em casa de vegetacéo, a reacdo e os danos causados por
esse fitoparasita em tubérculos de dez gendtipos de batata. Por fim, estabeleceu-se
um experimento em casa de vegetagcédo para estudo da influéncia de diferentes
niveis de in6culo do nematoide sobre a qualidade de tubérculos das cultivares
Asterix, BRSIPR Bel e BRS Clara, indice de clorofila, taxa de reproducdo do
nematoide, danos em raizes e tubérculos, dentre outras variaveis. A partir dos
tubérculos produzidos pelas plantas das trés diferentes cultivares, avaliou-se o
respectivo conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante, os teores de
amido, glicose e sacarose, e matéria seca, bem como a influéncia do tempo de
armazenamento pods-colheita de tubérculos infectados sobre a qualidade visual
interna dos mesmos; histopatologia e as relagdes entre nivel de indculo e cultivar de
batata sobre as caracteristicas sensoriais e visuais em chips e batata cozida. No
experimento estabelecido a campo, os maiores niveis populacionais de M. javanica
foram observados no primeiro cultivo (20/08 a 23/11/2013), em que a temperatura
média diaria foi mais alta (24,2°C) comparativamente aos demais periodos (10/09 a



23/11/2013 e 30/09 a 07/12/2013) avaliados, o que pode ter favorecido o
desenvolvimento e reprodug¢do do nematoide nas raizes das plantas de batata.
Todos os gendtipos de batata comportaram-se como suscetiveis a M. javanica [fator
de reproducdo (FR)>1,00], no entanto, verificou-se diferentes niveis de
suscetibilidade entre os materiais testados. Na avaliacdo da influéncia de diferentes
niveis de inéculo de M. javanica sobre as distintas cultivares de batata, verificou-se
interacdo significativa entre os tratamentos para a maioria das variaveis analisadas.
No geral, independentemente da cultivar de batata, os niveis mais elevados de
inéculo do nematoide resultaram em maior niumero de galhas nas raizes, maior
numero de “pipocas” por unidade de area e tendéncia na redugao dos valores de FR
com o0 aumento do nivel de in6culo. Além disso, plantas inoculadas com 1250 ou
mais ovos+J2, no geral, apresentaram redugdo da massa fresca da parte aérea
(MFPA) e massa fresca da raiz (MFR). Maior conteudo de compostos fendlicos foi
encontrado em tubérculos das cultivares Asterix e BRS Clara provenientes das
testemunhas e das plantas inoculadas com o menor nivel de in6culo (625 ovos + J2
de M. javanica). Maior atividade antioxidante foi observada em tubérculos de batata da
cultivar Asterix e BRS Clara, no maior e menor nivel de inéculo testados,
respectivamente, enquanto que para “BRSIPR Bel” ndo houve diferenga significativa
entre os diferentes niveis de indculo. Em relacdo aos teores de amido, houve
diferengas significativas entre os diferentes niveis de inéculo apenas para a cv.
“Clara”, enquanto que, para as variaveis glicose e sacarose, houve aumento no
conteudo desse carboidrato nos tubérculos com os niveis de inéculo mais elevados
para as cvs. “Bel” e “Clara” e em todos os tratamentos da cv. Asterix onde houve
inoculagcao de ovos+J2 de M. javanica, indicando assim, aumento no conteudo de
acucares redutores e nao redutores em funcao do parasitismo pelo nematoide. No
geral, os teores de matéria seca e os indices de clorofila foram reduzidos com o
aumento do nivel de in6culo do nematoide, reforcando a influéncia negativa do
patdgeno sobre a fisiologia da planta e qualidade dos tubérculos. Pela analise visual
dos cortes nos tubérculos de batata, verificaram-se regides escurecidas mais
intensas naqueles tratamentos em que as plantas foram inoculadas com 1250 a
5000 ovos + J2. Além disso, verificou-se aumento progressivo desses
escurecimentos e a presenca de podriddes dos tubérculos com o aumento do
periodo de armazenamento. Tubérculos processados, tanto na forma de chips
guanto cozidos, apresentaram todas as caracteristicas sensoriais e visuais avaliadas
afetadas pelo nematoide das galhas. Pela analise histopatolégica, as analises
microscopicas das secgbes transversais de galhas nas raizes evidenciaram a
formagédo de células gigantes no cilindro vascular, em numero de seis,
multinucleadas e com nucléolo proeminente, independentemente da cultivar
avaliada. As alteragdes histoldgicas nos tubérculos foram semelhantes aquelas
produzidas pelo nematoide nas raizes. Contudo, nos sitios de alimentagdo dos
tubérculos, notou-se uma quantidade maior de mucilagem, além da desorganizagao
celular, a formagédo das células gigantes, a degradagdo da parede celular e a
presenga de mais de um nucléolo por nucleo.

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, batata, Solanum tuberosum, qualidade de
tubérculos, histopatologia, nivel de inoculo, reagdo de gendtipos, dinédmica
populacional.



Abstract

Schafer, Jaqueline Tavares. Root-knot nematode (Meloidogyne javanica) on the
potato crop: cropping season and populational dynamics, tuber quality, and
histopathological changes in different genotypes. 2015. 112f. Thesis (Doctor) -
Programa de Pdés-Graduagédo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas.
Pelotas, RS, Brazil.

In order to prospect management measures of root-knot nematodes (Meloidogyne
javanica), to assess tuber quality and possible histopathological changes on tissues
infected by root-knot nematodes this study was done. The thesis is divided in three
chapters. The objective of the first study was to evaluate the reaction of different
potato genotypes to M. javanica (Est J3) and its damage on potato tubers at
greenhouse conditions and to study the population dynamics of the root-knot
nematode in a naturally infested area in three cropping seasons. In the second study,
the objective was to evaluate the effect of different levels of M. javanica inoculum on its
reproduction, damage and chemical and biochemical changes in the potato tubers of
cultivars Asterix, BRSIPR Bel and BRS Clara infected by the nematode. In the third
study, the objective was to evaluate visual, sensorial and histopathological changes
in infected potato tubers with the root-knot nematode, and the damaged caused in
different periods after harvesting. In the first study, potato plants of cv. BRS Clara,
established in field plots, in naturally infested soil with M. javanica, an experiment was
carried out to evaluate the nematode population fluctuation in different planting
periods of the year. Concomitantly, using a very aggressive M. javanica population, in
greenhouse, the reaction of ten potato genotypes and the damage caused in the
tubers were evaluated. Finally, an experiment at greenhouse conditions was carry
out to study the influence of different levels of M. javanica inoculum on the quality of
potato tubers of Asterix, BRSIPR Bel and BRS Clara cultivars, chlorophyll index, rate
of nematode reproduction in the roots and tubers, besides other variables. From the
tubers produced by the three potato cultivars, the content of phenolics compounds
and antioxidant activity, starch, glucose, sucrose, and dry matter content were
evaluated. The influence of post-harvest storage time of infected tubers on tuber
internal visual quality was also evaluated, as well as the histopathology and the
relations between de inoculum level and the potato cultivar on the sensorial and
visual traits in potato chips and cooked. In the field experiment, the highest
population levels of M. javanica were observed in the first growing period (from
20.08.2013 to 23.11.2013), when the average daily temperature was higher (24.2°C)
compared to the other periods, which may have favored the development and
reproduction of nematodes in the roots of potato plants. All potato genotypes
behaved as susceptible to M. javanica [reproduction factor (RF)> 1.00], however it was



verified different levels of susceptibility among the tested materials. Evaluating the
influence of different levels of M. javanica inoculum on the different potato cultivars,
there was a significant interaction between the treatments for most analyzed
variables. In general, independently of potato cultivar, higher levels of nematode
inoculum resulted in higher number of galls in the roots, higher number of galls per
area unity, and tendency to of reduction factor values with increase of inoculum level.
Additionally, it was verified that plants inoculated with 1250 or more nematode eggs +
J2, in general, presented reduction on fresh mass of aerial part (FMAP) and fresh
root mass (FRM). Higher content of phenolic compounds was found in tubers of
Asterix and BRS Clara cultivars comparing to control and to the plants inoculated
with the lowest level of nematode inoculum (625 eggs + J2 of M. javanica). Higher
antioxidant activity was observed in potato tubers of Asterix and BRS Clara, with the
highest and lowest level of inoculum tested, respectively; while for BRSIPR Bel there
was no significant difference between the levels of inoculum. In relation to starch
content, there were significant differences among inoculum levels only for BRS Clara,
while for glucose and sucrose content, there was an increase in these carbohydrates
in the tubers with higher M. javanica inoculum levels for BRSIPR Bel and BRS Clara,
and for all treatments with Asterix where there was inoculation of eggs+J2 of m.
javanica. This result indicates increase in the content of reducing and non-reducing
sugars as a result of the parasitism by nematode. Furthermore, there was a
progressive increase of theses darkened regions and the presence of rot in the
tubers with increasing storage period. Evaluating the processed tubers as chips and
cooked, it was verified that all sensorial and visual traits were affected by the root-
knot nematode. Histopathological analysis of cross sections of galls from the roots
with M. javanica revealed the formation of giant cells in the vascular cylinder, six in
number, multinucleated, and with prominent nucleoli, independently of the potato
cultivar. Histological changes observed in the potato tubers were similar to those
produced by nematodes on the roots; however, there has been a greater amount of
mucilage in this region, besides cellular disorganization, formation of giant cells, cell
wall degradation, and the presence of more than one nucleolus per nucleous.

Keywords: Meloidogyne javanica, potato, Solanum tuberosum, tubers quality,
histopathological changes, inoculum levels, resistance, population dynamics.
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respectivamente) €& possivel observar as alteragdes celulares (células
gigantes), bem como a produgdo de substéncia péctica (asteriscos). A
degradacao da parede celular é evidenciada em D (seta). E. Grdos de
amido indicados pelas setas (cv. BRSIPR Bel). F. Detalhe das células
gigantes multinucleadas (pontas de setas), citoplasma com numerosos
vacuolos (V). Barras: A, B = 100um; C, D = 50um; E = 20pm; F = 10um.88
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1 Introducao Geral

A batata (Solanum tuberosum L.), originaria dos Andes peruano e boliviano, é
uma dicotiledbnea perene da familia Solanaceae. Com uma produgdo de
aproximadamente 3,6 milhdes de toneladas anuais, o Brasil ocupa a 23° posigao
quanto a produgao de batata, sendo o terceiro alimento mais consumido em todo o
mundo (IBGE, 2014).

No entanto, a cultura da batata € limitada por varios problemas abidticos e
bidticos. Entre as doengas citam-se, a requeima, causada pelo oomiceto Phytophthora
infestans Mont. de Bary (requeima), aquelas de origem fangica como pinta preta
(Alternaria solani Sorauer) e rizoctoniose (Rhizoctonia solani Kuhn) e dentre outras de
importancia secundaria (NAZARENO; FILHO, 2003; TOFOLI et al., 2012); doengas
de origem bacteriana como a murcha bacteriana (Raistonia solanacearum Smith),
podriddo mole, podriddo da haste e canela preta causadas por diferentes espécies
de Erwinia (OLIVEIRA; SILVEIRA; DUARTE, 2003; BAPTISTA, 2006); doengas de
origem virética como o enrolamento da folha (PLRV- Potato leafroll virus) € 0 mosaico
(PVY= Potato virus Y) (DANIELS; SCHONS, 2003; WANG et al., 2006); e, nematoses
causadas por diferentes fitonematoides (INOMOTO, 2001; SANTOS, 2003).

Dentre as doengas causadas por nematoides fitoparasitas, diversas espécies
sdo responsaveis por prejuizos significativos na cultura, tanto em regides de clima
tropical, subtropical como temperado (VOVLAS et al., 2005; TORDABLE; LAX;
DOUCET, 2008). As perdas ocasionadas por fitonematoides podem alcangar, a nivel
mundial, de 125 bilhdes de ddélares por ano (CHITWOOD, 2003), que segundo
Barker (1998) equivalem em média a 12,2% da produc&o. Contudo, essas perdas
podem ser variaveis dependendo da espécie do nematoide envolvida no
patossistema, seus niveis populacionais, suscetibilidade do gendtipo plantado, entre
outros fatores (SILVA; SANTOS, 2007). No Brasil, o0s géneros Meloidogyne
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(nematoide das galhas) e Pratylenchus (nematoide das lesdes radiculares) sao os
mais frequentes e associados a danos na cultura da batata. Os nematoides das
galhas séo patogenos polifagos e afetam drasticamente a maioria das solanaceas
em diferentes regides do mundo (DJIAN-CAPORALINO et al., 2007). No Brasil, M.
javanica (Treub) Chitwood é considerada a espécie de maior importancia por ser mais
frequente (SILVA et al., 2010; LIMA-MEDINA, 2013) e com maior capacidade
reprodutiva nos genodtipos suscetiveis, estando amplamente disseminada nas
regides produtoras de batata (SILVA et al., 2010). Além disso, as espécies M.
incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. hapla Chitwood, e M. arenaria (Neal) Chitwood
também sdo de grande importancia para a cultura (CHARCHAR; MOITA, 2001),
sendo essas quatro espécies, consideradas como as mais destrutivas do género em
diferentes plantas hospedeiras (VAN VUUREN; WOODWARD, 2001; HUSSEY;
JANSSEN, 2002; VOVLAS et al., 2005).

No solo, juvenis de segundo estadio (J2) do nematoide das galhas infectam o
sistema radicular das plantas de Dbatata, interferindo severamente no
desenvolvimento da cultura e, também, na qualidade e no rendimento dos tubérculos
produzidos. Nos tecidos parasitados, tais patégenos induzem alteragdes histoldgicas
que iniciam com a formacgédo de um sitio de alimentacdo que consiste em trés ou
quatro células gigantes hipertrofiadas por fémea (WILLIAMS, 1972). O género
Meloidogyne possui um ciclo de vida que envolve quatro estadios juvenis, separados
por ecdises, onde a primeira troca se da ainda dentro do ovo, passando de juvenil de
primeiro estadio para J2. Apdés a eclosédo, os J2 migram, no solo, infectando as
mesmas raizes ou penetram nos tubérculos, induzindo a formagao de novos sitios
de alimentagdo. Aproximadamente trés semanas apds a infecgdo, apds passarem
por mais duas ecdises (estadios J3 e J4), as fémeas adultas e globosas, iniciam a
postura colocando de 200 a 1000 ovos em uma matriz gelatinosa, fora da raiz,
completando seu ciclo. Da mesma forma, os machos, vermiformes, passam por duas
ecdises, porém ao atingirem o estadio adulto, podem fecundar a fémea antes de
abandonarem a raiz (GOMES; SOUZA, 2003). Por sua vez, as 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 tanto em raizes como
tubérculos (VOVLAS et al., 2005). Porém, pouco se sabe sobre o tipo de alteragbes

histopatoldgicas que ocorrem em tubérculos parasitados por Meloidogyne Spp.
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A duracgao do ciclo de vida do nematoide das galhas depende principalmente
da espécie e das condi¢cdes ambientais reinantes no local (GOMES; SOUZA, 2003).
M. javanica completa seu ciclo de vida em torno de 40 dias (WILLIAMS, 1972), em
uma faixa de temperatura que varia de 18°C a 31,5°C (CHARCHAR; MOITA, 2001),
com produgcdo média de 600 ovos por fémea. Em uma unica safra de batata, as
populagdes iniciais do patdbgeno passarao por trés ciclos, durante os quais a invasao
dos tubérculos pelos juvenis recém eclodidos € continua, podendo causar danos
severos nas plantas atacadas (BROWN et al., 2006). As espécies M. javanica € M.
incognita sdo capazes de se estabelecerem no cultivo de batata quando a
temperatura ainda € baixa, em torno de 18°C, acelerando o ciclo de vida com o
aumento da temperatura, o que resulta em maior numero de geragdes dos
nematoides a medida que os cultivos se aproximam do periodo de verao
(CHARCHAR, 1995; CHARCHAR, 1997; CHARCHAR; ARAGAO, 2005). A
semelhanga do que ocorre nas raizes, tubérculos de batata também sao infectados
por Meloidogyne spp. e apresentam formacdo de galhas. Apesar de se conhecer a
natureza dessas alteragdes no produto colhido (SILVA; SANTOS, 2007), poucos
estudos existem acerca dos niveis de indculo e danos causados por Meloidogyne Spp.-
sobre a qualidade dos tubérculos infectados.

Para reducdo das populagdoes deste nematoide, varias formas de controle
podem ser adotadas, porém por se tratarem de organismos habitantes do solo, sob
condicdes favoraveis de temperatura e umidade, multiplicam-se com rapidez e ficam
protegidos da agao de substancias toxicas presentes nos agrotdéxicos (CHITWOQOD,
2002). Assim, fica evidente que para o controle ser efetivo, deve haver a integragao
de varias medidas que incluem desde a escolha da area de plantio e da batata
semente, até a colheita. Assim, as principais medidas sdo baseadas no uso de
batata semente livre de patdgenos, rotagdo de culturas aliado ao uso de plantas
antagonistas, alqueive e, em ultimo caso, o controle quimico (CHITWOOD, 2002;
PINHEIRO; LOPES; HENZ, 2009).

Juntamente com as praticas citadas anteriormente, a utilizagdo de variedades
resistentes € um dos métodos que se constitui de grande relevancia para o controle
de nematoides em diferentes culturas (BROWN et al., 2006). O emprego da
resisténcia genética apresenta vantagens como inocuidade a saude humana, custo
relativamente baixo, além de n&o poluir o meio ambiente. Porém ainda se conhece

pouco sobre fontes de resisténcia de batata ao nematoide das galhas, em nossas
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condi¢gdes (PINHEIRO; LOPES; HENZ, 2009). A maioria das variedades de batata
cultivadas no Brasil € de origem europeia, sendo essas desenvolvidas em condigbes
climaticas diferentes e ndo apresentam resisténcia as espécies dos nematoides das
galhas que ocorrem em condigdes brasileiras (CHARCHAR; MOITA, 2001; LIMA-
MEDINA, 2013), o que pode acarretar em perda de qualidade dos tubérculos caso
tenham sido produzidos em areas infestadas por Meloidogyne spp. Como
consequéncia da perda de qualidade, o tubérculo sofre depreciacdo. Além disso,
tubérculos infectados podem servir como fonte de indéculo, uma vez que os
produtores ainda preferem deixa-los no solo a arcar com os custos da colheita, o
que contribui para o aumento da populagédo destes fitopatdgenos na area e ainda
favorece a sua disseminagao para novas areas (TORDABLE; LAX; DOUCET, 2008).

No Brasil, a principal forma de consumo da batata € in natura.
Consequentemente, a aparéncia geral, formato, tamanho e cor da periderme dos
tubérculos influenciam diretamente na escolha feita pelos consumidores (HAYES;
THILL, 2002; SILVA; SANTOS, 2007). Nesse sentido, defeitos visuais nos tubérculos
afetam tanto a comercializagdo do produto para consumo direto como pela industria,
sendo rejeitados (NARDIN, 2007). Visando o abastecimento das industrias de batata
frita, caracteristicas como alto teor de matéria seca, olhos pouco profundos e baixo
teor de acgucares redutores, sdo as mais desejadas. Além disso, o aumento da
temperatura durante o processamento industrial pode provocar o escurecimento nao
enzimatico, alterando a cor e o sabor da batata frita nos pontos onde ocorre a
infeccdo pelos nematoides (SILVA; SANTOS, 2007). Sabe-se que esse
escurecimento e o sabor amargo condicionam a rejeicdo do produto final pelos
consumidores (COELHO; VILELA; CHAGAS, 1999). Entretanto, raros sdo os
trabalhos disponiveis na literatura, que abordam tais alteragdes fisico-quimicas e a
consequéncia dos danos causados pelo nematoide em caracteristicas sensoriais do
produto. Apesar de existirem relatos de que tubérculos injuriados por Meloidogyne Spp.
possuem sua qualidade reduzida, as pesquisas conduzidas para estudar a dimensao
dos danos e ou processos interferidos foram realizados na Europa, cujas condigbes
ecologicas de cultivo e as espécies de Meloidogyne associadas a cultura, sao
diferentes em sua grande maioria daquelas que ocorrem em nossas condigdes
(WESEMAEL; VIAENE; MOENS, 2011).

Considerando-se a importancia da cultura da batata para a regidao Sul do

Brasil e a necessidade de pesquisas sobre resisténcia genética de cultivares de
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batata a M. javanica, manejo adaptado as condi¢des climaticas da regiao; e, falta de
informacdes acerca de alteragdes sensoriais, visuais em tubérculos infectados pelo
nematoide, o presente estudo foi dividido em trés capitulos:

- No primeiro, objetivou-se avaliar a reacdo de gendtipos de batata a M. javanica € 0s
respectivos danos em tubérculos, em casa de vegetagdo, e estudar a dinamica
populacional do nematoide das galhas em area naturalmente infestada com o
patdgeno, em trés diferentes periodos de cultivo;

- No segundo capitulo, teve-se por objetivo, avaliar o efeito de diferentes niveis de
inéculo de M. javanica sobre a sua reproducdo, danos e alteracbes quimicas e
bioquimicas em tubérculos de batata das cultivares Asterix, BRSIPR Bel e BRS
Clara infectados pelo nematoide;

- E no terceiro, teve-se por objetivo, avaliar danos visuais ocasionados por M. javanica
em tubérculos de batata na colheita e em dois periodos de armazenamento; avaliar
as caracteristicas sensoriais e visuais de tubérculos de batata de diferentes
cultivares infectados com o nematoide; e, por fim, investigar os tipos de alteragbes
histopatologicas presentes em tubérculos de diferentes cultivares de batata
infectados com o nematoide e comparar com aquelas alteracbes nas raizes

parasitadas por esse patdgeno.



2 CAPITULO | - Reagdo de genétipos de batata (Solanum tuberosum L.) a
Meloidogyne javanica € dindmica populacional do nematoide

em diferentes periodos de cultivo.

2.1 Introducao

No Brasil, a producdo de batata (Solanum tuberosum L.) foi de 3.569.750
toneladas de tubérculos na safra de 2013, sendo a regido Sul responsavel por
aproximadamente 40,5% da produgao do Pais (IBGE, 2014). A cultura é afetada por
diversos problemas de ordem fitossanitaria que causam prejuizos diretamente na
producdo ou influenciam na qualidade dos tubérculos (ZAMBOLIM, 2011). Dentre
esses, os fitonematoides representam sérios problemas a cultura na maioria das
regides de cultivo de batata (PINHEIRO; LOPES, 2011; ESTEVES; MALEITA;
ABRANTES, 2014), cujos principais causadores de danos sdo os nematoides das
galhas (Meloidogyne spp.), das lesdes (Pratylenchus spp.) e os formadores de cistos
(Globodera spp.) (YOUSSEF, 2013).

Os nematoides das galhas séo patdégenos danosos que podem causar perdas
significativas em cultivos de batata (POWERS et al.,, 2005). No Brasil, diferentes
espécies do género Meloidogyne encontram-se amplamente distribuidas em diversas
regides produtoras de batata, sendo M. javanica (Treub) Chitwood e M. incognita (Kofoid
& White) as mais frequentes (CHARCHAR, 1997; CHARCHAR, 1981; SILVA, 2009).
Em levantamento recente realizado em zonas produtoras de batata do Sul do Brasil,
verificou-se que M. javanica foi a espécie de maior ocorréncia (LIMA-MEDINA, 2013),
sendo esta também considerada como a mais comum na maioria das regides de
cultivo com S. tuberosum do globo (VOVLAS et al., 2005).

O conhecimento do ciclo de vida dos nematoides das galhas faz-se

necessario para a adogao de medidas que auxiliem na reducao de suas populacdes
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no solo em areas infestadas, de forma que a cultura ndo seja prejudicada no
decorrer dos anos. O ciclo de vida do género Meloidogyne envolve quatro estadios
juvenis separados por ecdises, cuja primeira troca se da ainda dentro do ovo,
passando de juvenil de primeiro estadio (J1) para juvenil de segundo estadio (J2).
Ao eclodirem, os J2 migram no solo, infectando as raizes da planta hospedeira,
estabelecem um sitio de alimentagéo no parénquima vascular (TAYLOR; SASSER,
1978), tornam-se sedentarios e iniciam o processo de parasitismo. Os J2, entéo,
sofrem mais trés ecdises, dando origem a J3 e J4 e, finalmente, aos machos e
fémeas adultos (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991). Ao injetarem secrecgoes
nas células do sitio de alimentagado, as células ao redor da regido anterior de seu
corpo, aumentam de tamanho (hipertrofia) e, concomitantemente, ocorre a divisao
sucessiva das células corticais, as quais originam engrossamentos nas raizes,
vulgarmente conhecidos como galhas (hiperplasia). Os machos adultos completam o
ciclo de vida, podendo fecundar as fémeas, e, abandonam a raiz. As fémeas tornam-
se obesas, produzindo massas de ovos externamente as raizes. Apos o término
deste ciclo, novos J2 eclodem infectando as raizes ou penetrando nos tubérculos
através das lenticelas, estabelecendo novos sitios de alimentacdo. Os sintomas
externos dessa infeccdo nos tubérculos se tornam visiveis em forma de
protuberancias (galhas) de diferentes tamanhos, vulgarmente conhecidas como
“pipocas” (GOMES; SOUZA, 2003).

Perdas causadas pelo nematoide das galhas podem chegar até 100% em
areas de producgao de batata, cujos prejuizos vao variar com a cultivar, a época de
plantio e o nivel de infestacdo do solo (CHARCHAR, 1995; GOMES; SOUZA, 2003).
Sabe-se que a temperatura é considerada um dos fatores mais importantes no ciclo
de vida de Meloidogyne spp. por afetar a sobrevivéncia e o parasitismo das diferentes
espécies (DICKSON; DE WAELE, 2005). De acordo com Charchar e Moita (2001), a
melhor época de cultivo desta solanacea esta relacionada com a época de
temperaturas mais amenas, baixa umidade do solo e de menor densidade
populacional de nematoides. Dessa forma, as maiores perdas sdo observadas
quando a temperatura e umidade do solo sdo mais elevadas para a maioria das
espécies de Meloidogyne que infectam a cultura e que ocorrem no Brasil
(CHARCHAR, 1995). M. javanica completa seu ciclo de vida em torno de 40 dias
(WILLIAMS, 1972), em uma faixa de temperatura que varia de 18°C a 31,5°C
(CHARCHAR; MOITA, 2001), com produgdo média de 1000 ovos por fémea
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(GOMES; SOUZA, 2003; PINHEIRO; LOPES, 2011). Em uma unica safra de batata
pequenas populagdes iniciais passarao por trés ciclos, durante os quais a invasao
dos tubérculos pelos juvenis recém eclodidos € continua, o que causa danos
severos (BROWN et al., 2006).

As espécies M. incognita € M. javanica SA0 capazes de se estabelecerem no
cultivo de batata quando a temperatura ainda é baixa, em torno de 18°C, acelerando
o ciclo de vida com o aumento da temperatura, o que resulta em maior niumero de
geragbes dos nematoides a medida que os cultivos se aproximam do periodo de
verdo (CHARCHAR, 1995; CHARCHAR, 1997; CHARCHAR; ARAGAO, 2005). Em
trabalho realizado por Charchar, Oliveira e Moita (2009), na regido Central do Pais,
os autores verificaram que M. incognita € M. javanica levaram 63 dias para completarem
o ciclo de vida em cultivar resistente e 56 dias em cultivar suscetivel no plantio da
seca (Maio-Setembro). Porém, na época das chuvas (Janeiro-Abril), foram
necessarios 36 dias para os nematoides completarem o ciclo em cultivar resistente e
30 dias em cultivar suscetivel. No Rio Grande do Sul, existem duas épocas de
plantio, uma no periodo de outono, e outro, na primavera (PEREIRA et al., 2005). No
entanto, para as condigdes da regiao sul do Brasil, ainda n&do se dispdem de dados
de campo. Essas informagdes seriam muito importantes para prospeccao de
possiveis medidas de manejo em fungao do ciclo de vida do nematoide das galhas
na cultura da batata.

Sabe-se que a utilizacdo de produtos quimicos no controle de Meloidogyne spp.
nas mais diversas culturas é pouco eficiente (ALMEIDA, 1992, DONG; ZHANG,
2006; NUNES; MONTEIRO; POMELA, 2010). Além do mais, esses produtos sao
altamente toxicos e com capacidade de acumulagdo residual nos tubérculos
(BROWN; MOJTAHEDI; SANTO, 1991; CHARCHAR, 1995; PINHEIRO; LOPES;
HENZ, 2009). O plantio de tubérculos sadios em locais isentos ou com baixas
populagbes do patégeno constitui-se em uma boa forma de reduzir os danos
causados pelo nematoide das galhas. Portanto, quaisquer medidas que evitem a
disseminagao ou restrinjam o desenvolvimento e a reprodu¢do do nematoide podem
desfavorecer o patdégeno em beneficio da planta. Dessa forma, o conhecimento da
biologia e evolugdo da dindmica populacional dos fitonematoides pode fornecer
subsidios para se estabelecer os periodos mais adequados de plantio de uma
cultura ou mesmo para realizar levantamentos nematolégicos (DINARDO-MIRANDA,;
SPIRONELLO; MARTINS, 1997).
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Dentre as cultivares de batata plantadas no Brasil, a maioria dos genadtipos &
de origem europeia. Esses materiais foram desenvolvidos em condi¢des climaticas
diferentes e, de uma forma geral, ndo apresentam resisténcia a M. javanica € M.
incognita, espécies do nematoide das galhas frequentemente associadas aos climas
tropical e subtropical, tipicos das regides brasileiras onde se cultiva a batata. Dessa
forma, a disponibilidade de materiais resistentes ou menos suscetiveis constitui-se
como uma pratica de grande importancia no manejo do nematoide das galhas além
de possibilitar a redugao do uso de produtos quimicos em areas infestadas com
essas pragas (GRECO 1993; WEINGARTNER; McSORLEY; GOTH, 1993).

Além dos problemas relacionados aos danos causados por fitonematoides na
cultura da batata, perdas ainda maiores podem estar associadas a outras pragas e
doengas foliares como a requeima [Phytophthora infestans (Mont.) de Bary] no mesmo
cultivo. Este oomiceto € considerado um dos patégenos mais destrutivos da
batateira por causar necrose nas folhas, hastes e tubérculos, resultando em perdas
significativas em regides que apresentam condigbes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento da doenga. Assim, em periodos prolongados de chuva e/ou orvalho
e temperaturas abaixo de 20°C (NAZARENO; JACCOUD FILHO, 2003), em poucos
dias, a requeima pode dizimar com a cultura (FORBES, 2012; HARRISON, 1992).

Tendo em vista o exposto, objetivou-se com esses estudos: i) avaliar a reagao
de gendtipos de batata a M. javanica € 0s respectivos danos em tubérculos, em
condicbes de casa de vegetacdo; e, i) estudar a dindmica populacional do
nematoide das galhas em area naturalmente infestada em trés diferentes periodos

de cultivo.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Avaliacao da reacao de genétipos de batata a Meloidogyne javanica

Trés cultivares (BRS Ana, BRSIPR Bel e BRS Camila) e sete gendtipos de
batata (CL02-05, F23.11.06, F32.02.06, F38.03.07, F189.09.06, F23.24.06 e
F22.01.08), provenientes do programa de melhoramento da Embrapa, foram
avaliadas quanto a resisténcia genética e danos causados por M. javanica, em casa
de vegetagao (25 + 5°C).
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Como in6culo do nematoide, utilizou-se uma populagéo pura de M. javanica (Est
J3) altamente agressiva a batata (LIMA-MEDINA, 2013), a qual foi multiplicada e
mantida em plantas de tomate (Solanum lycopersicum Mill.) cv. Rutgers, em vasos
contendo solo autoclavado, em casa de vegetacéao.

Plantas individuais de batata obtidas a partir de tubérculos-sementes dos
diferentes gendtipos, mantidas em vasos com solo esterilizado, foram inoculadas
com uma suspensao aquosa contendo 5.000 ovos + juvenis de segundo estadio (J2)
de M. javanica obtidos conforme metodologia descrita por Hussey e Barker (1973),
modificada por Bonetti e Ferraz (1981). Como testemunhas, plantas da cultivar
suscetivel BRS Ana (LIMA-MEDINA, 2013) foram inoculadas com o mesmo nivel de
indculo do patégeno. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeti¢cdes por genotipo.

Decorridos 55 dias da inoculacdo, as raizes de cada planta foram separadas
da parte aérea e avaliadas quanto ao numero de galhas no sistema radicular. A
seguir realizou-se a extragao de ovos + J2 do nematoide das raizes de cada planta
(populagao final), conforme metodologia de Hussey e Barker (1973) modificada por
Bonetti e Ferraz (1981) para quantificagdo e determinagao do fator de reproducéao
(FR = populagao final / populagéo inicial) de M. javanica (OOSTENBRINK, 1966).

Os tubérculos também foram avaliados quanto ao numero de protuberancias
(“pipocas”) presentes em uma drea pré-estabelecida de 1,76cm?Aubérculo, em trés
tubérculos por repeticdo, conforme metodologia descrita por Lima-Medina (2013).

Posteriormente, os valores de numero de galhas (transformados em raiz x+1),
fatores de reproducdo e numero de protuberancias foram submetidos a ANOVA,
sendo as médias de cada tratamento comparadas entre si pelo teste de
agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SASM-Agri
(CANTERI et al., 2001). Adicionalmente, os gendtipos de batata foram classificados
de acordo com os valores de FR, considerando-se como resistentes, aqueles

gendtipos cujo nematoide apresentou FR<1,00 e suscetivel com FR>1,00.

2.2.2 Dinamica populacional de Meloidogyne javanica em area naturalmente

infestada em diferentes periodos de cultivo com batata

Teve-se por objetivo nesse estudo avaliar a influéncia de diferentes épocas de
plantio sobre o nivel populacional do nematoide das galhas em plantas de batata da
cultivar suscetivel BRS Clara (LIMA-MEDINA, 2013), em condigdes de campo. O
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experimento foi instalado na localidade de Ponte de Cordeiro Farias, interior da
cidade de Pelotas-RS, em uma area naturalmente infestada por M. javanica Est J3,
espécie previamente caracterizada pelo perfil isoenzimatico de esterase
(CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

O ensaio foi estabelecido em parcelas constituidas por uma linha de plantio
de dois metros, da qual foi retirada uma amostra composta de 1000 g de solo para
avaliacdo da populacional inicial do nematoide no solo (JENKINS, 1964).
Paralelamente foi realizado um bioteste em casa de vegetagao (25°C £ 5°C) com o
tomateiro “Rutgers” suscetivel a Meloidogyne spp. para complementagao do calculo da
populagao inicial do nematoide das galhas de cada amostra.

Logo apds, conduziu-se o plantio de 10 tubérculos de batata/parcela com
espacamento de 0,20m entre plantas em trés diferentes periodos de cultivo entre os
meses de agosto e dezembro de 2013 (20/08 a 23/11; 10/09 a 23/11; e, 30/09 a
07/12). O experimento foi conduzido em blocos ao acaso e constou de trés
repeticdes para cada tratamento. Decorrido o periodo de plantio das batatas, ao final
de cada intervalo, os tubérculos de cada parcela foram colhidos e pesados.
Amostras de solo (JENKINS, 1964) e de raizes (HUSSEY; BARKER, 1973
modificado por BONETTI; FERRAZ, 1981) de cada parcela, foram processadas para
determinagdo da populagao final e estimativa do fator de reprodugédo de M. javanica
(OOSTEMBRINK, 1966). A seguir, os valores de FR, de peso e de numero de
tubérculos foram submetidos a ANOVA, sendo as médias dos tratamentos
comparados entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa SAS (SAS System 9.0, SAS Institute, Cary, NC-USA).

Adicionalmente, dados de temperatura e precipitacdo da regido de estudo
provenientes da Estagdo Meteoroldogica da Cascata da Embrapa Clima Temperado,
foram coletados no periodo de 20 de agosto a 7 de dezembro de 2013, e encontram-

se nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1 - Dados de temperatura maxima (A), média (m) e minima (e) e diferentes
periodos de cultivo de batata cv. BRS Clara (20/08 a 23/11/2013; 10/09 a
23/11/2013 e 30/09 a 07/12/2013), em solo naturalmente infestado pelo

nematoide das galhas Meloidogyne javanica, em condicdes de campo.
Pelotas/RS, 2015.
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Figura 2- Dados de umidade relativa do ar em percentagem ¢) , precipitagéo pluvial
em mm (| ) e diferentes periodos de cultivo de batata cv. BRS Clara
(20/08 a 23/11/2013; 10/09 a 23/11/2013 e 30/09 a 07/12/2013), em solo
naturalmente infestado pelo nematoide das galhas Meloidogyne javanica, em
condi¢cdes de campo. Pelotas/RS, 2015.
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Avaliagao da reacao de genotipos de batata a Meloidogyne javanica

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, todos os genétipos de
batata comportaram-se como suscetiveis a M. javanica em comparagao a cultivar BRS
Ana utilizada como testemunha (Tabela 1). Fatores de reprodugao maiores que 1,00
indicam a suscetibilidade dos gendtipos avaliados a fitonematoides. Dessa forma,
tubérculos produzidos em areas infestadas, e provenientes de gendtipos suscetiveis
a Meloidogyne sp., podem ter sua qualidade afetada tornando-se impréprios para a
comercializacéo (SILVA; SANTOS, 2007).

Em relagdo a variavel numero de galhas, os clones F23.11.06, F189.09.06 e
F22.01.08 foram os que apresentaram os maiores danos causados pelo nematoide
nas raizes, diferindo significativamente da testemunha suscetivel e dos demais
gendtipos (Tabela 1), porém esses mesmos clones nao tuberizaram. Ja os clones
onde o nematoide apresentou maior fator de reproducdo foram F32.02.06,
F38.03.07, F23.11.06, F189.09.06 e 23.24.06, sendo os dois primeiros, aqueles nos
quais verificaram-se os maiores danos ocasionado por M. javanica nos tubérculos
(numero de protuberancias).

De uma forma geral, verificou-se correlagdo positiva altamente significativa
entre danos (numero de “pipocas”) nos tubérculos e multiplicagdo (FR) de M. javanica
nas cultivares avaliadas (R=0,53; P<0,01), informagdo esta que corrobora com
trabalho semelhante realizado por Lima-Medina (2013) onde avaliou a reagdo de
diferentes cultivares de batata a distintas populagbes de M. javanica. No entanto,
apesar de positiva a correlacdo entre FR e numero de galhas, o valor foi baixo
(R=0,24; P<0,07), comparativamente ao referido autor. Contudo, todos os materiais
testados nesse estudo mostraram-se suscetiveis ao nematoide das galhas
confirmando a patogenicidade dessa espécie a cultura da batata (SILVA, 2009;
LIMA-MEDINA, 2013).
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Tabela 1 - Fator de reprodugédo de Meloidogyne javanica, numero de galhas nas raizes,
numero de "pipocas" nos tubérculos e reagdo de 10 gendtipos de batata
ao nematoide. Pelotas/RS, 2015.

Numero de Numero de

Genotipos FR galhas protuberancias Reagao
BRS Ana' 20,3 b 192,2 b 7,9 d S
BRSIPR Bel 23,8 b 156,5 b 129 c S
CL02-05 11,3 b 2283 b 75 d S
BRS Camila 13,3 b 131,8 b 72 d S
F22.01.08 17,8 b 3952 a ** S
F23.11.06 28,81 a 414,8 a * S
F32.02.06 36,2 a 2038 b 19,8 a S
F38.03.07 314 a 2458 b 223 a S
F189.09.06 30,0 a 369,7 a * S
F23.24.06 41,3 a 2473 b 155 b S
CV (%) 37,25 49,41 29,64

* Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade; ** gendtipos que n&o apresentaram tuberizagdo; FR = fator de reprodugéo;
CV = coeficiente de variagado; 1 = testemunha suscetivel.

A suscetibilidade da testemunha “BRS Ana” a M. javanica (Tabela 1), foi
primeiramente relatada por Lima-Medina (2013), cujo autor também verificou que
essa mesma cultivar € boa hospedeira de M. incognita, M. arenaria, M. ethiopica, M.
enterolobii € M. graminicola. Da mesma forma, a cv. BRSIPR Bel, apesar de apresentar
otimas qualidades culinarias para a industria e ser moderadamente resistente a
requeima (Phytophthora infestans), a pinta-preta (Alternaria solani) € ao mosaico e
enrolamento da folha, causados respectivamente pelos virus PVY e PLRV
(PEREIRA et al.,, 2015), também comportou-se como suscetivel a M. javanica e
tubérculos com aparéncia rugosa em fungdo da sintomatologia (Figura 3). Em
relacdo a outras doencas, ndo se tem ainda informagdes sobre o comportamento
desta cultivar. A suscetibilidade de BRSIPR Bel ao nematoide das galhas tem sido
relacionada em outros trabalhos. Lima-Medina (2013), avaliando a reagédo desta
cultivar a M. arenaria, juntamente com outras oito cultivares, verificou que este

material genético foi o que mais apresentou reprodu¢ado do nematoide.
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Figura 3 - Tubérculos da cultivar de batata BRSIPR Bel, provenientes de plantas
inoculadas com 5000 ovos + J2 de Meloidogyne javanica, apresentando
protuberancias (“pipocas”). Pelotas/RS, 2015.

Lima-Medina (2013) avaliando as cultivares BRS Clara e Agata quanto ao
numero de “pipocas” em tubérculos de batata, verificou que os danos ocasionados
por M. javanica foram maiores quando se tratava de uma espécie mais agressiva. Mm.
incognita também pode provocar danos diretos pela formagéo de protuberancias em
tubérculos de batata, as quais também inviabilizam sua comercializagao
(SCURRAH; NIERE; BRIDGE, 2005; BROWN; MOJTAJEDI, 2004; TAYLOR;
SASSER, 1978). Em trabalho similar, Medina et al. (2014) estudando a reacgéo de
cultivares de batata a M. ethiopica, verificaram que todas as cultivares estudadas se
mostraram suscetiveis ao nematoide. Porém, as cultivares BRS Ana e BRSIPR Bel
tiveram menores quantidades de galhas e apresentaram baixo fator de reprodugao
de M. ethiopica. Além disso, tais resultados estdo diretamente ligados a ocorréncia de
infestacbes que podem ocorrer em outros cultivos com espécies perenes e anuais
suscetiveis a essa espécie do nematoide das galhas (SOMAVILLA 2008;
MAGUNACELAYA, 2005).

A nao tuberizagao dos genotipos F23.11.06, F189.09.06 e F22.01.08 se deve,
muito provavelmente, as condigdes de temperatura na casa de vegetagao (25°C +
10°C) durante a condugdo do ensaio, uma vez que esses materiais nédo produzem
tubérculos em temperaturas acima do 6timo da cultura. De acordo com Levy e

Veilleux (2007), a maioria das cultivares comerciais no Brasil, tuberiza melhor em
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temperaturas médias pouco acima de 15,5°C. A temperatura acima da faixa ideal
afeta diretamente o metabolismo das plantas e interage com outros fatores
ambientais, tendo assim, efeito significativo no seu desenvolvimento. No caso
especifico da batata, temperaturas altas ndo s6 reduzem a sintese de
fotoassimilados essenciais ao desenvolvimento da planta assim como sua particao
para os tubérculos (LOPES et al.,, 2011), afetando a produgédo e qualidade dos
mesmos (PINTO et al., 2010).

Os elevados valores de FR de M. javanica verificados nos genotipos
demonstram a elevada suscetibilidade da batata a essa espécie do nematoide das
galhas. Em trabalho realizado por Charchar e Moita (1997), dos 48 gendtipos de
batata testados quanto a resisténcia a M. javanica, em campo, apenas a cultivar
“‘Achat” apresentou moderada resisténcia. Ja em casa de vegetacdo, Silva et al.
(2010) avaliaram a reagao de sete gendtipos de batata a essa mesma espécie e
constataram que houve boa reprodugao do nematoide, cujos valores de FR variaram
entre 1,3 e 50,1. Di Vito et al. (2003) ao testarem a reacado de cultivares e acessos
silvestres de Solanum spp. a M. arenaria, verificaram que todos os materiais foram
suscetiveis ao nematoide. J4, Lima-Medina (2013) avaliando a reacao de 24
genotipos de batata silvestre (Solanum spp.) do BAG da Embrapa, apesar de ter
observado que a maioria desses genodtipos foi suscetivel a M. javanica, alguns
materiais genéticos comportaram-se como resistentes ou moderadamente
resistentes ao nematoide. O fato da maioria das cultivares utilizadas serem
suscetiveis ao nematoide das galhas, faz com que seja muito importante a escolha
do local de plantio, com o intuito de evitar o cultivo em areas pré-infestadas para que
nao ocorram futuras perdas na pré e pds-colheita. Considerando que a maioria das
cultivares e gendtipos de batata cultivados no Brasil é suscetivel ao nematoide das
galhas e que M. javanica, encontra-se amplamente disseminada na maioria das areas
de producéo de batata do pais (CHARCHAR; MOITA, 1996; SILVA, 2009). Dessa
forma, o uso de gendtipos como progenitores com alguma resisténcia em programas
de melhoramento de batata pode representar uma importante estratégia no manejo

do nematoide.
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2.3.2 Dinamica populacional de Meloidogyne javanica em area naturalmente

infestada em diferentes periodos de cultivo com batata

De acordo com os resultados apresentados na figura 4, verificaram-se
diferengas significativas na reprodu¢céo do nematoide das galhas e na produgéo total
de tubérculos entre os periodos de cultivo testados (P<0,05). As maiores taxas
reprodutivas de M. javanica foram observadas no primeiro cultivo (Figura 4A), onde a
temperatura média diaria foi mais alta (24,2°C) (Figura 1) nos primeiros 20 dias
comparativamente aos demais periodos avaliados, o que pode ter favorecido o
desenvolvimento e reproduc¢ao do nematoide nas raizes das plantas de batata. Com
relagdo a populagao final do nematoide, nao houve diferengas significativas entre as
diferentes épocas de plantio (Figura 4B). Ja em relagdo as variaveis massa e
numero de tubérculos, os valores mais elevados foram obtidos no 1° e 2° cultivos

conforme pode ser observado na Figura 4C e 4D, respectivamente.
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Figura 4 - Fator de reproducao (FR) do nematoide das galhas, Meloidogyne spp., em
condigdes de campo (A), populagao final de nematoides (B), massa (C) e
numero de tubérculos (D) produzidos por plantas de batata cv. BRS Clara
em condigdes de campo, sob trés diferentes periodos de cultivo (periodo
1: 20/08 a 23/11/2013; periodo 2: 10/09 a 23/11/2013; e, periodo 3: 30/09
a 07/12/2013). Pelotas/RS, 2015.

De acordo com Charchar (1995; 1997) e Charchar e Aragao (2005), as
especies M. incognita € M. javanica SA0 capazes de se estabelecer no cultivo de batata
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quando a temperatura ainda € baixa (£ 18°C), porém ocorre o aceleramento do ciclo
de vida com o aumento da temperatura, o que resulta em maior numero de geragoes
dos nematoides a medida que os cultivos se aproximam do periodo de verdo. Ainda,
o fato da populacdo permanecer relativamente baixa no terceiro periodo pode ser
atribuido ao curto tempo de permanéncia da cultura no campo (67 dias),
contribuindo para o menor nivel populacional do nematoide das galhas, como
observado na Figura 4. Tais resultados corroboram com aqueles obtidos por
Santana et al. (2012) na avaliagdo das populagdes de M. incognita em campo
naturalmente infestado e cultivado com hortaligas por 42 dias, verificando-se que os
baixos niveis populacionais do nematoide estavam associados as menores
temperaturas ocorridas no periodo.

Outro fator importante na manutengdo das populagbes do nematoide das
galhas no solo € a umidade. Os maiores valores de precipitagdo acumulada foram
observados no primeiro periodo (655,8 mm) em comparagao ao segundo e terceiro,
(575,6 e 426 mm), conforme Figura 2. Charchar (1990), estudando a biologia de wm.
incognita € M. javanica em batata, na estagdo chuvosa, no Distrito Federal, verificou que
ambas espécies completaram o ciclo de vida em 27 dias quando a temperatura do
solo variou entre 22°C e 27°C. Entretanto quando as temperaturas oscilaram entre
16,5°C e 22,8°C, na estagado seca, os mesmos autores observaram que estas
especies levaram mais de 57 dias para completarem seu ciclo, situagdo semelhante
a observada nesse estudo considerando os parametros precipitacao e temperatura.
Adversamente, Almeida, Campos e D’arc Lima, (1987), estudando a dinamica
populacional de M. exigua em cafeeiro, verificaram decréscimo acentuado das
popula¢des de nematoides no periodo chuvoso e aumento no periodo seco. Porém,
em trabalho conduzido por Almeida, Santos e Martins (2010) no patossitema M.
enterolobii X goiabeira, os autores observaram que a irrigacao do pomar proporcionou
melhores condicdes para o desenvolvimento do nematoide em fungdo da
manutengao da umidade no solo.

Embora os maiores niveis populacionais do nematoide e valores de
precipitagdo acumulada coincidam com o primeiro periodo testado, outras variaveis
biéticas e abidticas podem também ter afetado a dindmica populacional de M. javanica
no solo cultivado com batata. Nesse sentido, a temperatura influi sobre as atividades
dos nematoides, tais como, eclosédo, desenvolvimento, movimento, reprodugdo e

sobrevivéncia. A temperatura também pode influenciar no crescimento da planta
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hospedeira, produzindo modificagbes morfologicas e fisioldégicas as quais tém
influéncia sobre a atividade e o desenvolvimento dos nematoides (LAUGHLIN;
LORDELLO, 1977; CAMPOS et al, 2011).

A menor producdo de tubérculos observada no terceiro periodo de cultivo, aos
68 dias da emergéncia, da evidéncias deste fato estar fortemente relacionado ao
fotoperiodo (LEVY; KEDAR, 1985) pelo plantio tardio em relagdo ao calendario de
plantio no Rio Grande do Sul; e, a ocorréncia de requeima (Phytophthora infestans De
Bary) durante o periodo de tuberizagdo (Figura 5), cuja severidade da doenca
encontrava-se acima de 75% (REIFSCHNEIDER, 1980). Nesse mesmo periodo,
verificou-se maior numero de dias com temperaturas variando entre 16 e 26°C e
maior numero de horas com UR superior a 90% (WALLIN, 1962), o que pode ter
contribuido para a rapida evolucdo da epidemia, uma vez que tais condi¢des sao
favoraveis ao oomiceto (ROJAS et al., 2014). Apesar das temperaturas meédias
diarias maximas obtidas no terceiro cultivo terem sido semelhantes ao primeiro
(Figura 1), a reducao de 28 dias no ciclo da cultura (até a colheita) pode ter afetado
sensivelmente o desenvolvimento e reprodugao de M. javanica nas plantas de batata,

resultando nos menores valores de FR conforme ja discutido.

Figura 5 - Severidade de Phytophthora infestans em batata cv. BRS Clara em condi¢des
de campo, aos 68 dias de emergéncia, no periodo de plantio de 30/09 a
07/12/2013. Pelotas/RS, 2015.

De uma forma geral, considerando-se a reagao das cultivares de batata a wm.
javanica, observada nesse estudo, todos os materiais genéticos utilizados mostraram-

se suscetiveis ao nematoide das galhas. Porém, em relagdo a reproducéo do
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nematoide no campo, esperava-se que a medida que houvesse aumento nas
temperaturas em fungdo do periodo de cultivo e proximidade ao verdo, aumentasse
o dano ocasionado pelo nematoide das galhas nas plantas de batata e
consequentemente, redugdo da producido. Conforme ja discutido anteriormente, as
baixas e atipicas temperaturas dos periodos de plantio mais tardios, fotoperiodo e a
elevada UR parecem ser a principal causa na reducao do ciclo da cultura no campo
e 0 que pode ter afetado a avaliagdo dos danos ocasionados pelo nematoide das
galhas na cultura.

O sistema ecologico no qual vive o nematoide torna-se uma complexa
interagdo com plantas hospedeiras, microclima, propriedades fisicas e quimicas do
solo, e micro-organismos (LAUGHLIN; LORDELLO, 1977), resultando em dinamicas
populacionais distintas. Levando-se em conta essas inter-relagdes, Almeida; Santos;
Martins (2010) verificaram que elevados niveis populacionais de fitonematoides s&o
frequentemente encontrados em solos umidos e bem drenados, sendo que os solos
saturados néo favorecem o aumento da populagao desses fitopatégenos. Da mesma
forma, no periodo de inverno, ocorre redugdo da densidade do inéculo de
fitonematoides em plantio de batata (STARR; JEGER, 1985). Porém, sabe-se que as
condigdes de plantio, praticas de cultivo e as populagdes do nematoide tornam-se
fatores heterogéneos, o que dificulta a compreensao dos fatores agroecoldgicos,
como por exemplo, a interagdo M. hapla x batata (MELAKEBERHAN et al., 2007). Em
outro trabalho, Wesemael et al. (2014) estudando o patossistema M. minor X batata,
em condi¢cdes de campo, na Bélgica, verificaram que o nematoide levou 35-42 dias
para completar seu ciclo de vida a uma temperatura de 22,3°C. Comparativamente,
M. arenaria, M. hapla, M. incognita € M. javanica levaram respectivamente 36, 43, 37 e 43
dias para completar o ciclo a 21°C em lavouras conduzidas a campo na Califérnia
(PLOEG; MARIS, 1999). Porém, para as condi¢gbes do sul do Pais, pouco tem sido
explorado sobre a relagao entre a presenga do nematoide das galhas e os danos
causados em tubérculos.

Mesmo que seja feito 0 manejo de doengas foliares e de outras pragas em
uma lavoura de batata, o controle do nematoide das galhas em areas infestadas
normalmente € mais arduo por se tratar de um organismo habitante do solo, que sob
condigdes favoraveis de temperatura e umidade, multiplica-se com rapidez,
permanecendo protegido da acao de agrotdxicos (PINHEIRO; LOPES; HENZ, 2009).

Nesse contexto, o controle efetivo de fitonematoides envolve a integragéo de varias
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medidas. Dentre as principais para este trabalho, o plantio em épocas néo
favoraveis ao desenvolvimento e reproducdo do fitonematoide e uso da resisténcia
geneética, que por sua vez visam 0 baixo risco a saude humana e menor custo de
producdo, visto que, também ndo ha poluicdo do meio ambiente (PINHEIRO;
LOPES; HENZ, 2009).

Frente aos resultados encontrados neste trabalho, ha a necessidade de mais
investigacbes visando estudar a dindmica populacional do nematoide das galhas.
Entretanto, houve interferéncia de fatores que influenciaram de forma negativa na
obtencao dos resultados, como por exemplo, a incidéncia da requeima (Figura 5).
Assim, ha a necessidade de avaliarem-se mais épocas e locais de plantio de batata,
em associagdo com cultivares menos suscetiveis ao nematoide das galhas, além de
se controlar fatores externos como a incidéncia de outras doengas que venham a

comprometer a cultura.
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2.4 Conclusao

- Cultivares (BRS Ana, BRSIPR Bel e BRS Camila) e clones (CL02-05,
F23.11.06, F32.02.06, F38.03.07, F189.09.06, F23.24.06 e F22.01.08) de batata da
Embrapa sdo suscetiveis ao nematoide das galhas M. javanica sendo observado os
menores danos em tubérculos dos gendtipos que apresentaram menores indices de
reprodu¢ao do nematoide;

- As populagbes do nematoide das galhas em areas naturalmente infestadas

por M. javanica € cultivadas com batata, sado influenciadas pelo periodo de cultivo.



3 CAPITULO Il - Qualidade de tubérculos de batata infectados com diferentes

niveis de inoculo de Meloidogyne javanica

3.1 Introducao

Diferentes fitonematoides sédo responsaveis por perdas significativas na
cultura da batata, tanto em regides de clima tropical, subtropical como temperado
(VOVLAS et al., 2005). Dentre os fitonematoides que afetam a cultura da batata
(Solanum tuberosum L.), no Brasil, 0 nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) € 0 mais
frequente nas diferentes regides de cultivo, sendo Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood a espécie de maior ocorréncia (CHARCHAR, 1997; SILVA, 2009; LIMA-
MEDINA, 2013). M. javanica € uma espéecie polifaga e estda amplamente dispersa em
areas cultivadas em diferentes culturas anuais e perenes do territério brasileiro
(CHARCHAR; MOITA, 2001; CASTRO; SOUZA; CARNEIRO, 2003; COFCEWICZ et
al., 2004; SILVA, 2009), cuja frequéncia em lavouras de batata infectadas pelo
nematoide das galhas na regido Sul, é de, aproximadamente, 98% (LIMA-MEDINA,
2013).

Uma vez estabelecido o plantio dos tubérculos de batata em uma area
infestada pelo nematoide das galhas, juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
spp. que se encontram no solo, penetram nas raizes das plantas suscetiveis e
estabelecem um sitio de alimentagdo. Ao penetrarem na raiz do hospedeiro, os J2
se locomovem até a regido do cilindro vascular e liberam secregdes esofagianas,
induzindo a formagao de células multinucleadas e hipertrofiadas, conhecidas como
células gigantes (HUANG, 1985) que, devido a sua alta atividade metabdlica,
estimulam a mobilizagdo dos fotoassimilados da parte aérea para as raizes
(CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ, 1999), onde o nematoide atua como um
dreno metabdlico. Concomitante a esse evento, ocorre o processo de hiperplasia
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pelo aumento do numero de células a volta do sincicio, caracterizando assim, a
formagao das galhas (hipertrofia) nas raizes e tubérculos parasitados, resultado do
aumento no numero e tamanho de células dessa regido. A duragdo do ciclo de vida
do nematoide das galhas depende da sua espécie e das condigdes ambientais
ocorrentes no local (GOMES; SOUZA, 2003). No solo, tais organismos infectam o
sistema radicular das plantas, podendo assim, interferir severamente no
desenvolvimento, qualidade e rendimento dos tubérculos produzidos (WILLIAMS,
1972).

Raizes e tubérculos de plantas de batata atacadas por Meloidogyne spp.
exibem numerosas galhas e massas de ovos (SILVA; SANTOS, 2007). Em uma
Unica safra, pequenas populagdes iniciais passarao por trés ciclos, durante os quais
a invasao dos tubérculos pelos juvenis recém eclodidos € continua, o que causa
danos severos (BROWN et al., 2006). Como consequéncia, tubérculos injuriados
pelo nematoide perdem qualidade, e ndo s&o comercializaveis; além disso,
constituem-se como fonte de indculo do patdgeno caso sejam usados como batata-
semente, contribuindo para o aumento da populacao no local infestado 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; LAX; DOUCET, 2008).

No Brasil, a principal forma de consumo da batata € in natura.
Consequentemente, a aparéncia geral, formato, tamanho e cor da periderme dos
tubérculos influenciam diretamente na escolha feita pelos consumidores (SILVA;
SANTOS, 2007). Dessa forma, tubérculos infectados sdo normalmente rejeitados,
inclusive pela industria, devido ao aspecto visual das “pipocas” presentes. Visando o
abastecimento das industrias de batata frita, caracteristicas como alto teor de
matéria seca, “olhos” pouco profundos e baixo teor de agucares redutores séo as
mais importantes (SILVA; SANTOS, 2007). Nao existem trabalhos na literatura
relacionados a qualidade visual e/ou sensorial de tubérculos infectados pelo
nematoide das galhas. Apenas existem relatos de que tubérculos injuriados por
estes nematoides possuem sua qualidade reduzida, em fungéo da infecgao causada
(SILVA; SANTOS, 2007).

Entre os parametros que influenciam a qualidade de tubérculos para a
industrializagdo, os teores de matéria seca e de acgucares redutores tém grande

importancia por serem atributos responsaveis pelo rendimento e qualidade do
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produto processado, determinando a absor¢ao de gordura durante a fritura, a textura
e o sabor do produto final (SILVA, 1991; CAPEZIO et al., 1992;1993). Desta forma,
batatas destinadas para fritura devem apresentar teores de matéria seca superiores
a 20% e correspondentes baixos teores de agucares redutores para que se tenha
uma boa qualidade do produto processado (BRODY, 1969). Sabe-se que o
escurecimento e o sabor amargo condicionam a rejeicao do produto final pelos
consumidores (PADUA et al., 2012; ARAUJO, 2014).

Com relagéo a defesa da planta em resposta ao ataque de nematoides, os
compostos fendlicos sao substancias originadas do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo, além disso, se
formam em condigdes de estresse como infecgdes, ferimentos, radiacées UV, dentre
outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). Nesse processo, também ocorre a sintese de
compostos antioxidantes, que podem ser classificados em primarios e secundarios,
onde os compostos fendlicos se encaixam como antioxidantes primarios (SHAHIDI;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992) que atuam interrompendo a cadeia da reagao
através da doacao de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre
(ADEGOKE et al., 1998). Porém, até o momento, sabe-se pouco sobre a
interferéncia dos danos ocasionados pelo nematoide das galhas sobre a qualidade
de tubérculos e suas caracteristicas fisicas e bioquimicas.

A partir do exposto e considerando-se a falta de informagbes a respeito da
influéncia do nematoide das galhas sobre danos e aspectos quimicos e bioquimicos
relacionados a qualidade de tubérculos infectados por M. javanica, objetivou-se, com
esse estudo avaliar o efeito de diferentes niveis de in6culo do nematoide sobre a
sua reproducdao, danos, sobre parametros de desenvolvimento das plantas,
alteragcbes quimicas e bioquimicas em tubérculos de batata das cultivares Asterix,
BRSIPR Bel e BRS Clara.

3.2 Material e métodos
O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo e nos laboratérios de

Fitopatologia, Nucleo de Alimentos e Fisiologia Vegetal da Embrapa Clima

Temperado, em Pelotas-RS.



44

O indculo foi proveniente de uma populagdo pura de M. javanica (Est J3)
agressiva a batata (LIMA-MEDINA, 2013), a qual foi multiplicada e mantida em
plantas de tomate (Solanum lycopersicum Mill.) cv. Rutgers, em vasos com solo

autoclavado, em casa de vegetagao a 25°C + 5°C.

3.2.1 Avaliacao da influéncia de diferentes niveis populacionais de Meloidogyne
javanica sobre parametros de desenvolvimento de plantas de batata,
reproducao do nematoide e danos causados nos tubérculos

Tubérculos-semente de batata das cultivares BRS Clara (salada), BRSIPR
Bel e Asterix (fritura), suscetiveis a M. javanica (LIMA-MEDINA, 2013), foram
plantados em vasos de 4,5L contendo solo esterilizado, em casa de vegetagéo a
25°C £ 5°C, no periodo de 8 de fevereiro a 29 de abril de 2013. Sete dias apés a
emergéncia, cada planta de batata foi inoculada com 5.000, 2.500, 1.250 ou 625
ovos + J2 de M. javanica, sendo a testemunha composta por plantas ndo inoculadas.
O ensaio foi montado em esquema fatorial (3 x 5) em delineamento completamente
ao acaso constando de dez repeticdes de uma planta por vaso para cada
tratamento.

Decorridos 30 dias da inoculagéo, cada planta foi avaliada quanto aos indices
de clorofila “a”, “b” e total a partir de duas medidas nas 4° e 5° folhas, totalizando
quatro medidas por planta, em cinco repeticbes por tratamento, com o auxilio do
equipamento Clorofilog (CFL1030) verséo 1.11.

Setenta dias apds a inoculagéo, as raizes de cada planta foram separadas da
parte aérea, para avaliagdo da massa fresca de ambas as partes, sendo as raizes
também avaliadas quanto ao numero de galhas. A seguir, cada sistema radicular foi
triturado em liquidificador com solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% para a
extracdo dos ovos e J2 (juvenis de segundo estadio) do nematoide (HUSSEY;
BARKER, 1973) para posterior quantificagcdo da suspensdo obtida em lamina de
Peters, sob microscopio estereoscopico. A partir dos valores de numero de ovos +
J2, em cada repeticdo, determinou-se o fator de reprodugdo (FR= populagao
final/populacao inicial) do nematoide (OOSTENBRINK, 1966) por sistema radicular.
Adicionalmente, os tubérculos foram avaliados quanto ao numero, massa fresca e
ao numero de protuberancias (nimero de galhas/1,76cm?) conforme metodologia

descrita por Lima-Medina (2013).
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3.2.2 Avaliacao da influéncia de diferentes niveis populacionais de Meloidogyne
javanica sobre a qualidade dos tubérculos infectados

Tubérculos provenientes do experimento conduzido em casa de vegetagao
(3.2.1) foram submetidos a diferentes analises quimicas e fisicas conforme métodos

descritos abaixo.

3.2.2.1 Analises do conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante

3.2.2.1.1 Compostos fenodlicos

Para avaliar o conteudo de compostos fendlicos totais dos tubérculos
provenientes dos diferentes tratamentos, foi utilizada uma adaptagdo do método de
Swain; Hillis (1959), onde 200uL de amostra de cada repetigédo, obtido a partir de 5g
de polpa, 50uL de metanol, 4mL de agua ultrapura e 250uL do reagente de Folin-
Ciocalteu (0,25N), foram adicionados em um tubo Falcon e misturados
vigorosamente por quatro minutos. Logo apoés, 500uL de carbonato de sddio (1N)
foram adicionados a cada uma das amostras, as quais foram agitadas
separadamente em vortex e, imediatamente, incubadas por duas horas no escuro, a
temperatura ambiente. A avaliacdo se deu pela leitura da absorbancia de cada

amostra em espectrofotdmetro, em um comprimento de onda de 725nm.

3.2.2.1.1 Atividade antioxidante

Para a quantificacdo da atividade antioxidante, utilizou-se uma adaptacao do
método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), onde 50uL da amostra de cada
repeticdo, obtida a partir de 2,5g de polpa, e 150uL de metanol foram adicionados a
3800uL de DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazina) diluidos em tubos Falcon com
capacidade para 15mL. Estes tubos foram agitados em vortex e logo apds,
permaneceram em descanso para reagao no escuro e a temperatura ambiente por
24h. A avaliagdo se deu pela leitura da absorbéncia de cada amostra em

espectrofotometro, em um comprimento de onda de 515nm.
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3.2.2.2 Analises fisicas e bioquimicas

3.2.2.2.1 Teor de matéria seca

Primeiramente, capsulas de porcelana foram inseridas em estufa a vacuo a
60°C por tempo indeterminado até atingir peso constante, sendo a seguir retiradas e
resfriadas em dessecador por 1h. Subsequentemente, as capsulas foram pesadas e
entdo receberam as amostras, as quais foram fragmentadas por quarteamento e,
novamente colocadas em estufa a 60°C. Apds 24h, as amostras foram retiradas da
estufa, transferidas para um dessecador e pesadas até atingirem massa de matéria

seca constante.

3.2.2.2.2 Teores de amido, agucares nao redutores e agucares redutores

Para determinagdo dos teores de carboidratos, utilizou-se a metodologia de
Lane Enyon citado na AOAC (1990) e identificadas pelo método de Somogyi,
modificado por Nelson, 1944. Amostras de tubérculos de cada tratamento foram
lavadas e deixadas a temperatura ambiente até a secagem. Posteriormente, os
tubérculos foram fatiados e mergulhados em solugdo de bissulfito de sddio por
1min., sendo entdo secos em estufa com circulagéo de ar a 60°C por trés dias. Logo
em seguida, as fatias desidratadas de cada repetigcdo foram moidas e armazenadas
a4°C.

A seguir, 4g de cada uma das amostras desidratadas e moidas foram
pesadas em capsula de porcelana e logo apds, tratadas com cinco porgdes de 20mL
de éter etilico, cujo sobrenadante foi descartado apdés a decantacédo. O material
desengordurado obtido foi seco a temperatura ambiente, e, na sequéncia,
transferido para um Erlenmeyer de 250mL, com auxilio de 100mL de alcool etilico
70%. Logo apds, o mesmo foi adicionado de 0,25g de carbonato de calcio, sob
agitagao, e colocado em banho-maria por 1h a temperatura de 83°C a 85°C, usando-
se um funil comum invertido, sendo o mesmo deixado em repouso por 15h.
Decorrido o periodo de descanso, o extrato foi transferido para um tubo de
centrifuga, onde seu volume foi completado para 100mL com alcool etilico 95%, e
centrifugado a 1500 rpm por 15min. Posteriormente, o sobrenadante foi recolhido
para determinacdo de agucares redutores e nao redutores, sendo o precipitado,
utilizado para analise de amido. Este processo foi repetido mais duas vezes, onde

extrato foi lavado com 25mL de alcool etilico 95%.
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3.2.2.2.2.1Teores de amido

Para analise dos teores de amido dos tubérculos de batata, utilizou-se o
residuo obtido da centrifugagcédo (item 3.2.2.2.2) o qual foi transferido para um
Erlenmeyer de 250mL utilizando-se 60mL de &gua destilada e 6mL de &cido
cloridrico. A seguir, a suspenséao foi agitada e levada ao banho-maria por 2,5h a
temperatura de 83°C a 85°C para hidrélise acida. A seguir, realizou-se a
neutralizagdo do extrato com NaOH 24N, cujo volume final foi completado com agua
destilada em baldo volumétrico de 100mL e filtrado em papel filtro Whatman, com
auxilio de uma bomba de vacuo, onde o extrato foi diluido 100 vezes e
desproteinizado.

Os extratos obtidos para analise de amido, e também para glicose e
sacarose, foram primeiramente desproteinizados a partir das solugées de Ba(OH),
0,3 N e ZnSO4 5%, com posterior centrifugacdo a 3000 rpm por 10min. Recolheu-se
0 sobrenadante proveniente da centrifugacgéao, e, a partir de 2mL desse volume, foi
adicionado 1mL de reativo cuprico, sendo a mistura mantida em banho-maria, em
temperatura de aproximadamente 100°C por 20min. Logo apéds, os extratos foram
postos em banho de gelo e foram acrescidos de 1mL de reativo arseno molibidico e
6mL de agua destilada, os quais ficaram em repouso por 10 minutos. A seguir,
procedeu-se a leitura das amostras, em espectrofotbmetro, a partir de uma curva
padrao de glicose pré-estabelecida a 510nm, sendo os resultados expressos em

porcentagem.

3.2.2.2.2.2 Teores de glicose

Para analise dos teores de glicose, utilizou-se o sobrenadante obtido da
centrifugagao (item 3.2.2.2.2), o qual foi transferido para um Becker e mantido em
banho-maria por 70°C até completa evaporacao do alcool. Decorrido esse intervalo
de tempo, o residuo foi tratado com 50mL de agua destilada e levado ao banho-
maria novamente onde permaneceu por 70°C por 5 min. Apds o resfriamento do
material, o volume foi completado para 50mL em baldo volumétrico e imediatamente

desproteinizado.
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3.2.2.2.2.3 Teores de sacarose

Para analise dos teores de sacarose, 20mL do extrato de glicose, obtido
conforme item 3.2.2.2.2, foi transferido para um Becker, onde foi adicionado 0,5mL
de acido cloridrico concentrado P.A. e levado ao banho-maria em agua fervente por
10 minutos para hidrdlise acida. Apds o resfriamento natural da solucéo, procedeu-
se sua neutralizagdo com solugédo saturada de carbonato de sodio, cujo volume do

extrato obtido foi ajustado para 50mL e desproteinizado.

3.2.3 Andlises estatisticas dos dados

Os valores das diferentes variaveis, obtidos nas diferentes analises, foram
submetidos a ANOVA, sendo as médias dos tratamentos comparadas entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade, pelo programa estatistico SAS® (SAS 9.3,
SAS Institute, Cary, North Carolina, USA). Complementarmente, os valores das
diferentes variaveis foram correlacionados entre si pela analise de correlacdo de

Pearson.

3.3 Resultados e discussao

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, verificou-se
interagédo significativa entre os fatores cultivar de batata e nivel de in6culo de m.
javanica para as variaveis numero de galhas, numero de “pipocas”, fator de
reprodug¢do, massa fresca da parte aérea e da raiz.

Analisando-se a interagdo entre os tratamentos relacionados a variavel
numero de galhas, observou-se que para as trés cultivares de batata em estudo, os
niveis mais elevados de indculo (2500 e 5000 ovos + J2 de M. javanicalplanta)
resultaram em maior numero de galhas no sistema radicular das plantas. Quando
avaliada a mesma variavel, dentro de cada nivel de in6culo do nematoide, “Clara”
apresentou menor numero de galhas nas raizes (P<0,05) no menor nivel de indculo,
nao havendo diferenga significativa entre as cultivares para as demais classes de
indculo, onde o M. javanica causou mais engrossamentos (Tabela 1).

Em relacdo aos danos causados por M. javanica nos tubérculos, maior numero
de “pipocas” por unidade de area, foi observado principalmente na cv. BRSIPR Bel
para a maioria dos niveis de inoculo testados, observando-se aumento na

intensidade do nivel de dano/tubérculo a partir de 1250 ovos+ J2 do nematoide.
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Elevado numero de “pipocas” foi verificado nos tubérculos da cv. Asterix
independentemente do nivel de inéculo do nematoide (Tabela 1, Figura 1).

Avaliando-se a reprodugdo do nematoide das galhas, verificou-se uma
tendéncia na redugéo dos valores de FR com o aumento do nivel de indculo nas trés
cultivares de batata testadas. Assim, nos tratamentos com 625 nematoides/planta
foram verificadas as maiores taxas de reprodugao de M. javanica. No entanto, quando
analisados os valores de FR dentro de cada nivel, maior reprodugdo do nematoide
foi verificada na cv. Asterix, exceto no nivel de in6culo 5000, ndo havendo diferenca
significativa entre as cultivares (Tabela 1).

Analisando-se os valores de massa fresca da parte aérea (MFPA) entre as
cultivares, verificou-se influéncia negativa do maior nivel de in6culo de M. javanica
sobre “Asterix” e “Bel”; no entanto, comparando-se o efeito dos tratamentos dentre
de cada cultivar, observou-se redu¢do da MFPA apenas em “BRSIPR Bel’ com o
maior nivel de in6culo (5000 nematoides/planta). Em relagdo a massa fresca da raiz,
dentro das cultivares, observou-se reducdo da massa fresca de raiz em “BRS Clara”
quando utilizou-se nivel de inéculo igual ou maior que 1250 J2 + ovos de M. javanica
comparativamente aquelas plantas nao inoculadas; ja para “Bel” e “Asterix” nao foi
possivel detectar diferenca entre os tratamentos com e sem nematoides (Tabela 1).

Para as variaveis numero e massa de tubérculos, houve efeito significativo
somente para o fator cultivar independentemente do nivel de indculo testado (Tabela
2), onde as cultivares Asterix e BRSIPR Bel resultaram em maior numero de
tubérculos; e, BRSIPR Bel e BRS Clara, maiores valores de massa de tubérculos
(P<0,05).

Asterix BRSIPR Bel BRS Clara

Figura 1 - Tubérculos de batata com "pipocas" provenientes de plantas inoculadas
com 5000 ovos + J2 de Meloidogyne javanica nas cultivares: A — Asterix, B —
BRSIPR Bel, C — BRS Clara. Pelotas/RS, 2015.
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Tabela 2 — Numero e massa fresca de tubérculos de batata nas cvs. Asterix,
BRSIPR Bel e BRS Clara independentemente dos niveis de indculo de
Meloidogyne javanica testados (0, 625, 1250, 2500 ou 5000 ovos + J2 do
nematoide/planta). Pelotas/RS, 2015.

Cultivares Numero de tubérculos Massa fresca de tubérculos (g)
Asterix 8,92 A* 180,71 B

BRSIPR Bel 7,88 A 246,52 A

BRS Clara 6,24 B 229,60 A

CV (%) 35,29 22,87

*Médias seguidas por letras iguais e mailsculas, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagao.

Com relagéo a interferéncia do nematoide das galhas sobre as caracteristicas
bioquimicas dos tubérculos de batata, foi possivel observar interagao significativa
entre cultivar e nivel de inéculo para as variaveis compostos fendlicos, atividade
antioxidante, amido, glicose e sacarose, conforme dados apresentados nas Tabelas
3 e 4. Apesar de ter sido verificado diferenga entre as cultivares para essa mesma
variavel nos niveis de indculo 625 e 1250, essas respostas podem estar
relacionadas principalmente as caracteristicas dos gendtipos do que ao efeito dos
tratamentos, uma vez que nas plantas nao inoculadas também foram verificadas
diferengas significativas. No entanto, a partir de 2500 ovos + J2 de M. javanica
inoculados por planta, ndo foram observadas diferengas significativas entre as
cultivares dentro de cada classe (Tabela 3). No entanto, percebeu-se redugdo no
conteudo de compostos fendlicos nos tubérculos de “Asterix” e “Clara” com o
aumento do numero de nematoides inoculados (Tabela 3).

Maior atividade antioxidante foi encontrada em tubérculos de batata da
cultivar Asterix no maior nivel de indculo (5000 ovos + J2 de M. javanical/planta), e no
menor nivel de in6culo de "Clara" (625 ovos + J2 de M. javanica/planta). Entretanto,
entre as cultivares, verificou-se aumento significativo na atividade antioxidante dos
tubérculos cujas plantas foram inoculadas com os maiores niveis de in6culo (2500 e
5000 ovos + J2 de M. javanica/planta) Analisando-se a mesma variavel, dentro de
cada cultivar, foi possivel observar efeito significativo apenas para a cultivar Asterix,
verificando-se maior atividade em plantas inoculadas com mais de 1250 nematoides
(Tabela 3).
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Em relacdo aos teores de amido, nado foi possivel detectar diferengas
significativas entre os distintos niveis de inéculo testados nas cultivares Asterix e
BRSIPR Bel; entretanto, redugdo no teor desse carboidrato foi observado nos
tubérculos de todos os tratamentos da cultivar BRS Clara cujas plantas foram
inoculadas com M. javanica em relagao a testemunha, conforme Tabela 4. Apesar das
plantas da cultivar BRSIPR Bel inoculadas com 1250 nematoides terem apresentado
maior teor de amido nos tubérculos em relagdo as outras duas cultivares; para os
demais niveis de indculo, as trés cultivares nao diferiram entre si significativamente.

Em relagdo aos teores de glicose, verificou-se aumento no conteudo desse
carboidrato nos tubérculos dos tratamentos nos quais testaram-se os niveis de
indculo mais elevados, porém esse efeito foi gradual e variavel com a cultivar
avaliada (Tabela 4). Ja para os teores de sacarose, maior conteudo foi detectado
nas cvs. Asterix e Bel, independentemente do nivel de indculo. No entanto, na
analise por cultivar, verificou-se aumento nos teores de sacarose nos tubérculos da
cv. Clara a partir de 1250 ovos + J2 de M. javanica inoculados/planta (Tabela 4). Pelas
andlises de correlagdo, independentemente da cultivar, verificou-se o quanto os
teores de glicose influenciam na qualidade do produto. Na cultivar Asterix, os teores
de glicose apresentaram correlagdes positivas significativas com nivel de in6culo
(R=0,65; P<0,05), galhas nas raizes (R=0,56; P<0,05), numero de “pipocas” nos
tubérculos (R=0,63; P<0,05); e, correlagdes negativas com indice de clorofila “a”
(R=-0,75; P<0,05), clorofila “b” (R=-0,57; P<0,05), clorofila total (R=-0,47; P<0,05),
massa fresca de raizes (R=-0,54; P<0,05), massa fresca da parte aérea (R=-0,59;
P<0,05) e massa de tubérculos (R=-0,56; P<0,05). Na cultivar BRSIPR Bel, houve
correlagdo positiva com os teores de sacarose (R=0,61; P<0,05) e negativa com
massa fresca de parte aérea (R=-0,45; P<0,05). E por ultimo, a cultivar BRS Clara
apresentou correlagbes positivas de glicose com nivel de in6culo do nematoide
(R=0,61; P<0,05), galhas nas raizes (R=0,53; P<0,05), numero de “pipocas” nos
tubérculos (R=0,52; P<0,05), teores de sacarose (R=0,89; P<0,05) e, correlagbes
negativas com indice de clorofila “a” (R=-0,40; P<0,05), clorofila “b” (R=-0,45;
P<0,05) e clorofila total (R=-0,44; P<0,05).
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Para a variavel matéria seca, também houve interagéo significativa entre
cultivar e nivel de inoculo. Considerando-se a cultivar BRS Clara, a
percentagem de matéria seca foi a mesma independentemente do nivel de
inéculo. Ja em “Bel”’ e “Asterix” verificaram-se respostas inversas a partir de
inoculagbes de 1250 nematoides/planta. Assim, na cv. “Bel” houve um
aumento dos valores de matéria seca com o aumento da quantidade de

nematoides inoculados por planta (Tabela 5).

Tabela 5 - Percentagem de matéria seca em tubérculos de batata cultivares
Asterix, BRSIPR Bel e BRS Clara, 70 dias apos a inoculagao das
plantas com os diferentes niveis de indculo (0, 625, 1250, 2500 ou
5000 ovos + J2/planta) de Meloidogyne javanica. Pelotas/RS, 2015.

Niveis de Matéria seca (%)

inéculo Asterix BRSIPR Bel BRS Clara CV(%)
0 20,38 Aa 19,04Abc 16,16Aa 3,43
625 19,01Aab 17,61Ac 16,32Aa 2,71
1250 17,46Ab 20,96Aab 18,02Aa 3,17
2500 17,16Bb 20,57Aab 18,38ABa 2,03
5000 16,69Bb 22,38Aa 18,51Ba 2,09
CV(%) 2,12 1,55 3,92

Médias seguidas por letras iguais € mailsculas, na mesma linha, e, mindsculas, na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagao.

Em relagdo aos indices de clorofila “a”, “b” e "total", observados aos 30
dias apos a inoculagdo do nematoide, ndo foi observado interagdo significativa
entre os fatores cultivar e nivel de indculo. Para as diferengas estatisticas ao
nivel de gendtipo (Tabela 6), verificaram-se maiores valores de clorofila “a”, “b”
e "total" (Tabela 6) na cv. Asterix. J& para a variavel nivel de indculo,
independentemente da cultivar, detectou-se reducéo dos teores de clorofila “a”
e "total" em todos os tratamentos com M. javanica comparativamente as plantas

de batata ndo inoculadas com o nematoide (Tabela 7).
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Tabela 6 — indices de Clorofila “a”, “b” e total em plantas de batata das
cultivares Asterix, BRSIPR Bel e BRS Clara, aos 30 dias apo6s a
inoculagao das plantas com Meloidogyne javanica,
independentemente do nivel de inéculo testado (0, 625, 1250,
2500 ou 5000 ovos + J2 do nematoide/planta). Pelotas/RS, 2015.

Cultivares Clorofila “a” Clorofila “b” Clorofila total
Asterix 38,33A* 17,25A 55,32A
BRSIPR Bel 35,03B 15,39B 50,42B
BRS Clara 35,39B 15,01B 50,40B
CV (%) 4,92 14,79 7,53

*Médias seguidas por letras iguais € maiusculas, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variacao.

Tabela 7 - indices de Clorofila “a”, “b” e total em plantas de batata,
independentemente da cultivar (Asterix, BRSIPR Bel e BRS
Clara), aos 30 dias apds a inoculagdo com Meloidogyne javanica,
independentemente dos niveis de inéculo (0, 625, 1250, 2500 ou
5000 ovos + J2 do nematoide/planta). Pelotas/RS, 2015.

Niveis de inoculo Clorofila “a” Clorofila “b” Clordfila total
0 37,84A* 16,51A 54,35A
625 36,39B 15,70A 52,08ABC
1250 36,50B 16,66A 53,17AB
2500 35,25B 15,47A 50,18BC
5000 35,28B 15,08A 49,92C
CV (%) 4,92 14,79 7,53

*Médias seguidas por letras iguais € maiusculas, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagao.

Considerando-se a redugao da taxa de reprodugcao do nematoide das
galhas (FR) nas plantas de batata com o aumento do nivel de indculo, esses
dados déo indicios da ocorréncia de competicao entre os individuos, por sitios
de alimentagao disponiveis nas raizes (CARNEIRO; MAZZAFERA; FERRAZ,
1999; GONCALVES et al., 1996). De acordo com Barker; Starr; Schmitt (1987)
e Perry; Moens (2005), a multiplicagdo dos nematoides pode ser limitada pela
quantidade total de alimento que o hospedeiro pode suprir, resultando numa
relagdo antagbnica entre a populagéo inicial do parasita e a quantidade total de

alimento disponivel. Essas informagdes sao muito importantes para determinar
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os danos ocasionados pelo nematoide das galhas ndo s6 em batata mas
também em outros hospedeiros. Além disso, outras variaveis como a
agressividade e os danos causados pelo patogeno também podem estar
relacionados com a capacidade do parasita em multiplicar-se na planta
hospedeira.

Ainda, analisando-se as relagdes entre nivel de inéculo e danos
causados pelo nematoide nas raizes e nos tubérculos de batata, verificaram-se
baixas correlagdes positivas entre FR de M. javanica € numero de “pipocas” nos
tubérculos (R=0,26; P<0,05) e entre galhas nas raizes e “pipocas” nos
tubérculos parasitados, independentemente da cultivar testada (R=0,60;
P<0,05). Em trabalho conduzido nesse mesmo patossistema para avaliar a
influéncia de diferentes populagbes de M. javanica sobre a qualidade de
tubérculos de batata “BRS Clara” e “Agata”, Lima-Medina et al. (2014)
verificaram que as mais agressivas, além de causarem maiores danos nos
tubérculos, também induziram aumento no conteudo de compostos fendlicos
nos tubérculos de batata de ambas as cultivares.

As maiores taxas de reprodu¢do do nematoide (FR), verificadas no
menor nivel de indculo podem estar relacionadas ao alto teor de conteudo de
compostos fendlicos observados em “Asterix” e “Clara”, que segundo Mondy;
Chandra; Evans (1985), representam plantas com maior estresse fisioldgico,
visto que os tratamentos cujas plantas de batata receberam os maiores niveis
de indculo (1250 a 5000 nematoides/planta), resultaram em tubérculos com
uma quantidade menor de compostos fendlicos, resultando em correlagao
negativa entre essas variaveis (R=-0,67; P<0,05) para a cultivar Asterix. Esse
fato também pode ser explicado pela correlagdo negativa existente entre o
numero de “pipocas” nos tubérculos por unidade de area da cultivar BRS Clara
e conteudo de compostos fendlicos (R=-0,94; P<0,05) no menor nivel de
inéculo. Provavelmente, os conteudos de compostos fendlicos aqui
mensurados, como o acido clorogénico (VIDHYASEKARAN, 1988) estejam
envolvidos nos mecanismos bioquimicos e estruturais de resisténcia
(NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995), mesmo que as
cultivares utilizadas nao sejam resistentes ao nematoide das galhas. Porém,

nao se descarta a possibilidade das mesmas estarem atuando no
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reconhecimento do patégeno e gerando respostas de defesa mesmo quando
as plantas receberam as menores populagbes de nematoides.

Danos ocasionados pelo nematoide das galhas tém sido avaliados em
outros trabalhos com culturas distintas. Abrao e Mazzafera (2001), avaliando
diferentes niveis de inéculo de M. incognita na cultura do algodoeiro, verificaram
tendéncia de maiores valores para altura de plantas no tratamento com menor
nivel de indculo, e, quando avaliaram a massa da matéria seca das raizes,
observaram que houve incremento dessa varidvel com o aumento da
densidade de indéculo. Porém, para as cvs. Asterix e Bel avaliadas nesse
estudo, foi verificada correlagdo negativa entre massa fresca da raiz e nivel de
inoculo (R=-0,63 a -0,83; P<0,05). Lima-Medina (2013), avaliando o efeito de
diferentes populagdes de M. javanica sobre diferentes pardmetros de produgao
de duas cultivares de batata, verificou que as populagdes mais agressivas
reduziram altura de plantas e a massa dos tubérculos produzidos.

De uma forma geral, independentemente da cultivar, verificou-se baixa
correlagao positiva entre massa fresca de parte aérea e massa de tubérculos
(R=0,28; P<0,05) e, massa fresca de parte aérea com massa fresca de raizes
para BRS Clara (R=0,52; P<0,05), o que ressalta a importancia de se adotarem
medidas de manejo de pragas como o nematoide das galhas ou outro fator que
interfira no desenvolvimento radicular das plantas. Dessa forma, tais resultados
evidenciam a capacidade de cada cultivar em suportar o estresse causado pelo
nematoide, o que sugere a condugao de trabalhos adicionais para estudar o
efeito do nematoide sobre tal variavel.

A reducao nos teores de clorofila "a" e "total", observada aos 30 dias,
nas plantas de batata inoculadas com M. javanica, reflete a agéo espoliadora do
nematoide, uma vez que maiores valores de numero de galhas nas raizes e de
“pipocas” por unidade de area nos tubérculos também foram observados. Tais
constatagdes podem ser aferidas pelas analises de correlagdo entre essas
variaveis onde, independentemente da cultivar e nivel de inéculo, verificou-se
correlagdo negativa entre clorofila “a” e numero de “pipocas”/unidade de area
nos tubérculos (R=0,47; P<0,05) e clorofila total e numero de “pipocas”/unidade
de area (R=0,48; P<0,05) para a cultivar Asterix. Ja para a cultivar BRSIPR Bel,

verificou-se correlagdo negativa entre fator de reprodugdo do nematoide das
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galhas e clorofila “a” (R=-0,44; P>0,05), clorofila “b” (R=-0,43; P>0,05) e
clorofila total (R=-0,45; P>0,05), assim como também entre numero de
“‘pipocas’/unidade de area nos tubérculos e clorofila “a” (R=-0,49; P<0,05),
clorofila “b” (R=-0,42; P>0,05) e clorofila total (R=-0,46; P>0,05). Correla¢des
negativas entre a quantidade de “pipocas” nos tubérculos de batata e clorofila
“a” (R=0,58; P<0,05), clorofila “b” (R=0,43; P<0,05) e clorofila total (R=0,50;
P<0,05), também foram encontrada para a cultivar BRS Clara.

No geral, os indices de clorofila foram afetados pelo parasitismo do
nematoide, assim como os parametros de producdo das plantas de batata.
Independentemente do nivel de indculo do nematoide das galhas e da cultivar
de batata estudada, houve correlagdo positiva entre a massa fresca da raiz e
os indices de clorofila “a” (R=0,33; P<0,05), clorofila “b” (R=0,32; P<0,05) e
clorofila total (R=0,34; P<0,05). Porém, com relagdo aos parametros de
reproducédo do nematoide, os indices de clorofila “a” foram afetados quando
correlacionados com o numero de galhas nas raizes (R=-0,20; P>0,05) e
numero de “pipocas” nos tubérculos (R=-0,18; P>0,05), que apesar dos valores
serem baixos, indicam a agao negativa do nematoide sobre as plantas de
batata, influenciando negativamente nos eventos de fotossintese e respiragao,
0 que gera um balanco negativo no metabolismo da planta. Apesar de ser
reportado na literatura aumento nos teores de clorofila com o aumento do nivel
de indéculo (GOULART, 2011), Siddiqui e Mahamood (1994) também
observaram reducédo dos valores de clorofila com o aumento do numero de
nematoides inoculados, quando utilizaram-se 2000 e 4000 J2 de Heterodera
cajani em feijao guandu.

Embora nesse estudo tenha sido observado aumento nos teores de
acgucares redutores dos tubérculos, com o aumento do nivel de inéculo do
nematoide, Korayem; Mohamed; Abou-Hussein (2012), ao avaliarem os efeitos
de M. arenaria em plantas de batata, verificaram uma redugao significativa no
conteudo de acucares totais em tubérculos com maiores danos do nematoide.

Em um estudo realizado com plantas de café que receberam diferentes
niveis de indculo de M. exigua € M. paranaensis, 0 autor verificou que ambas as
espécies do nematoide afetaram os carboidratos em tecidos nao infectados,

demonstrando que o nematoide € capaz de atuar como dreno metabdlico nao
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somente na galha ou regido de engrossamento, mas também nas areas
circunvizinhas (GOULART, 2011). Provavelmente essa alteragdo na particdo
dos carboidratos parece estar ligada a espécie do nematoide (CARNEIRO;
MAZZAFERA; FERRAZ, 1999) e ao nivel populacional deste (GOULART,
2011). Ainda, Goulart (2011), trabalhando com M. exigua € M. paranaensis em
plantas de café, verificou que houve uma redugcdo na concentragdo dos
carboidratos com o aumento do nivel de indculo inicial, pois com o aumento do
nivel populacional do nematoide, também houve aumento do consumo
energeético.

Contrariamente ao observado pelos autores acima citados, aumento nos
teores de glicose e sacarose foi verificado nos tubérculos de batata com os
maiores niveis de indculo, conforme correlagcdo negativa (R=-0,66, P<0,05)
encontrada para a cultivar Asterix para os teores de amido e sacarose. Estes
teores parecem estar relacionados com a redu¢do da matéria seca do produto,
que por sua vez podera influenciar negativamente no processamento da batata
na forma de chips. Ainda, analisando-se as relagbes entre teores de amido com
sacarose e glicose nos tubérculos submetidos aos diferentes tratamentos,
verificou-se que o aumento no conteudo de sacarose e glicose cujas plantas de
batata receberam de 1250 a 5000 nematoides esteve associado a redugao dos
niveis de amido da cv. Clara para essas mesmas classes de indculo, o que
indica a redugao de agucares em fungdo de maiores niveis populacionais do
patdgeno, uma vez que carboidratos soluveis sdo uma fonte essencial de
energia, e os sitios de alimentagdo contém niveis elevados de agucares que
podem ser utilizados pelos nematoides (HOFFMANN et al., 2008). De acordo
com Pastorini et al. (2003) e Wang-Pruski; Nowak (2004), altos teores de
agucares redutores causam um escurecimento indesejavel nos chips durante a
fritura. Portanto, a qualidade da batata para processamento é dependente de
teores adequados de agucares redutores, matéria seca e polifendis totais, os
quais sao caracteristicas genéticas influenciadas pelo ambiente.

Embora para “Asterix” ndo tenha sido detectado diferengas significativas
para niveis de amido, aumento significativo nos teores de agucares redutores
foram detectados nos tubérculos de batata, na presenga de M. javanica, assim

como também amido e glicose foram correlacionados negativamente (R=-0,99;
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P<0,05). Ja para a cultivar BRSIPR Bel, ndao houve correlagado entre essas
variaveis mesmo com o aumento nos teores de glicose com o nivel de inoculo
mais elevado; no entanto, ainda verificou-se correlagédo positiva entre fator de
reprodugao e glicose (R=0,95 a 0,99, P<0,05). Nao foi possivel detectar uma
correlagédo significativa entre glicose e matéria seca, porém sabe-se que a
variavel matéria seca esta intimamente ligada a qualidade no processamento
de batatas chips.

Os elevados niveis de glicose verificados nos tubérculos de todas as
cultivares de batata avaliadas na presenga de M. javanica, estdo intimamente
relacionados a qualidade da batata para processamento. Assim, para as
variedade serem aceitas no mercado para processamento, na forma de chips,
os tubérculos devem ter niveis de acgucares redutores inferiores a 0,20% do seu
peso fresco (NELSON; JENKINS; GILLISON, 1988), condigdo essa diferente
daquela observada nos tubérculos de batata injuriados pelo nematoide onde
niveis elevados de glicose maiores do que o limiar aceito foram observados em
tubérculos de batata das diferentes cultivares. Conforme consideracgdes feitas
por SILVA; SANTOS, (2007), o aumento da temperatura, durante o
processamento industrial da batata, permite que os agucares redutores e
aminoacidos livres iniciem uma reagao conhecida como reagdo de Maillard ou
de escurecimento ndo enzimatico, alterando a cor e o sabor da batata frita nos
pontos onde ocorre a infecgado pelos nematoides. A relagéo entre os agucares
redutores e 0s aminoacidos livres no tubérculo de batata é atribuida a reagéo
de Maillard, responsavel pelo desenvolvimento da coloragdo escura no
momento do processamento, ou seja, durante a producédo de batatas chips
(TALBURT; SCHHWIMMER; BURR, 1975). Assim, durante a fritura do produto,
os teores de glicose e sacarose sao altamente correlacionados entre si
(PEREIRA et al., 1994), sendo glicose o agucar de maior importancia para
promover o escurecimento da batata no decorrer desse processo (MILLER;
HARRINGTON; KUHN, 1995). Portanto, o principal fator determinante da
qualidade dos tubérculos quanto a cor dos chips na fritura € a comparagao
entre os teores de acgucares (PEREIRA; CAMPOS, 1999), sendo esta
caracteristica uma das mais importantes (SILVA; SANTOS, 2007), juntamente
com o teor de matéria seca (LOISELLE; TAl; CHRISTIE, 1990), o qual
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determina a absor¢do de Oleo durante o processamento de batata-chips
(SILVA, 1991). No entanto, novos trabalhos devem ser conduzidos para
determinar se o escurecimento ocorrido nos chips, em decorréncia dos danos
ocasionados pelo nematoide das galhas, € de natureza quimica ou se tem
envolvimento com aminoacidos, caracterizando a reacao de Maillard.

Para a atividade antioxidante encontrada nos tubérculos de batata, no
geral, o aumento do nivel de indculo resultou em redugéo dos valores desta
variavel, visto que também foi constatada a redugdo dos valores da massa
fresca da parte aérea e de raizes, e também de amido. Em trabalho realizado
por Santos (2012), na cultura da cana-de-agucar, o autor verificou que o
parasitismo pelo nematoide das galhas pode influenciar negativamente na
fisiologia da cultura, e provavelmente isso ocorra também na cultura da batata.

As concentragdes e atividades dos antioxidantes relacionam-se a muitos
processos fisiolégicos envolvidos em mecanismos de sinalizagdo celular na
defesa vegetal ou no estresse oxidativo (SOARES; MACHADO, 2007). Embora
a atividade antioxidante tenha sido maior em “Asterix”, para a variavel numero
de galhas nas raizes (R=0,45; P<0,05), em “Clara”, as correlagdes
relacionadas ao dano ocasionado pelo nematoide nas raizes (R=-0,49;
P<0,05), no tubérculo (R=-0,55; P<0,05) e teores de agucares redutores (R=-
0,59; P<0,05) e n&o redutores (R=-0,66; P<0,05) foram negativas.

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios provenientes de
duas diferentes rotas metabdlicas, e uma delas é a via do acido chiquimico a
partir de carboidratos (SIMOES et al., 2007). Analisando-se os resultados
relativos ao conteudo de compostos fendlicos e teores de carboidratos nos
tubérculos de batata parasitados com M. javanica, fica evidente que o nematoide
das galhas interfere em processos fisioldgicos das plantas de batata, podendo
acarretar posteriormente na reducdo da qualidade dos tubérculos produzidos.
Assim, plantas inoculadas com 625 nematoides evidenciaram uma maior
atividade de defesa da planta pela maior producdo de compostos fendlicos na
cultivar “Clara”, e da mesma forma, maior atividade do patdégeno nos maiores
niveis de inéculo que resultou em maior consumo dos acgucares; pois, de
acordo com Mondy; Chandra; Evans (1986), plantas que estdo sob estresse

fisiolégico, geralmente acumulam compostos fendlicos.
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No entanto, informagdes sobre a relagdo entre nematoides e cultivo de
batata, os niveis de dano e a perda esperada no cultivo em diferentes
densidades populacionais do nematoide ainda se tornam necessarias. Estas
informagdes devem ser consideradas antes do plantio de batata em larga
escala comercial, levando em conta os fatores ambientais que afetam os danos
ocasionados pelo nematoide, e que tubérculos afetados pelo nematoide das
galhas nao sao aceitaveis para o processamento industrial (BRINKMAN;
MULDER, 1996). A infeccdo dos tubérculos é favorecida pela umidade
(BRINKMAN; MULDER, 1996) e por temperaturas em torno de 18°C a 31,5°C
(CHARCHAR; MOITA, 2001), e consequentemente, sdo onde ocorrem as
maiores perdas da cultura, para a maioria das espécies de Meloidogyne. Logo,
essas caracteristicas tornam-se um fator essencial a ser levado em
consideragdo no momento do plantio, sendo ideal o cultivo em épocas que o
ataque por estes fitoparasitas seja desfavorecido.

Por fim, outras cultivares comerciais de batata deveriam ser estudadas
frente as alteragdes quimicas, fisicas e bioquimicas ocasionadas pelas mais
diversas espécies do nematoide das galhas nas nossas condigdes climaticas, e
provavelmente analises realizadas ao longo do tempo poderiam explicar
melhores as alteragbes bioquimicas ocorridas em decorréncia do parasitismo
do nematoide. Em geral, os danos causados por nematoides em batata séo
principalmente de natureza qualitativa (BRINKMAN; MULDER, 1996). Apesar
de ter-se verificado que a inoculagdo de M. javanica com niveis mais elevados do
nematoide tenham resultado em maiores danos tanto em raizes, quanto em
tubérculos, como outras variaveis relacionadas a planta, a alta taxa de
reprodugao do patdégeno no nivel mais baixo testado demonstra a necessidade
de se testar o efeito de menores densidades populacionais do nematoide no
solo, sobre a qualidade dos tubérculos e também, quantificar as perdas apds o

armazenamento.
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3.4 Conclusoes

- Menores niveis de indculo de M. javanica resultam em maior reprodu¢ao do

nematoide das galhas em plantas de batata inoculadas com o patégeno;

- Maiores niveis populacionais do nematoide das galhas influenciam
negativamente em parametros de desenvolvimento diversos de plantas de
batata, no entanto esse efeito € dependente da interagcdo entre gendtipo e

densidade de in6culo;

- Maiores niveis de in6culo do nematoide das galhas influenciam
negativamente em caracteristicas bioquimicas dos tubérculos, como teores de
agucares, conteudo de compostos fendlicos e antioxidantes, os quais estao

intimamente relacionadas a sua qualidade.
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4 CAPITULO Il - Analise sensorial e visual e histopatologia comparada em

raizes e tubérculos de batata parasitados por Meloidogyne

javanica

4.1 Introducgao

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma das culturas mais consumidas
mundialmente, porém, problemas de origem fitossanitaria afetam
consideravelmente a cultura em diferentes regides do globo (NAZARENO;
FILHO, 2009; JIMENEZ-PEREZ; CROZZOLI; GRECO, 2007). Entre as pragas
que afetam negativamente a cultura, os fitonematoides sdo considerados um
dos principais fatores limitantes devido a suscetibilidade dessa solanacea a
essas pragas e aos prejuizos decorrentes da infestagdo dos tubérculos
(VOVLAS et al., 2005; MONTERO et al., 2007).

O género Meloidogyne € considerado um dos mais importantes para a
agricultura mundial, pois, além de estar distribuido nas mais variadas regides
geograficas do globo, apresenta ampla gama de hospedeiros parasitando
varias espécies vegetais. Espécies desse género sao pragas das principais
culturas em climas tropicais, subtropicais e temperados (EISENBACK;
TRIANTAPHYLLOU, 1991; CHARCHAR, 1997) sendo M. javanica, a espécie
mais frequente e encontrada na maioria das regides produtoras de batata do
mundo (TAYLOR; SASSER, 1983; VOVLAS et al., 2005) e em lavouras do Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (SILVA, 2009; LIMA-MEDINA, 2013).

A reproducdo do nematoide das galhas varia em funcdo da planta
hospedeira, entretanto, esses nematoides se adaptam facilmente por longos
periodos em diferentes ecossistemas naturais (FERRAZ, 2001). Segundo
Gomes e Souza (2003), plantas de batata afetadas por Meloidogyne spp.
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apresentam menor desenvolvimento, amarelecimento foliar, galhas nas raizes
e protuberancias nos tubérculos. Os tubérculos infectados podem exibir
sintomas visiveis na forma de galhas ou “pipocas” de diferentes tamanhos
(CHAVES; TORRES, 2001). Como consequéncia dessa infec¢do, os tubérculos
perdem valor comercial e sdo excelente veiculo de disseminagado do nematoide
para novas areas caso sejam utilizados como batata-semente (VOVLAS et al.,
2005).

O ciclo de vida do nematoide das galhas envolve quatro estadios de
desenvolvimento. Ao eclodirem dos ovos, os juvenis de segundo estadio (J2)
se movimentam no solo e migram até as raizes da planta hospedeira e
penetram na regido de elongamento por meio de seu estilete.
Subsequentemente, os J2 locomovem-se intercelularmente até o cilindro
central da raiz e estabelecem um sitio de alimentacéo, tornam-se sedentarios e
iniciam o processo de parasitismo. Ao injetarem secregdes nas células
parasitadas ao redor da regido anterior de seu corpo, essas tornam-se gigantes
e multinucleadas (hipertrofia), ocorrendo concomitantemente a divisdo
sucessiva das células corticais, ao redor das células hipertrofiadas, as quais
originam engrossamentos nas raizes, conhecidos como galhas (hiperplasia)
(GOMES; SOUZA, 2003). Aproximadamente trés semanas apos a infecgao, os
juvenis passam por mais duas ecdises (estadios J3 e J4), ocorre diferenciagao
do sexo. As fémeas adultas e globosas, iniciam a postura colocando de 200 a
1000 ovos em uma unica matriz gelatinosa, fora da raiz, completando seu ciclo.
Da mesma forma, os machos, vermiformes, passam por mais duas ecdises, e,
ao atingirem o estadio adulto, podem fecundar a fémea antes de abandonarem
a raiz (GOMES; SOUZA, 2003).

Apos a primeira geracdo do nematoide das galhas, nas raizes,
ocorrem novas infecgdes, cujos J2 eclodidos podem também penetrar nos
tubérculos (TORDABLE; LAX; DOUCET, 2008). A composigao dos nutrientes
disponiveis no tubérculo muda de acordo com a espécie e com o estadio de
desenvolvimento do nematoide que esta parasitando, bem como as
caracteristicas da planta hospedeira (SIJMONS, 1993), fatores que interferem

durante o processamento industrial. Contudo, poucos estudos existem acerca
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das alteragdes causadas pelo patégeno na qualidade dos tubérculos infectados
(SILVA; SANTOS,2007) além de estudos ao nivel celular.

Os nematoides do género Meloidogyne, usualmente, causam a formagéao
de galhas em raizes de plantas hospedeiras suscetiveis, que reagem as
secregdes produzidas pelos J2 através de mudangas morfolégicas e
fisioldgicas. As células gigantes, altamente especializadas, servem como fonte
alimentar exclusiva para fases parasitarias posteriores do nematoide
sedentario, sendo estabelecidas no floema ou no parénquima adjacente
(EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991). Um dos primeiros sinais de indugao
de células gigantes das raizes, é a formagao de células vasculares binucleadas
preenchidas predominantemente por vacuolos e nucleos localizados no
citoplasma periférico (KARSSEN; MOENS, 2006). No interior dessas células,
ocorre a endomitose de diferentes nucleos sincronicamente, com aumento do
conteudo citoplasmatico e as células expandem-se lateralmente (KARSSEN;
MOENS, 2006). No entanto, alteragcdes ao nivel celular em tubérculos séo
pouco estudadas.

No Brasil, a forma de consumo de batata é predominantemente in
natura. Consequentemente, o formato, o tamanho e a cor da periderme dos
tubérculos sao caracteristicas que influenciam diretamente na escolha pelos
consumidores (SILVA; SANTOS, 2007). Dessa forma, tubérculos infectados
com sintomas de “pipocas”, causados pelo nematoide das galhas, s&o
rejeitados pela industria devido ao aspecto visual depreciativo. Caracteristicas
como alto teor de matéria seca, olhos pouco profundos e baixo teor de
agucares redutores sdo as mais importantes para o abastecimento das
industrias de batata frita (SILVA; SANTOS, 2007). No entanto, ha pouca
informacao na literatura relacionadas a qualidade visual e ou sensorial de
tubérculos infectados pelo nematoide das galhas. Existem apenas relatos de
que tubérculos injuriados possuem sua qualidade reduzida, em fungdo da
infecgdo causada por tais patogenos (SILVA; SANTOS, 2007). Sabe-se que o
escurecimento e o sabor amargo de tubérculos injuriados condicionam a
rejeicdo do produto final pelos consumidores (SILVA; SANTOS, 2007), porém
sdo raros os estudos sobre possiveis alteragdes fisico-quimicas e danos

causados pelo nematoide das galhas.
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Dessa forma, objetivou-se com esse estudo: i) avaliar danos visuais
ocasionados pelo nematoide das galhas em tubérculos de diferentes cultivares
de batata na colheita e em diferentes periodos de armazenamento; i) avaliar as
caracteristicas sensoriais e visuais de tubérculos de batata de diferentes
cultivares infectados com o nematoide das galhas; iii) estudar as alteragdes
histopatologicas presentes em tubérculos de diferentes cultivares de batata

infectados com M. javanica € comparar com as alteragdes nas raizes.

4.2 Material e métodos

O indculo utilizado para realizagdo desse trabalho foi proveniente de
uma populagao pura de M. javanica (Est J3) agressiva a batata (LIMA-MEDINA,
2013), a qual foi multiplicada e mantida em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum Mill.) cv. Rutgers, em vasos com solo autoclavado, em casa de
vegetacao a 25°C + 5°C.

Tubérculos de batata das cultivares, BRS Clara (salada), BRSIPR Bel e
Asterix (fritura), suscetiveis a M. javanica (LIMA-MEDINA, 2013), foram plantados
em vasos de 4,5L contendo solo esterilizado, em casa de vegetacao a 25°C £
5°C, no periodo de 28 de outubro de 2013 a 13 de janeiro de 2014. Sete dias
apos a emergéncia, cada planta de batata foi inoculada com 5.000, 2.500,
1.250 ou 625 ovos + J2 de M. javanica, sendo a testemunha composta por
plantas ndo inoculadas. O ensaio foi montado em esquema fatorial (3 x 5) em
delineamento completamente ao acaso constando de dez repeticbes para cada
tratamento. Setenta dias apds a inoculacdo, as raizes e tubérculos de cada
planta foram colhidos e separados paras as avaliagdes dos diferentes estudos
abaixo descritos, sendo, os tubérculos das trés cultivares, logo apdés a colheita,
armazenados sob temperatura ambiente, com variagédo de 10,8°C a 39,0°C, no

periodo de 14 de janeiro a 27 de fevereiro de 2014.
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421 Danos e alteragbes em tubérculos de batata infectados por

Meloidogyne javanica em diferentes periodos de armazenamento

No momento da colheita e, apds 15 e 30 dias de armazenamento (item
4.2), foram feitos cortes transversais e fatiamento nos tubérculos para
visualizacdo dos danos recorrentes do parasitismo de Meloidogyne javanica,
utilizando-se dois tubérculos para cada tratamento. Considerou-se como dano,
a aparéncia visual e intensidade de pontuagdes escuras e podriddes na regiao
entre a casca e a polpa dos tubérculos (0,0 a 3,0mm) submetidos aos
diferentes niveis de in6culo e periodos de armazenamento. A documentacao
dessa analise visual se deu a partir de fotos em camara fotografica Sony Cyber
Shot modelo DSC-H200.

4.2.2 Analise visual e sensorial de tubérculos de batata infectados por

Meloidogyne javanica

Imediatamente apds a colheita dos tubérculos, foram realizadas as
analises sensoriais e visuais das cultivares de batata BRS Clara (batata cozida)
e BRSIPR Bel (frita do tipo chips), provenientes dos diferentes niveis de indculo
do nematoide (item 4.2).

Para analise sensorial dos tubérculos da cultivar BRS Clara, dez
tubérculos de cada amostra foram lavados, cozidos em micro-ondas por 5 min.,
descascados, cortados em cubos de 20mm e servidos a 10 julgadores em
copos individuais de acrilico codificados aleatoriamente sem identificacdo do
tratamento. Os tratamentos foram representados por tubérculos provenientes
de cada nivel de in6culo de M. javanica em comparagdo com uma amostra
padrao (testemunha nao inoculada). O método de avaliacdo foi o sensorial
discriminativo pareado direcional com dez julgadores (adaptado de SHIROSE;
MORI, 1985) somente para a variavel sabor, medida pela quantidade de erros
e acertos. Assim, os acertos indicaram as diferengas existentes entre as
amostras e os erros, a dificuldade em perceber essas diferencas.

Na cv. BRSIPR Bel, foram realizadas analises sensoriais e visuais de
batata chips. Para tanto, uma amostra de 10 tubérculos de cada tratamento foi
utilizada para fatiamento na forma de chips em cortador manual.

Posteriormente, as batatas fatiadas foram submetidas a fritura em 6leo vegetal
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de girassol, a uma temperatura inicial de aproximadamente 180°C durante trés
minutos (PEREIRA; COSTA, 1997). Para avaliagdo de aparéncia dos chips,
dez unidades de chips foram colocadas em bandejas brancas, codificadas e
com trés digitos aleatérios sem identificagdo dos tratamentos. Na avaliagéo dos
demais atributos sensoriais, os chips foram colocados em copos individuais de
acrilico transparente, codificados e aleatorizados em sua apresentacdo aos
julgadores.

A avaliagdo se deu pelo método descritivo e de atributos pelas
categorias visual (aparéncia): cor pela escala de cinco pontos da Snack Food
Association, uniformidade da cor, centro escuro, borda escura, defeitos de
borda e qualidade visual (adaptado de ZORZELLA; VENDRUSCOLO;
TREPTOW, 2003); e sensorial (sabor): gosto amargo, sabor caracteristico e
estranho; crocancia, qualidade geral e aceitagao do produto através de escala
hedbnica (adaptado de ZORZELLA; VENDRUSCOLO; TREPTOW, 2003),
conforme diagrama descrito na Figura 1. A coleta de dados foi realizada
através de fichas contendo escalas nao estruturadas, de 9cm para cada
atributo avaliado, e estas escalas ancoradas com termos descritivos, indicando
a menor intensidade (esquerda) e maior intensidade (direita) do atributo a ser
avaliado (Anexo ). A marca na escala foi transformada em numeros e avaliada
estatisticamente (ZORZELLA; VENDRUSCOLO; TREPTOW, 2003).

e Cor; * (Gosto amargo;
~» Uniformidade de cor; < * Sabor caracteristico;
* Centro escuro; * Sabor estranho;
£« Borda escura; 2« Crocancia;
- » Defeitos de borda; o * Qualidade geral;
* Qualidade visual. * Aceitacao do produto.

Figura 1 - Diagrama de atributos visuais e sensoriais para avaliacao de batatas-
chips da cultivar BRSIPR Bel. Pelotas/RS, 2015.
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4.2.3 Histopatologia comparada de raizes e tubérculos de batata
infectados por Meloidogyne javanica

Raizes e tubérculos de batata (cvs. Asterix, Clara e Bel) provenientes de
plantas inoculadas ou ndo com 1250 J2 + ovos de M. javanica, foram utilizados
para estudo histopatolégico comparativo conforme ensaio descrito no item 4.2.

A partir das raizes e tubérculos infectados e nao infectados com o
nematoide, foram coletadas amostras de 1cm de comprimento do primeiro e de
0,5cm? da superficie do segundo das trés cultivares. Subsequentemente, os
fragmentos obtidos foram fixados em solugdo de Karnovsky (KARNOVSKY,
1965) modificada com a utilizagdo de tampéo fosfato pH 7,2, desidratados em
série etilica ascendente e infiltrados em resina plastica (Leica Historesin®)
segundo as instrugdes do fabricante. Logo apds, as amostras foram
seccionadas (secgdes de 7um de espessura) utilizando-se micrétomo rotativo
manual (ANCAP) com navalha descartavel (Feather). A seguir, as secgdes
longitudinais obtidas de cada tratamento foram transferidas para uma lamina
contendo &agua destilada e secas em placa de aquecimento a 40°C.
Posteriormente, as secg¢des foram coradas com azul de toluidina 0,05%
(SAKAI, 1973) em tampao fosfato e citrato (McILVAINE, 1921) pH 4,5, secas a
temperatura ambiente e montadas em resina sintética “Entellan” (Merck®).

Os cortes foram examinados quanto as alteragdes histoldgicas dos
diferentes tecidos parasitados em microscopio Optico Olympus modelo
BX51TF, sendo os mesmos, fotodocumentados pela captura de imagens com a
utilizacdo de camera fotografica Olympus U-PMTVC, Modelo 42, Japan.
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4.3 Resultados e discussao

431 Danos e alteragbes em tubérculos de batata infectados por

Meloidogyne javanica em diferentes periodos de armazenamento

Pela analise visual da aparéncia dos tubérculos, no momento da colheita,
em todos os niveis de indéculo testados, ndo foram observadas podriddes
apesar da presencga de “pipocas” em sua superficie. No entanto, pelos cortes
analisados, verificou-se escurecimento discreto da regidao proxima a “casca”
nos tubérculos provenientes de plantas das trés cultivares testadas e
inoculadas com 1250 ou mais nematoides, conforme figura 2.

Aos 15 dias de armazenamento, pequenas areas escurecidas foram
observadas nos cortes de tubérculos das cvs. Asterix e Clara ja naquele
tratamento com o menor nivel de indculo (625 nematoides/planta), sendo essas
alteragdes mais nitidamente visiveis em tubérculos provenientes de
inoculacdes iguais ou superiores a 1250 nematoides em ambas as cultivares
(Figura 3). Também foi possivel observar a presenga podriddes na extremidade
de alguns pontos dos cortes realizados na cv. Clara a partir de 1250
nematoides e nas cvs. Bel e Asterix com o maior nivel de inéculo (5000
ovos+J2 de M. javanicalplanta).

Ja aos 30 dias apods a colheita, verificou-se escurecimento mais intenso
da regido da polpa préxima a casca em todas as cultivares avaliadas a partir de
1250 nematoides inoculados por planta. Ainda, cortes de tubérculos das cvs.
Clara e Bel, provenientes da inoculacdo com 1250 ou mais nematoides/planta,
evidenciaram o aparecimento de podriddes, conforme pode ser visualizado na
figura 4. O presente estudo foi interrompido aos 30 dias, uma vez que os
tubérculos inoculados com M. javanica n&o suportaram o armazenamento a partir
desse periodo e apodreceram. De acordo com Inomoto (2001), tubérculos de
batata provenientes de plantas infectadas com o nematoide das galhas sao de
qualidade inferior pelo aspecto “empipocado” e pela facilidade com que esses
tubérculos apodrecem. Além do “empipocamento” e escurecimento localizados
da polpa préximo a casca, esses fitonematoides podem afetar negativamente
os tubérculos de forma indireta, pois, durante sua lavagem, as galhas

(“pipocas”) e as lesbes secundarias sao esfoladas, favorecendo podrides
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causadas por bactérias e fungos (VOVLAS et al., 2005). Ainda, tais tubérculos
infectados podem atuar como disseminadores do nematoide para novas areas,
ressaltando a importancia da sanidade da batata semente (SILVA; SANTOS,
2007).

Sabe-se que a temperatura é um fator extremamente importante para o
sucesso do desenvolvimento do fitonematoide dentro ou fora da planta
(EVANS, 1987). Com isso, especula-se que a rapida deterioragdo ou perda de
qualidade se deva a elevada temperatura nesse periodo (T° média 20,6-
31,4°C; 14/01 a 27/02/2014) conforme Figura 5, uma vez que em ensaio
semelhante, onde os tubérculos foram colhidos no periodo de outono, a
temperatura no periodo de armazenamento foi menor (T° média 7,5-17,6°C;
29/04-15/10/2013), e os tubérculos mantiveram-se integros (sem podriddes)
por 90 dias (SCHAFER, J.T., Comunicagao Pessoal). Além disso, temperaturas
mais elevadas durante o periodo de armazenamento podem ter favorecido a
redugcao em dias do ciclo de vida do nematoide no interior do tubérculo, onde a
morte e degradagcao das fémeas permitiram a invasao por organismos
secundarios causadores de podriddes. Tais observagbes fazem alusdo as
constatagdes de Santos (2003), o qual menciona que temperaturas mais
elevadas reduzem o tempo de armazenamento e consequentemente, de
prateleira do produto, inviabilizando os tubérculos pelo aparecimento de
podriddes por micro-organismos de importancia secundaria, quando
comparados a batatas sadias submetidas ao mesmo processo de
armazenamento.

As observagdes feitas no presente estudo indicam que os sintomas
desenvolvidos em decorréncia do parasitismo do nematoide das galhas, podem
evoluir apos a colheita, resultando em sintomas externos mais visiveis, apds
algum tempo de armazenamento (JATALA; BOOTH; WIERSMA, 1982). Porém,
0 periodo necessario para o surgimento ou aceleragdo da expressao dos
sintomas, esta relacionado com a temperatura ambiente nos quais o0s
tubérculos foram acondicionados, ja que tanto a temperatura quanto o tempo
de armazenamento influenciam diretamente no parasitismo pelo nematoide
das galhas (TEKLU, 2014) conforme ja mencionado; no entanto, mesmo se o

nivel de infestacdo do nematoide for relativamente baixo no momento da
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colheita, a formagao de uma nova geragéo dentro dos tubérculos armazenados
podera ser observada (RULLIAT et al., 2014). Dessa forma, investigagcdes
adicionais acerca de menores niveis de inoculo do nematoide aqueles
avaliados nesses estudo e associados a diferentes temperaturas e tempos de
armazenamento poderiam resultar em informagdes praticas relacionadas a
melhores condicdes de armazenamento ou periodos de colheita desfavoraveis
ao desenvolvimento do nematoide e perda de qualidade dos tubérculos

infectados.
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4.3.2 Analise visual e sensorial de tubérculos de batata infectados por
Meloidogyne javanica

Para a avaliagdo sensorial da cultivar BRS Clara, a partir do processo de
cocgao, foram obtidos sete acertos e trés erros em todos os tratamentos, os quais
representaram cada nivel de in6culo, em comparagao com a amostra padrao de
tubérculos nao infectada pelo nematoide. Dessa forma, 70% dos julgadores
perceberam as diferengas em cada uma das amostras oferecidas, o que significou
que foram percebidas variagbes no sabor da batata infectada pelo nematoide em
relacdo a batata sadia, e, provavelmente essa diferenca tenha se dado por influéncia
do parasitismo do nematoide.

Em relacdo as analises sensoriais e visuais de batatas chips da cultivar
BRSIPR Bel, as amostras provenientes do tratamento das plantas inoculadas com o
maior nivel de in6culo (5000 nematoides/planta), de uma forma geral, demonstraram
qualidade inferior (Figura 6). A coloragdo, uniformidade de cor, bordas escuras,
defeitos gerais, qualidade visual e geral, e sabor amargo, caracteristico e estranho
apresentaram melhores resultados nos chips do tratamento padréao (tubérculos nao
infectados), verificando-se tendéncia na redugdo da qualidade desses parametros
com o aumento do nivel de in6culo do nematoide. Para a crocancia do produto, as
amostras padrdo e aquela relativa ao menor nivel de indculo (625 nematoides
inoculados /planta), foram consideradas as melhores, sendo os chips provenientes
dos tubérculos com os niveis de inéculo mais elevados (2500 e 5000 nematoides
inoculados/planta) considerados os piores por apresentarem textura dura (Tabela 1,
Figura 6).

Comparando-se os dados de cor da amostra padrdao (amarelo claro) com os
demais tratamentos, pode-se observar que as amostras de chips dos tubérculos de
“Bel” provenientes dos tratamentos com os menores niveis de indculo (625 e 1250),
apresentaram coloragcao levemente mais escura que o tratamento testemunha
(Figura 6). Ainda, estes dois tratamentos também evidenciaram de regular a
moderada uniformidade para cor dos chips. Nenhuma das amostras apresentou
centro escuro de forma significativa, caracteristica que prejudique o produto final.
Porém, chips provenientes dos tubérculos cujas plantas foram inoculadas com niveis
2500 e 5000 nematoides, apresentaram esse defeito em maior intensidade quando

comparados aos demais tratamentos. Ja para a presenga de bordas escuras, o
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maior valor se deu no nivel de indculo 5000, evidenciando este defeito pela agao da

inoculagao dos nematoides provenientes do maior nivel de inéculo (Tab.1, Figura 6).

BRSIPR Bel BRSIPR Bel BRSIPR Bel BRSIPR Bel BRSIPR Bel
0 ovos +J2 625 ovos +J2 1250 ovos + J2 2500 ovos +J2 5000 ovos + J2

Figura 6 - Chips de batatas da cultivar BRSIPR Bel provenientes de tubérculos de
plantas inoculadas com diferentes niveis de indculo (0, 625, 1250, 2500
ou 5000 ovos + J2) de Meloidogyne javanica. Pelotas/ RS, 2015.

Entre os atributos visuais dos chips avaliados, os valores mais elevados para

“cor” indicam perda de qualidade pelo gradual escurecimento com o aumento do
nivel de indculo. A cor desenvolvida nos chips é proveniente do processo de fritura e
tem sido atribuida a reacdo de Maillard que ocorre entre os agucares redutores e os
aminoacidos livres (TALBURT; SCHHWIMMER; BURR, 1975). Os teores de
acucares redutores sao altamente correlacionados com os teores de glicose
(PEREIRA et al., 1994), sendo que a associagao do teor de agucares com a cor da
fritura € mais elevada com a glicose (MILLER; HARRINGTON; KUHN, 1995). A
relagcdo entre o teor de agucares redutores e a cor do produto final é curvilinear com
um plateau em nivel de cor escura (MARQUEZ; ANON, 1986). Portanto, para
detectar diferencas de qualidade de tubérculos para processamento quanto a cor de
fritura entre gendtipos, ha maior precisdo pela comparagdo do teor de agucares
redutores (PEREIRA; CAMPOS, 1999). De acordo com Silva; Santos (2007), o
aumento da temperatura durante o processamento industrial permite com que os
agucares redutores e aminoacidos livres iniciem a reagdo de Maillard ou de
escurecimento ndo enzimatico, alterando a cor e o sabor da batata frita nos pontos
onde ocorre a infecgdo pelos nematoides, uma vez que a intensidade de sintomas

(“pipocas”) em tubérculos de batata infectados com tais patdégenos parece estar
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correlacionada positivamente com o aumento da glicose e sacarose, conforme foi
observado para as cvs. Bel e Asterix no capitulo dois desse trabalho.

Quanto a qualidade dos tubérculos para comercializagdo e ao abastecimento
das industrias de batata frita, o tipo predominante no Brasil é a batata tipo chips
(SILVA, 1991). Nesse contexto, o baixo teor de agucares redutores € uma
importante caracteristica (SILVA; SANTOS, 2007), assim como o alto teor de matéria
seca (LOISELLE; TAIl; CHRISTIE, 1990), o qual determina a absorcdo de dleo
durante a fritura, a textura, o sabor e o rendimento de chips (SILVA, 1991), onde
altos teores de acucares redutores e baixo teor de matéria seca estao relacionados
com a baixa qualidade do produto. Entretanto, no que tange a inter-relagéo entre
qualidade de tubérculos de batata processados e Meloidogyne spp., existem apenas
relatos de que tubérculos injuriados pelos nematoides de galhas, tem sua qualidade
reduzida em fungdo da infecgdo causada por tais patdégenos ndo havendo
explicagbes ou trabalhos mais aprofundados acerca das alteragdes visuais e
sensoriais. Tais resultados evidenciam a necessidade de conducédo de pesquisas
nessa linha, uma vez que, mesmo nos niveis de indculo mais baixos aqui testados,
foi verificada perda de qualidade principalmente para os chips. Assim, técnicas de
manejo visando reducdo de inoculo inicial de Meloidogyne spp. no solo sao
importantes em sistemas de produgdo de batata visando a melhoria da qualidade
sanitaria dos tubérculos, contribuindo dessa forma, para a economia e reducido do

custo efetivo do produto para o consumidor (PIETERSE, 2014).
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4.3.3 Histopatologia comparada de raizes e tubérculos de batata infectados
com Meloidogyne javanica

Através de observagdes microscopicas anatdbmicas de cortes transversais das
raizes de batata ndo inoculadas com M. javanica (controle), na fase de crescimento
secundario, evidencia-se que os tecidos vasculares no cilindro central e a periderme
como tecido de protecdo, apresentam-se sem alteracbes anatbmicas tipicas do
parasitismo pelo nematoide das galhas, conforme pode ser observado em sessdes
de raizes da cv. Asterix na Figura 7A. No tratamento cujas plantas de batata foram
inoculadas com M. javanica, as secg¢des transversais das raizes com galhas revelaram
o estabelecimento de sitios de alimentagdo do nematoide, constituidos por células
gigantes no cilindro vascular (Figura 7B-E). Estas células, apresentaram-se em
numero de até seis, multinucleadas e com nucléolo proeminente, com citoplasma
denso, inumeros vacuolos e paredes celulares mais espessas, apresentando-se
parcialmente fragmentadas, indicando possivel processo de degradacédo (Figura 7C-
E). A forma adulta de M. javanica presa ao sitio de alimentagdo (Figura 7E) e a
presenga de massa de ovos comprimindo as células adjacentes observadas na
figura 7F, evidenciam que o patdégeno completou seu ciclo de vida. Similarmente,
analises comparativas em raizes de plantas de batata infectadas com M. javanica
também demonstraram alteragdes celulares nos tecidos do cortex, endoderme e
periciclo e no sitio de alimentagdo. No entanto, cada fémea adulta foi cercada por
trés ou quatro células gigantes mostrando um citoplasma granulado e com
numerosos nucleos e nucléolos hipertrofiados (VOVLAS et al., 2005; DOUCET et al.,
2007).

Em espécies vegetais, ha produgcdo de gomas em resposta a infecgao por
patdgenos, isolando o local e, em consequéncia, o patégeno pode morrer por
inanicdo, caracterizando uma resposta de hipersensibilidade, ligada a uma regiao
localizada de células necréticas (DROPKIN, 1969; HO et al. 1992; LEITE;
STANGARLIN, 2008). No caso de fitonematoides, a resposta da reacdo de
hipersensibilidade aparece nas primeiras 24 horas apds a inoculagdo, quando as
células da planta e o patbgeno morrem; porém, o grau de necrose dos tecidos e o
tempo de ocorréncia podem diferir, mesmo em plantas de uma mesma espécie
(PIPOLO; FERRAZ, 1999). Nas raizes de todas as cultivares de batata avaliadas,

observou-se a compressdo de células parenquimaticas ao redor das regides
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infectadas por M. javanica, bem como producdo de substancia péctica, conforme
sessdo transversal da raiz da cv. Asterix apresentada na figura 7C.

A penetragdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne spp. geralmente
ocorre na regiao adjacente a coifa da raiz ou nos primérdios das raizes laterais
(BYRNE; PESACRETA; FOX, 1977) e, apds, migram intra ou intercelularmente do
cortex para a regiao de diferenciagao celular (HUSSEY, 1985). A forma como o
nematoide das galhas inicia seu processo de parasitismo tem sido descrito em
literaturas recentes, em diversos patossistemas, como por exemplo, Meloidogyne Spp.
- batata (DOUCET et al.,, 2007; TORDABLE; LAX; DOUCET, 2008), M. javanica —
batata (VOVLAS et al., 2005), M. paranaensis - soja (MORITZ et al., 2008), M. javanica —
tomate (WESTERICH et al., 2012), M. incognita — algoddo (CARNEIRO et al., 2005),
Meloidogyne spp. — pimenta (PEGARD et al., 2005) e M. graminicola — arroz (CABASAN
et al., 2014). Apesar de se conhecer o processo de penetracdo do nematoide das
galhas nos tecidos da planta hospedeira, no presente trabalho ndo foi possivel
verificar o inicio da penetragdo, pois as analises foram realizadas apds a infecgao
dos tecidos pelo patégeno.

Pela analise dos sitios de infecgdo do nematoide no hospedeiro, verificou-se a
formacgao de tecido hiperplasico proximo ao cilindro vascular no tecido radicular das
diferentes cultivares de batata avaliadas (Figura 7C-D). No patossistema videira x m.
ethiopica, Tordable et al. (2012) verificou que raizes da cultivar Cabernet Sauvignon
(suscetivel), atacados pelo nematoide, produziram galhas de aproximadamente
5mm de didmetro, onde se detectou um importante aumento do cilindro central
devido a presenca de tecido hiperplasico. De acordo com os mesmos autores,
células gigantes em diferentes etapas de desenvolvimento demostraram sitios de
alimentagao imersos no xilema, causando a redugcao do mesmo e do cambio
vascular (TORDABLE et al., 2012), informacdes essas também verificadas no
presente estudo pela constituicido do sitio de alimentagdo préximo ao sistema
vascular (Figura 6C-D).

Analises histopatolégicas da area central das galhas demostraram que
alteragbes induzidas pelo nematoide, no coértex e cilindro central de raizes
parasitadas de Vitis vinifera por exemplo, levaram ao desenvolvimento de células
gigantes, redugao de tecidos vasculares e aumento no didmetro do cilindro central

devido a presencga de tecido parenquimatoso hiperplasico, como o encontrado por
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Doucet e colaboradores (2007), onde estes autores verificaram uma redugao nos
elementos de conducgdo, pela ocupagdo quase que total do sincicio. Da mesma
forma, o aumento do tamanho do corpo das fémeas também causou danos nas
células do cortex e zona central das galhas conforme ja observado por Tordable et
al. (2012). Ainda, a reducdo dos tecidos vasculares também envolveu o cambio
vascular, afetando a formagédo do tecido vascular secundario. Em plantas de Vv.
vinifera X V. rotundifolia, parasitadas por M. javanica foi indicado que alteragbes muito
marcadas do cilindro central, especialmente a presenca de sitios de alimentacgao,
interromperam o tecido vascular radicular (VOVLAS; INSERRA; MARTELLI, 1978).

As alteragbes histolégicas nos tubérculos de batata foram semelhantes
aquelas produzidas pelo nematoide das galhas nas raizes. Contudo, a quantidade
de mucilagem (substancia péctica) produzida nas células dos tubérculos,
aparentemente foi maior; porém né&o houve quantificagcdo nas amostras infectadas
(Figura 8A-F). No entanto, é evidente a desorganizacéo celular presente no tecido
parenquimatico dos tubérculos infectados (Figura 8B) e a formagcdo das células
gigantes (Figura 8C). De acordo com a Figura 8D-E, observa-se degradacédo da
parede celular e a presengca de mais de um nucléolo no nucleo nas sessdes dos
tubérculos infectados pelo nematoide, semelhantemente ao observado nos cortes
histologicos das galhas das raizes.

Apesar da formagédo de células gigantes multinucleadas e de citoplasma
granulosos, os tecidos de tubérculos infectados por M. javanica apresentaram a
organizagdo com cerca de trés a quatro células foi diferente daquela encontrada nas
galhas das raizes, onde foi observado seis células. Em raizes de milho, também foi
possivel encontrar muitos nematoides em diferentes fases de desenvolvimento,
causando completa desorganizagao dos tecidos (ASMUS; FERRAZ; APPEZZATO
DA GLORIA, 2000), porém nos fragmentos de tubérculos de batata utilizados para
esse estudo, ndo foi possivel constatar tal intensidade de parasitismo. Caso areas
dos tubérculos com areas de menor intensidade de “pipocas” tivessem sido
coletadas, tais observagdes poderiam ser elucidadas.

Outra particularidade evidente nos cortes dos tubérculos de batata
analisados, foi a presenca de grdaos de amido (Figura 8A-F). No geral, estes graos
sdo muito numerosos e ficam proximos da parte anterior do nematoide e, sua

formagao é provavelmente associada a alimentagdo (SCHUSTER; SANDSTEDT;
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ESTES, 1964). A formagao dos sitios de alimentacdo € acompanhada por uma
enorme importacdo de soluto em sincicios, levando a niveis altamente elevados de
agucares e, assim, a pressao osmoética elevada (HOFFMANN et al., 2007). Nesse
sentido, tais observagbes podem estar relacionadas ao fato de que tubérculos de
batata acumulam uma quantidade maior de amido em comparagdo as raizes.
Porém, a conducado de analises bioquimicas e histopatologicas adicionais de raizes
e tubérculos infectados com o nematoide, seriam necessarias para inferir possiveis
relagbes quanto a sua influéncia no parasitismo em fungdo das alteragées aqui
observadas.

Tordable; Lax; Doucet (2008) ao estudarem alteragdes histopatologicas
induzidas por M. javanica em combinagdo com M. incognita em tubérculos de batata
“Tuni” de Solanum tuberosum subsp. andigenum, verificaram a presenca de citoplasmas
densos, pouco vacuolizados e de aspecto granular, apesar de ndo encontrarem
galhas ou qualquer aparéncia de rugosidade desses tubérculos em consequéncia do
ataque do nematoide das galhas. Dessa forma, tais informacdes refletem na
necessidade de investigagdes futuras quanto ao limiar de dano econdémico em
fungdo dos niveis populacionais do nematoide no solo conforme ja mencionado

anteriormente.
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Figura 7 - A-D. Seccgao transversal da raiz de Solanum tuberosum cv. Asterix. A. Raiz
testemunha em fase secundaria de desenvolvimento evidenciando cilindro
vascular e periderme, 70 dias apds a inoculagdo de Meloidogyne javanica. B.
Formagao de células gigantes (setas) na raiz infectada pelo nematoide. C.
A seta indica células parenquimaticas comprimidas e substancia péctica.
C-D. As células gigantes mostram varios nucleos com nucléolos
proeminentes (pontas de setas pretas) e parede celular parcialmente
fragmentada (pontas de setas brancas). S. tuberosum cv. BRSIPR Bel (E) e
S. tuberosum cv. BRS Clara (F) evidenciando a infecgao por nematoides
incluindo a presenca de massa de ovos. Note a fragmentacdo das
paredes celulares nas células gigantes. Cv = cilindro vascular; Cg =
células gigantes; m = massa de ovos; N = nematoide; Pe = periderme.
Barras: A, B, C, E, F =100 um; D = 50 ym.
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Figura 8 - A. Seccao transversal do tubérculo testemunha de Solanum tuberosum cv.
Asterix mostrando parénquima amilifero sem alteragdes celulares. B.
Secgao transversal da galha formada no tubérculo de S. tuberosum cv.
Asterix apds inoculagdo de 1250 ovos de Meloidogyne javanica evidenciando
alteragado celular no parénquima (seta), 70 dias apds a inoculagdo do
nematoide. No tubérculo da cultivar BRS Clara e BRSIPR Bel (C e D,
respectivamente) € possivel observar as alteragbes celulares (células
gigantes), bem como a produgdo de substancia péctica (asteriscos). A
degradagado da parede celular é evidenciada em D (seta). E. Grdos de
amido indicados pelas setas (cv. BRSIPR Bel). F. Detalhe das células
gigantes multinucleadas (pontas de setas), citoplasma com numerosos
vacuolos (V). Barras: A, B = 100um; C, D = 50um; E = 20um; F = 10um.
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De uma forma geral, tubérculos de batata infectados pelo nematoide das
galhas sem sintomas a olho nu sao faciimente encontrados (VOVLAS et al., 2005).
Assim, a sua utilizacdo como batata semente se constitui em riscos no processo
produtivo. Desta maneira, a utilizagdo de tubérculos infectados por Meloidogyne ou
outro nematoide-praga da batata favorece a dispersao desses patégenos, sendo de
particular importancia o emprego de cultivares menos suscetiveis ao nematoide das
galhas e que apresentem menos defeitos quanto ao processamento industrial, uma
vez que os tubérculos sado praticamente inviabilizados quando apresentam infecgao
por Meloidogyne spp. Dessa maneira, reforca-se a necessidade de trabalhos
relacionando-se, além da resisténcia genética ao nematoide, o estudo pareado do
potencial de danos causados por esses patdgenos em tubérculos de diferentes
cultivares de batata, tendo como alvo a selegdo de materiais genéticos de maior
qualidade mesmo na presenga do patdgeno.
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4.4 Conclusao

- Niveis mais elevados de in6culo do nematoide das galhas (M. javanica) em plantas
de batata, associados a um maior periodo de armazenamento dos tubérculos maior,

intensificam os danos causados pelo patdégeno;

- Tubérculos de batata infectados pelo nematoide das galhas tem sua qualidade
afetada negativamente quanto ao aspecto sensorial e visual na forma de chips ou

cozida;

- Alteragdes histopatoldégicas como numero de células gigantes, produgdo de
mucilagem e presencga de granulos de amido sao distintas entre raizes e tubérculos
de batata infectados pelo nematoide das galhas.



5 Conclusao Geral

- Gendtipos e cultivares de batata do programa de melhoramento genético da
Embrapa apresentam diferentes niveis de suscetibilidade ao nematoide das galhas

Meloidogyne javanica.

- Os niveis populacionais de M. javanica em cultivos de batata da cv. Clara séo
influenciadas pelo periodo plantio do ano.

- Plantas de batata submetidas a menores niveis de inéculo de M. javanica
resultam em maior reproducdo do nematoide das galhas; e, densidade de in6culo
inicial mais elevadas causam maiores danos e influenciam em caracteristicas
bioquimicas associadas a qualidade dos tubérculos, sendo essas interacoes,
passiveis de serem influenciadas pela cultivar de batata.

- Tubérculos de batata provenientes de plantas das cvs. Asterix, Bel e Clara
inoculadas com mais de 1250 nematoides, apresentam alteragées no aspecto visual
da polpa, sendo essas mudangas intensificadas com o aumento do periodo de
armazenamento.

-Tubérculos de batata infectados por M. javanica na forma de chips ou cozida
tem sua qualidade afetada negativamente quanto aos aspectos sensorial e visual.

- Existem diferengas quanto as alterag¢des histopatolégicas quanto ao numero
de células gigantes, producdo de mucilagem e presenca de granulos de amido entre

tecidos de raizes e tubérculos de batata infectados por M. javanica.
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7 Anexos

Diagrama de atributos visuais e sensoriais para avaliagado de batata chips da cultivar
BRSIPR Bel. Pelotas/RS. 2015.

AVALIACAO DE BATATAS FRITAS TIPO CHIPS
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