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Resumo

Lima-Medina, Israel. Levantamento e caracterizacdo do nematoide das
galhas (Meloidogyne spp.) € das lesdes (Pratylenchus spp.) em batata no sul do
Brasil, e estudo da patogenicidade em Solanum spp. 2013. Tese (Doutorado)
— Programa de PO4s-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

Em levantamento do nematoide das galhas e das lesdes realizado em
areas de cultivo de batata dos estados do Rio Grande do Sul (RS), Santa
Catarina (SC) e Parana (PR), foram obtidas 47 e 27 popula¢cBes de Meloidogyne
spp., € Pratylenchus spp., respectivamente. As populacdes de Meloidogyne foram
caracterizadas bioquimicamente através da enzima esterase (Est), e,
molecularmente, através de marcadores RAPD em 20 populacbes de
Meloidogyne spp., sendo as populacdes de Pratylenchus, identificadas por meio de
caracteres morfolégicos e morfométricos. Posteriormente, avaliou-se a
agressividade de quatro populacdes de M. javanica provenientes dos trés
estados nas cultivares de batata Agata e BRS Clara. A seguir, avaliou-se, em
casa de vegetacéao, a reacao de nove cultivares comerciais de batata quanto a
resisténcia a Meloidogyne spp. € Pratylenchus brachyurus, € de 24 acessos de batata
silvestre a Meloidogyne javanica. Finalmente, estudou-se o ciclo de vida de M.
javanica em uma cultivar suscetivel (Ana) e em um acesso de batata silvestre
resistente (68-16) sob condicGes controladas (24°C + 0,5°C; 14h luz). De forma
geral, verificou-se a presenca de Meloidogyne spp. em 42,34% das amostradas
coletadas nas lavouras de batata, sendo M. javanica com o fenétipo de esterase
(Est) J3, a espécie mais frequente. Nas amostras provenientes do RS, foram
obtidas 42 populacbes de Meloidogyne com cinco fenotipos esterasticos. Os
fendtipos de M. javanica Est J3, J2 e J2a foram encontrados em 100, 3,0 e
12,1% das amostras, respectivamente. Alem disso, foram detectadas duas
populacdes de M. incognita Est 12, e duas populacbes de M. arenaria Est A2, que
correspondeu a 13,2% das amostras. Em Santa Catarina, foram identificadas

sete populacdes de M. javanica Est J3 em 100% das amostras coletadas. No



estado de Parana, constatou-se a ocorréncia de seis populacdes de M. javanica
Est J3, uma populagdo de M. ethiopica Est E3 e uma populacdo de M. incognita
Est 12, as quais corresponderam a 85,7, 14,3 e 14,3% das aeas amostradas,
respectivamente. Registrou-se a ocorréncia do nematoide das lesbes
(Pratylenchus spp.) em 24,32% das amostras. Entre as amostras coletadas no RS,
17 populacdes foram identificadas como P. brachyurus (81%) e quatro (19%) ndo
foram caracterizadas ao nivel especifico. Nos estados de SC e PR, verificou-se
apenas a ocorréncia de P. brachyurus em duas e quatro amostras,
respectivamente. Pela andlise RAPD, 317 e 435 fragmentos reprodutiveis
foram amplificados para as espécies/populacdes de Meloidogyne testadas, cuja
percentagem de bandas polimorficas amplificadas variou de 13,9 a 27,1%
respectivamente. Pela analise filogenética, trés grupos se formaram: em um
grupo 15 populacdes de M javanica Est. J3 se agruparam; M. incognita ESt 12, M.
ethiopica Est E3 e M. arenaria Est A2 formaram um segundo grupo, e um terceiro
agrupamenrto foi formado por duas populacbes de M. javanica Est J2a,
observando-se uma baixa variabilidade intraespecifica entre ambas (9,47%).
Avaliando-se a agressividade das populacdes de M. javanica, verificou-se
interacdo significativa entre cultivar de batata e populacdo do nematoide com
as variaveis numero de galhas, fator de reproducédo, numero de 'pipocas’, altura
de planta e peso de tubérculos. Na avaliacdo da reacdo das cultivares de
batata as de Meloidogyne spp., @ maioria dos materiais testados foi suscetivel a
mais de quatro espécies do nematoide das galhas. Em relacdo a reacao dos
acessos de batatas silvestres a M. javanica, dois genétipos foram selecionados
como resistentes (675 e 68-16) e um, como moderadamente resistente (51-9).
E, pela anélise do desenvolvimento e reproducéo de M. javanica em genotipos de
batata resistente e sucetivel, verificou-se prolongamento do ciclo de vida do
nematoide no acesso resistente 68-16 comparativamente a cultivar suscetivel

Ana.

Palavras-chave: Solanum tuberosum, Meloidogyne spp., Ocorréncia, variabilidade

intraespecifica, agressividade, resisténcia, ciclo biologico.



Abstract

Lima-Medina, Israel. Survey and characterization of root-knot nematode
(Meloidogyne spp.) and lesion nematode (Pratylenchus spp.) on potato in
southern Brazil and study of their pathogenicity in Solanum spp. 2013. Tese
(Doutorado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade
Federal de Pelotas. Pelotas, RS, Brasil.

A root-knot and lesion nematode survey was carried out in potato fields in the
states of Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Parana, Brazil. In this study,
47 and 27 populations of Meloidogyne spp., and Pratylenchus spp., were obtained,
respectively. The Meloidogyne populations were biochemically characterized by
the esterase enzyme (Est), and molecularly through RAPD markers on 20
Meloidogyne spp. populations; and the Pratylenchus spp. populations were
characterized by morphological and morphometric characters. Subsequently,
the aggressiveness of four populations of M. javanica from the RS, SC, PR were
evaluated in the commercial potato cultivars BRS Clara and Agata.
Subsequently, the reaction of nine commercial potato cultivars for resistance to
Meloidogyne spp. and Pratylenchus brachyurus and the resistance of 24 wild potato
accessions to Meloidogyne javanica was evaluated at greenhouse conditions.
Finally, the life cycle of M. javanica in a susceptible cultivar (Ana) and a public
resistant wild potato (68-16) was investigated under controlled conditions (24°C
+ 0.5°C; 14h light). In general, the presence of Meloidogyne spp. was verified at
42.34% of the potato samples, and M. javanica with the phenotype of esterase
(Est) J3, was the most frequent species. In the collected samples from RS were
obtained 42 populations of Meloidogyne with five different esterase (Est)
phenotypes. M. javanica Est J3, J2 and J2a occurred at 100, 3.0 and 12.1% of
the samples, respectively. Moreover, two populations of M. incognita Est 12, and
two populations of M. arenaria Est A2, which accounted for 13.2% of samples
were detected. In Santa Catarina were observed seven populations of M. javanica
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Est J3 in 100% of samples. In the Paran& State six populations of M. javanica Est
J3, one M. ethiopica Est E3 population and one M. incognita Est 12 population were
detected at rate to 85.7, 14.3 and 14.3% of the samples, respectively. The
occurrence of the root lesion nematode (Pratylenchus spp.) was determined in
24.32% of the collected potato plant samples. Among the samples obtained in
RS State, 17 populations were identified as P. brachyurus (81%) and it was not
possible to characterize four populations (19%) by specific level. In the states of
RS and PR P. brachyurus was the only species identified, and this nematode
occurred in two and four samples, respectively. For RAPD analysis, 317 and
435 reproducible fragments were amplified for tested Meloidogyne
species/populations, whose the percentage of polymorphic bands amplified
varied between 13.9 and 27.1%, respectively. For the phylogenetic analysis,
three groups were formed, 15 M. javanica Est. J3 populations constituted the
major group; M. incognita Est 12, M. ethiopica Est E3 and M. arenaria Est A2 formed a
second group; and a third group was formed by two populations of M. javanica
Est J2a, where a low intraspecific variability between them (9.47%) was
observed. Evaluating the aggressiveness of M. javanica populations, there was a
significant interaction between potato cultivars and nematode populations with
the variables nematode galls number, nematode reproduction factor, nematode
'‘popcorn’ numbers, plant height and weight of tubers. Evaluating the different
potato cultivars to Meloidogyne species, most of the tested materials was
susceptible to more than four nematode species. Regarding the reaction of wild
potatoes accessions to M. javanica, two genotypes were selected as resistant
(675 and 68-16) and one as moderately resistant (51-9). Studding the
development and reproduction of M. javanica in both potato genotypes, it was
verified that the nematode life cycle was extend in the resistant 68-16 access

comparing to the susceptible cultivar Ana.

Keywords: Solanum spp., Meloidogyne spp. occurrence, intraspecific variability,

aggressiveness, resistance, life cycle.
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INTRODUCAO

A batata, de origem andina, € uma planta dicotiledénea pertencente a
familia Solanaceae, género Solanum, a qual contém mais de 2.000 espécies,
onde mais de 150, sdo produtoras de tubérculos (FORTES; PEREIRA, 2003).
Dentre essas espécies, Solanum tuberosum L. € considerada uma das mais
importantes economicamente, sendo plantada em quase todas as regides do
mundo (ZAMBOLIN, 2011). As espécies silvestres de batata apresentam
grande importancia em programas de melhoramento genético em funcdo da
sua variabilidade genética para utilizacdo em cruzamentos, com o objetivo de
introduzir genes de interesse agrondmico em espécies cultivadas, como por
exemplo, resisténcia a doencas e pragas (TROGNITZ et al. 1997).

A producdo de batata, mundialmente, € de aproximadamente 300
milhdes de toneladas; e, no Brasil, gira em torno de 2,8 milhdes de toneladas
(ABBA, 2013). A produgdo nos principais estados brasileiros produtores de
batata é da ordem de 1,18 milhdo de toneladas no Estado de Minas Gerais,
741,88 mil no Parana, 674,28 mil em séo Paulo, 351,72 mil no Rio Grande do
Sul, 334,76 em Goias, 293,47 na Bahia e 122,26 mil toneladas, em Santa
Catarina. No total correspondem por 80% da producdo, onde Minas Gerais é 0
estado com maior producdo (IBGE, 2012). Conforme observacdes feitas por
Silva (2009), nos ultimos anos foi observado um deslocamento das areas de
plantio do Sul do pais para o Centro Oeste e Nordeste, observando-se um
aumento de 300 a 350% nas areas plantadas. No entanto, a regido sul ainda
corresponde ao maior volume de tubérculos produzidos.

A cultura da batata é considerada socieconomicamente importante tanto
na alimentacdo da humanidade, como também, uma fonte de ingresso
econdbmico na renda do produtor rural, especialmente em paises que se
encontram em desenvolvimento (PEREIRA; DANIELS, 2003). Porém, varios

problemas de ordem fitossanitaria causam prejuizos diretamente na producdo
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ou influenciam na qualidade do produto (ZAMBOLIN, 2011). Dentre desses
problemas, os fitonematoides representam sérios problemas a bataticultura em
praticamente todas as regides onde essa tuberosa é cultivada (PINHEIRO;
LOPES, 2011). Em torno de 140 espécies, incluidas em 45 géneros de
fitonematoides ja foram constatadas em cultivos de batata no mundo inteiro,
porém, sdo poucas as espécies de importdncia econdmica distribuidas nas
diferentes latitudes (JATALA, 1986; PRASAD, 1993). De acordo com Barker
(1998), os principais danos causados por fitonematoides em batata sdo de
ordem qualitativa, cujas perdas sédo estimadas em 12,2% ao ano, podendo
chegar a 100% (SASSER; FRECKMAN, 1987; SILVA; SANTOS, 2007). Desta
forma, esses patdgenos sédo considerados como um fator limitante a cultura da
batata (PINHEIRO; LOPES, 2011).

Entre os fitonematoides de maior importancia a bataticultura, no
mundo, 0s nematoides dos cistos representadas pelas espécies Globodera
rostochiensis (SKARBILOVICH, 1959) e G. pallida (STONE, 1973) podem causar
perdas de até 100% da area (CHARCHAR, 1997). Em paises vizinhos ao
Brasil como Argentina, Peru, Bolivia, Equador, Colombia, Uruguai e Paraguai
este nematoide se encontra disseminado (WALLACE; FRAWIN, 1998), porém
no pais, ainda € uma praga quarentenaria ausente de alerta maximo (BRASIL,
2008; MAPA, 2013). Além dessas espécies, Nacobbus aberrans (THORNE, 1935)
Thorne; Allen (1944) e N. dorsalis Thorne e Allen (1944), denominados como
‘falso nematoide das galhas’, e o 'nematoide da podriddo da batata’ Ditylenchus
destructor (Thorne, 1945), podem causar grandes estragos na cultura e sao
consideradas pragas quarentenarias ausentes para o Brasil (MAPA, 2013).

Outro grupo de fitonematoides que causa sérios problemas na cultura
da batata sdo os nematoides das galhas, género Meloidogyne, 0S quais
apresentam ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em clima tropical, frio e
de clima temperado (PINHEIRO; LOPES, 2011). Esses patdgenos interferem
na producgéo invializando, assim, a qualidade e o valor comercial dos tubérculos
(TORDABLE et al., 2008; VOVLAS et al., 2005; CHAVES; TORRES, 2001).
Entre as espécies de Meloidogyne de importancia global, citam-se M. incognita, M.
javanica, M. arenaria de clima tropical e subtropical, e, as espécies M. hapla, M. fallax
e M. chitwood, de clima frio (BRODIE et al., 1993).
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Os primeiros relatos do nematoide das galhas na cultura de batata, no
Brasil, foram realizados por Deslandes (1935) e Berthet (1955), onde os
autores observaram danos nas raizes das plantas de batata, no estado de Séo
Paulo. Posteriormente, Galli et al., (1968) relataram M. incognita € M. javanica
como as espécies do nematoide das galhas que ocorrem na batata. A partir
dos anos setenta outros fitonematoides como M. arenaria, Pratylenchus brachyurus,
Helicotylenchus dihystera, Xiphinema brasiliense, Ditylenchus spp. Ditylenchus dipsaci,
Criconemoides sp., Peltamigratus ibiboca, Rotylenchulus reniformis € Trichodorus sp. foram
associados a rizosfera da cultura da batata (BOOCK; LORDELLO, 1976;
LOPES; LORDELLO (1980). Em levantamentos nematologicos conduzidos
nos anos 90, em diferentes areas de producéo de batata do pais, verificou-se a
presenca de M. incognita € M. javanica ha maioria das areas amostradas, M.
arenaria € M. hapla, em areas restritas (CHARCHAR, 1995; 1997), além da
ocorréncia de P. coffeae (CURI et al.,, 1990) associada a prejuizos na
bataticultura.

A partir de 2000, os trabalhos conduzidos no Brasil, envolvendo o
género Meloidogyne, foram focados especialmente nas espécies M. javanica € M.
incognita devido a sua patogenecidade e a sua ampla distribuicdo nas diferentes
regides batateiras do Pais (SILVA, 2009; SILVA et al., 2009; CHARCHAR et al.,
2003; CHARCHAR; MOITA, 2001; CHARCHAR, 2001), que segundo Charchar
(2001), este fato atribuia-se a habilidade dessas espécies de se reproduzirem
em regides com temperaturas do solo que oscilavam entre 18-32°C, permitindo
assim, o aumento das populacdes do nematoide das galhas nas areas de
cultivo de batata.

Apesar de M. incognita € M javanica Serem consideradas as espécies mais
patogénicas a batata, no Brasil, (SILVA, 2009), recentemente, M. ethiopica foi
encontrada parasitando plantas de batata das cv. Agata e Caesar no Parana
(LIMA-MEDINA et al. 2011), além de outras culturas perenes, anuais e plantas
daninhas em diferentes locais do pais no pais (SOMAVILLA, 2011; CARNEIRO
et al. 2004; CASTRO et al. 2003; CARNEIRO et al.,, 2003; GOMES et al.,
2005). Outra espécie de Meloidogyne de grande importancia no Brasil é wm.
enterolobii (Yang & Eisenback) (sin. M. mayaguensis), que além de dizimar a

cultura da goiabeira no Vale do Sdo Francisco-PE, nos ultimos anos vem



20

causando preocupacao devido aos relatos de ocorréncia de ataque a diversas
culturas de importancia econémica (ALMEIDA et al., 2008; CARNEIRO et al.,
2006), além de se reproduzir em batata (SILVA et al., 2010). Apesar destas
duas especies serem importantes, tem-se pouca informacdo em relacdo a
resistencia de gendtipos de batata.

O nematoide das galhas desenvolve todo o seu ciclo de vida no interior
da raiz da planta. O seu ciclo vital envolve quatro estadios juvenis (J1, J2, J3 e
J4), até chegar a fase adulta (macho e fémea). Na fase juvenil, apds ecloséo
dos ovos, os juvenis de segundo estadio (J2) movimentam-se ate a raiz e
penetram na regido de alongamento. Esses J2 locomovem-se
intercelularmente, direcionando-se até o cilindro central onde estabelecem um
sitio de alimentacdo, tornando-se, posteriormente, sedentarios. ApoOs
estabelecimento do nematoide na raiz, este injeta substancias produzidas
pelas glandulas esofagianas através de seu estilete, e, em reacdo a esse
evento, ocorre 0 aumento no tamanho e no numero das células na volta da
regido anterior do corpo do nematoide, nas raizes parasitadas, resultando em
um engrossamento da raiz denominado a ‘galha’, a qual pode ser visivel a
partir de 48h apos a penetracdo dos juvenis nas raizes (GOMES; SOUZA,
2003; PINHEIRO; LOPES, 2011).

Aproximadamente trés semanas apés a infeccdo, 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. Apés a eclosédo dos ovos, 0s juvenis (J2) reinfestam a
planta invandindo raizes e tubérculos. Os machos, vermiformes, passam por
duas ecdises, porém ao atingirem o estadio adulto, fecundam a fémea e
abandonam a raiz (GOMES; SOUZA, 2003).

O ciclo de Meloidogyne pode variar de 21 a 45 dias dependendo das
condi¢cdes climaticas e da espécie envolvida (GOMES; SOUZA, 2003;
WHITEHEAD, 1998; MAI et al., 1980). Este nematoide geralmente pode
completar até trés ciclos, e, posteriormente, podem invadir os tubérculos
inviabilizando a sua comercializacdo (BROWN et al., 2006). Desta forma, o
conhecimento do ciclo de vida de Meloidogyne € importante para tomar decisdes

no controle desta praga, pois em diferentes regides do pais sdo utilizadas
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diferentes cultivares que apresentam ciclos curtos como a cv. Agata (MELO et
al., 2003), e, de ciclos vegetativos mais prolongados, como é o caso da cv.
BRS Clara (PEREIRA, 2010).

Os sintomas causados pelo nematoide das galhas em plantas de batata,
geralmente estdo associados a reducdo da parte aérea, amarelecimento foliar
e murchamento nas horas mais quentes do dia. No sistema radicular, observa-
se elevado numero de galhas e formacdo de protuberancias nos tubérculos
denominadas de ‘empipocamentos’, os, os quais, além de terem o aspecto
visual afetado inviabilizando sua comercializagcdo, tendem a apodrecerem
rapidamente no solo ou em armazenamento (TOKESHI; BERGAMIN, 1978;
FERRAZ; MENDES, 1992; SILVA, 2009). O segundo grupo de fitonematoides
causadores de danos na cultura de batata estéo relacionados aos nematoides
das lesBes (Pratylenchus spp.), 0S quais se encontram distribuidos em quase
todas as regides do Brasil onde a cultura € plantada (SILVA, 2009; SILVA;
SANTOS, 2007; CHARCHAR; MOITA, 2001). Dentre as espécies de
Pratylenchus encontradas na batata, P. brachyurus, P. coffeae € P. zeae SA0 as mais
frequentes (FERRAZ, 1999). Entretanto, os danos causados por Pratylenchus sp.
gquando comparado com o0s de Meloidogyne sp., SA0 completamente distintos,
além disso, seus ciclos de vida, também sédo diferentes (PINHEIRO; LOPES,
2011). Em levantamentos realizados por Silva e Santos (2007), os autores
detectaram até 10.000 individuos na casca de tubérculos de uma cultivar
suscetivel, evidenciando, assim, a importancia de se estudar a patogenicidade
desse nematdide na cultura da batata.

Dentre as medidas mais preconizadas no controle dos nematoides das
galhas na cutura, em nossas condicbes, o plantio de tubérculos-sementes
sadios em areas isentas de Meloidogyne spp. € a rotacdo de culturas com
espécies ndo hospedeiras do nematoide sdo as principais alternativas
(NAZARENO; GOMES, 2009). Os nematicidas, além de serem pouco efetivos,
sdo altamente toxicos e com capacidade de acumulacdo residual nos
tubérculos quando aplicados na amontoa da batata (BROWN et al.,, 1991,
CHARCHAR, 1995). Assim, 0 uso da resisténcia genética € considerado uma
das praticas de controle mais desejadas por ser economicamente viavel e

acessivel aos produtores, e ndo representar riscos a saude humana e ao meio
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ambiente. Entretanto, existem poucos materiais genéticos resistentes a
Meloidogyne spp. disponiveis no mercado brasileiro (GOMES, 2010). Situacdo
semelhante ocorre em relacdo ao nematoide das lesdes, pois mesmo
ocorrendo em diferentes regides produtoras de batata no Brasil (SILVA, 2009),
pouco se sabe sobre o nivel de resisténcia das cultivares comercializadas no
pais a Pratylenchus spp.

Clones resistentes de batata a Meloidogyne spp., foram selecionados em
outros paises, por cruzamento de S. tuberosum com espécies silvestres (S.
bulbocastanum, S. chacoense, S. sparsipilum, dentre outras) (JATALA et al. 1975;
JATALA, et al. 1991; AUSTIN, et al. 1993). Apesar de existirem espécies de
batata silvestres (Solanum spp.) que representam uma grande reserva de
diversidade genética para genes de resisténcia a doencas (VAN DER BEEK et
al., 1998), poucos acessos apresentam resisténcia as espécies de Meloidogyne
gue ocorrem em batata no Brasil, uma vez que esses materiais tem sido usado
principalmente para cruzamentos em programas de melhoramento europeus
visando resisténcia a M. hapla (PINHEIRO; LOPES; 2011), dentre outras
espécies de importancia quarentendaria para o Brasil (STARR et al., 2002), e,
que, portanto, ndo ocorrem no pais.

Considerando-se a importancia econdmica da batata para a Regidao Sul do
Brasil e a necessidade de estudos sobre a ocorréncia, danos e resisténcia
genética para o manejo de Meloidogyne spp. € Pratylenchus spp., O presente estudo
foi dividido em trés capitulos:

- No primeiro capitulo, teve-se por o objetivo, caracterizar bioquimica e
molecularmente as espécies do nematoide das galhas em batata e identificar
as espécies de Pratylenchus spp. presentes na cultura em diferentes areas
produtoras dos Estados do Rio Grande do Sul, Parana e de Santa Catarina; -
No segundo capitulo, avaliou-se a agressividade de quatro populagdes de M.
javanica provenientes de diferentes Estados da Regido Sul do Brasil em duas
cultivares de batata;- E, no terceiro capitulo, teve-se por objetivo, avaliar a
reacao de cultivares comewrciais e acessos silvestres de batata a Meloidogyne
spp. € P. brachyurus € estudar o ciclo de vida de M. javanica em genétipos de

batata resistente e suscetivel a M. javanica.
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2 CAPITULO | - Levantamento e caracterizacdo do nematoide das galhas
(Meloidogyne spp.) e das lesfGes (Pratylenchus spp.) em
batata nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana.

2.1 Introducéao

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma das espécies vegetais mais
utilizadas para o consumo humano devido a sua disponibilidade no mercado e
ao seu alto valor nutritivo; sendo cultivada em quase todas as regides do
mundo (PEREIRA; DANIELS, 2003). A producao de batata na regiao Sul do
Brasil € representada pelos Estados do Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e
Santa Catarina (SC) com 674,28; 351,72 e 122,26 toneladas respectivamente,
0 que representa mais da quarta parte da producéo total no Brasil (IBGE,
2012).

Diferentes espécies de nematoides fitoparasitas representam sérios
problemas ao cultivo da batata em praticamente todas as regides do globo
onde essa especie é cultivada. Conforme Prasad (1993), mais de 140
espécies, distribuidas em 45 géneros de fitonematoides, tem sido encontradas
associadas aos cultivos de batata nho mundo inteiro, cujas perdas médias séo
estimadas em 12%, (BARKER; KOENNING, 1998) podendo até comprometer
toda a producao (PINHEIRO; LOPES, 2011). No entanto, as perdas podem ser
variaveis em funcao dos fitonematoides envolvidos, seus niveis populacionais,
da suscetibilidade da cultivar, além do periodo de cultivo do ano (SILVA;
SANTOS, 2007).

Mundialmente, os nematoides formadores de cistos, Globodera pallida
(STONE, 1973) e G. rostochiensis (SKARBILOVICH, 1959), o falso nematoide-
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das-galhas, Nacobbus aberrans, (THORNE, 1935) Thorne & Allen (1944) e o
nematoide da podridao-da-batata, Ditylenchus destructor (THORNE, 1945) podem
causar perdas totais dependendo da espécie e do nivel de infestacdo da
lavoura de batata afetada. Porém, essas pragas de alto poder destrutivo, sdo
consideradas pragas quarentendrias ausentes (Al) para o Brasil (GOMES;
SOUZA, 2003; SILVA; SANTOS, 2007; MAPA, 2012). Porém, no Brasil, os
nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) € 0 das lesGes (Pratylenchus spp.) SA0 0S
mais frequentes e relacionados a danos na cultura da batata (CHARCHAR,
1997; SILVA, 2009).

Em trabalhos conduzidos por Charchar (1995) e Charchar e Moita
(2001), os autores verificaram que Meloidogyne incognita (Kofoide & White). e M.
javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, e M. hapla Chitwood foram
as espécies do nematoide das galhas associadas as regides brasileiras
produtoras de batata, sendo as duas primeiras, as mais frequentes. Além disso,
também foi verificado nesse estudo que M. incognita € M. javanica poderiam
causar perdas de até 100% da lavoura, dependendo da cultivar de batata
utilizada. Conforme Charchar (2001), a alta incidéncia destas duas espécies,
incluindo M. arenaria € atribuida a capacidade de reproducdo em regides com
ampla variabilidade de temperatura de solo (18 — 32°C), podendo assim,
causarem maiores problemas em regides tropicais e subtropicais (CHARCHAR,
2001; PINHEIRO; LOPES, 2011); e, outras como M. hapla € M. chitwoodi, as quais
ocorrem em regides de clima mais ameno a frio (GOMES; SOUZA, 2003);
entretanto, ndo hé registros de ocorréncia da segunda no Brasil. No entanto, no
altimo estudo da ocorréncia do género Meloidogyne realizado no Brasil, M. javanica
foi a espécie predominante em todas as regido produtoras do pais amostradas
(sul, sudeste e centro-oeste) (SILVA, 2009).

Plantas de batata infectadas por Meloidogyne spp. apresentam sintomas
tipicos como a formacgédo de galhas (engrossamentos) nas raizes e tubérculos,
cuja presenca de fémeas de coloracdo esbranquicada, pode ser observadas
no interior do tecido parasitado (MAI et al.,, 1980). Além disso, plantas
severamente afetadas pelo nematoide das galhas apresentam tamanho
reduzido, amarelecimento das folhas, murchamento nas horas mais quentes do

dia, e, apodrecimento dos tubérculos em funcdo do grande numero de
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protuberéancias (galhas) denominadas pipocas, inviabilizando a sua
comercializacdo (GOMES; SOUZA, 2003).

Em levantamentos do nematoide das lesbes realizados no Brasil,
registra-se a ocorréncia de P. brachyurus, P. penetrans, P. coffeae € P. zeae (LOPES;
LORDELLO, 1980; CURI et al., 1990; CHARCHAR, 1997; FERRAZ, 1999;
SILVA; SANTOS, 2007; SILVA, 2009). No udltimo estudo da distribuicdo e
frequéncia do género Pratylenchus em batata, Silva e Santos, (2007) verificou a
predominéancia de P. brachyurus sobre as demais espécies, nas regides Centro —
Oeste, Sudeste e Sul, confirmando os resultados obtidos por Charchar (1999)
em estudo anterior.

Sintomas causados por Pratylenchus spp. em plantas infectadas,
normalmente sdo percebidos na lavoura, em manchas em reboleiras, onde
nota-se o atraso no seu desenvolvimento, florescimento tardio, intensa necrose
nas radicelas e lesBes escuras nas lenticelas dos tubérculos, que
posteriormente, prejudica o aspecto visual das batatas, tornando-as inviaveis
para sua comercializacdo (SILVA; SANTOS, 2007). Na Paraiba, Lopes e
Lordello (1980) registraram danos de 10 a 15 % em tubérculos infectados por P.
brachyurus. No estado de S&o Paulo, também ja foram relatados danos em
tubérculos devido a alta infestacdo de por P. coffeae, onde 30 a 40% da area
plantada exibia a necrose da casca da batata, tornando-se a mesma, impropria
para comercializacdo e suscetivel a podriddes (CURI et al., 1990). No entanto,
apesar de Pratylenchus spp. estar amplamente distribuido nas mais diversas
espécies vegetais do Brasil, e haver relatos de danos em batata, até o
momento, existem poucos registros de perdas causadas por esses nematoides
na cultura da batata, no sul do pais.

Em areas de producédo de batata infestadas pelos nematoides das galhas
e das lesbes, 0 primeiro passo para realizacdo de um manejo adequado é a
identificacdo da(s) espécie(s) que ocorrem no local. Em relacdo ao género
Meloidogyne, a identificacdo das espécies de Meloidogyne, em muitos locais, ainda
€ realizada através de estudos classicos pela observacdo dos caracteres
morfolégicos e morfométricos com o auxilio de microscépio O6ptico e
microscoépio eletrdnico de varredura (EISENBACK; HIRSCHMANN, 1979, 1980;
EISENBACK; HIRSCHMANN; TRIANTAPHYLLOU, 1980). Da mesma forma, o



26

exame da configuracdo perineal das fémeas e o teste com hospedeiros
diferenciadores (HARTMANN; SASSER, 1985) ainda sdo métodos utilizados na
pratica. Porém, identificacbes precisas das espécies somente por essas
técnicas sdo morosas, e dificeis para serem utilizadas rotineiramente, sendo
uma tarefa dificil, mesmo para um nematologista com grande experiéncia no
género Meloidogyne (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001). O uso de métodos
bioquimicos através de padrdoes eletroforéticos por isoenzimas tem
demonstrado que as principais espécies do nematoide das galhas podem ser
identificadas com o uso de proteinas, com maior precisdo, caracterizando essa
técnica como uma ferramenta excelente e rapida para 0 uso na taxonomia do
género Meloidogyne (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1985, 1990;
CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1996; CARNEIRO; ALMEIDA;
QUENEHERVE, 2000). Em trabalho recente realizado por Silva (2009), a
autora observou dois fenétipos de esterase em populagbes de M. javanica
provenientes de plantas de batata coletadas em diferentes regides do Brasil,
porém o estudo ndo foi conclusivo quanto a variabilidade entre essas
populacées. No entanto, para o estudo de variabilidade genética intraespecifica
de populacbes de Meloidogyne spp., 0 uso de marcadores moleculares € bem
mais eficiente e, pode permitir revelar polimorfismo entre organismos
relativamente proximos (COFCEWICZ, 2003; MUNIZ et al., 2008; TIGANO, et
al., 2010).

Em relagdo ao género Pratylenchus, caracteres morfoanatdmicos e
morfomeétricos sdo utilizados na determinacdo das espécies com auxilio de
microscopio Optico e microscopio eletrbnico de varredura, conjuntamente com
chave biométrica (CASTILLO; VOVLAS, 2005).

Embora algumas metodologias baseadas na caracterizacdo bioquimica e
molecular possibilitem a identificacdo algumas espécies de nematoides, nao
existem padrdes ou marcadores moleculares para todas as espécies descritas.
Nesse caso, estudos, baseados em morfologia e morfometria sdo ainda
essenciais (R.M.D.G. Carneiro, comunicacao pessoal).

Considerando-se a importancia do nematoide das galhas e das lesdes na
cultura da batata e a necessidade de estudos mais detalhados sobre a

variabilidade do género Meloidogyne € a ocorréncia de espécies do género
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Pratylenchus, nas regides bataticultoras do sul do Brasil, foram objetivos no
presente trabalho: caracterizar bioquimica e molecularmente as espécies do
nematoide das galhas em batata e identificar as espécies de Pratylenchus
presentes na cultura em diferentes areas produtoras dos Estados do Rio

Grande do Sul, Parana e de Santa Catarina.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Levantamento do nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) e das
lesdes (Pratylenchus spp.) em regides produtoras de batata dos Estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Dentre os anos de 2009 e 2011, amostras de raizes e tubérculos de
batata foram coletadas em 111 areas de producdo comercial dos Estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, os quais foram avaliados quanto
a presenca de nematoides, caracterizando as principais espécies do nematoide
das galhas (Meloidogyne spp.) € das lesdes (Pratylenchus spp.) e estabelecendo a
suas distribuicdes.

A coleta de amostras foi realizada com o apoio da Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER), no Rio Grande do Sul,
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI), em Santa Catarina, e do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR),
no Parand. No Estado do Rio Grande do Sul, foram coletadas amostras nas
regides Sul (Municipios de S&o Lourenco, Cangucu e Cristal), Central
(Municipio de Silveira Martins), Norte (Municipios de Ibiraiaras, Bom Jesus,
Sédo Jose dos Ausentes e Sao Francisco de Paula), e na Serra (Municipios de
Nova Petrépolis, Santa Maria do Herval, Morro Reuters e Gramado); em Santa
Catarina nas regibes planalto alto (Municipios de Itaiopolis, Irinedpolis,
Canoinhas, Major Vieira, Mafra e trés barras), e Alto Vale do Itajai (municipio
de Itajai e Agua doce); e, no Parand, nas regides Metropolitana (municipios
Guarapuaba, Lapa, Araucaria, Contenda, Castro e Ponta Grossa), Sudoeste
Paranaense (Municipio de Palmas), e no Centro-sul paranaense (Municipio de
Pinh&o) (Figura 1).
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As amostras foram coletadas percorrendo-se o terreno de cada lavoura
de batata em zigue-zague, determinando-se um numero meédio de 10
subamostras/amostra’lha (FERRAZ; MONTEIRO, 1995). Procederam-se as
coletas de raizes e tubérculos de batata a uma profundidade de 0 a 25 cm da
superficie do solo. Plantas com sintomas de amarelecimento e nanismo, em
reboleiras, foram coletadas separadamente. A seguir, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos, etiquetados e identificados quanto a
cultivar e origem do material e levadas ao Laboratério de
Fitopatologia/Nematologia da Embrapa Clima Temperado — Pelotas/RS, para
avaliacdo da presenca e caracterizacdo da(s) espécie(s) de Meloidogyne, € de
Pratylenchus.

Em laboratério, as raizes de cada amostra foram lavadas, sendo parte
dessas (10g), triturada em liquidificador conforme metodologia de Hussey e
Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz (1981), cuja suspensao obtida,
foi avaliada sob microscépio estereoscépico quanto a presenca, € numero de
nematoides dos géneros Meloidogyne € Pratylenchus, quando detectados (MAI;
MULLIN, 1996).

Para identificacdo das espécies do nematoide das galhas, fémeas foram
extraidas das raizes de batata e caracterizadas bioquimicamente através da
técnica de eletroforese, utilizando-se a enzima esterase (CARNEIRO;
ALMEIDA, 2001). Uma vez identificadas, as populacdes puras de Meloidogyne
spp., foram inoculadas em plantas de tomate cv. Santa Cruz e mantidas em
vasos com solo autoclavado em casa de vegetagcdo a 25 + 5°C, para
posteriores estudos bioquimicos e moleculares.

Para identificacdo das espécies de Pratylenchus, foram montadas laminas
temporarias com 20 fémeas e levadas a microscopio para sua respectiva
medicdo e identificacdo dos espécimes. Objetivas de 10X, 20X e 40X e
objetivas de imersao 60X e 100X, com oculares de 15X foram utilizadas para
analise dos espécimes para as fotos de micrografias. Foi utilizada uma
fotocular de 2,5X sendo as mensuracgdes realizadas nas imagens digitalizadas,
utilizando-se o Software Image-Pro® Plus 4,1 (Media cybernetics, 8484
Georgia Avenue, Silver Spring, MD 20910, EUA). A identificacdo das espécies

foi realizada com base nas caracteristicas morfolégicas e morfométricas de
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formas juvenis e adultas dos espécimes observados utilizando-se as chaves de
Loof (1991).

2.2.2. Caracterizacado bioquimica das espécies de Meloidogyne

Quarenta fémeas adultas de Meloidogyne spp. de coloragéo branca leitosa,
provenientes de cada amostra, foram retiradas de raizes de batata com o
auxilio de um estilete de ponta fina sobre microscopio estereoscopico. As
massas de ovos das respectivas fémeas foram armazenadas individualmente
em microtubos (eppendorf) contendo solucao salina a 0,1%, com objetivo de
axenizar as espécies detectadas em mistura (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).
Cada uma das fémeas retiradas do interior das raizes foi colocada em um tubo
capilar mantido em gelo com 2-3 uL de solucdo tampéao de extracdo da enzima
esterase (tampdao sacarose).

Apos a coleta das fémeas, foi realizada a preparacdo de um gel de
poliacrilamida a 6% (11 x 18 cm, 1 mm de espessura), sendo as mesmas
maceradas individualmente e a respectiva suspenséo, adsorvida em papel de
filtro qualitativo (whatman 3mm). Cada fracdo de papel com a respectiva
amostra foi colocado separadamente no gel, e, em cada um deles, foi
depositada uma gota de azul de bromofenol (0,01%). Utilizou-se como padréao,
0 extrato proteico de uma populacdo pura de M. javanica, 0 qual foi depositado
em duas cavidades do mesmo gel para garantir a comparacdo dos fenétipos
encontrados (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

Feita a aplicacdo das amostras, o gel foi colocado em uma cuba
contendo tampao proposto por Scandalios (1969), ligada a uma fonte de 80
volts, mantida em balcdo frigorifico a 5°C, sendo a corrida eletroforética
efetuada no sistema horizontal, através da técnica proposta por Smithies
(1955) e modificada por Carneiro e Almeida (2001). Ap6s o término da
migracdo de 5 cm do azul bromofenol no gel (2 horas), a fonte foi desligada e o
gel foi submetido a revelacdo da enzima esterase, utilizando-se uma solugéo
de 50 mL de tampéo fosfato (50mg de Fast Blue RR Salt e 1,5 mL de o-

naftilacetato 1%). A seguir, o material foi levado a incubac&o onde permaneceu
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em estufa a 37°C por aproximadamente 20 — 30 min., até que as bandas
esterasticas (escuras) aparecessem em fundo claro. Logo apos, os géis foram
transferidos para uma solugdo contendo 10% de acido acético e 40% de
solucdo de alcool metilico, por 30 min. ApGs a revelacdo e fixacdo, os géis
foram colocados entre duas folhas de papel celofane e secos a temperatura
ambiente.

A identificacdo dos fenotipos foi realizada através do calculo da
mobilidade relativa (Rm) de cada banda polimérfica em relagcdo a primeira
banda de M. javanica. Os fenotipos enzimaticos foram identificados por uma letra
e um numero que corresponderam, respectivamente, a inicial do nome
especifico, juntamente com o numero de bandas (ESBENSHADE;
TRIANTAPHYLLOU, 1985, 1990). A ocorréncia dos diferentes fendtipos

observados foi expressa em percentual.

2.2.3. Caracterizacdo molecular das populacdes de Meloidogyne spp.

2.2.3.1. Extracdo de ovos de Meloidogyne spp.

Para realizacdo desse estudo, foram utilizadas 15 popula¢gdes puras de
M. javanica Est J3, uma de M. javanica Est J2a, uma de M. incognita Est 12, uma de
M. arenaria Est A2 e uma de M. ethiopica Est E3, provenientes de raizes e
tubérculos de batata (Tabela 1). Também foi utilizada uma populacdo de m.
javanica. Est J2a proveniente de bananeira e multiplicadas em tomate 'Santa

Cruz’, em casa de vegetagao para comparacao.

Tabela 1 - Cdédigo das populagbes utilizadas nas analises RAPD, origem
geografica, espécie de Meloidogyne e fenotipo de esterase presentes em

amostras coletadas em batata.

C(()jdlgo N° amostra Procedéncia L Fenétipo
0s A Espécie
(Levantamento) (Municipio) Esterase
Isolado
Mjl 6 S&o Lourengo/RS M. javanica J3
M;j2 18 Ibiraiaras/RS M. javanica J3
Mj3 29 S&0 J. dos Ausentes/RS M. javanica J3

Mj4 43 Silveira Martins/RS M. javanica J3
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Mj5 49 Cangucu/RS M. javanica J3
Mij6 56 Nova Petropolis/RS M. javanica J3
Mj7 58 Santa M. do Herval/RS M. javanica J3
Mj8 64 Gramado/RS M. javanica J3
Mj9 75 Cristal/RS M. javanica J3
Mj10 79 Palmital/SC M. javanica J3
Mj11 83 Irinedpolis/SC M. javanica J3
Mj12 86 Itaiopolis/SC M. javanica J3
Mj13 92 Contenda/PR M. javanica J3
Mj14 100 Castro/PR M. javanica J3
Mj15 108 Contenda/PR M. javanica J3
Mj16 pJ2* Cruz das Almas/BH M. javanica J2a
Mj17 47 Silveira Martins/RS M. javanica J2a
Mil8 14 Sao Lourenco/RS M. incognita 12
Mal9 20 Ibiraiaras/RS M. arenaria A2
Me20 110 Contenda/PR M. ethiopica E3

*PJ2- Isolado proveniente de banana.

A partir das plantas infectadas com cada populacédo de Meloidogyne sp.
(Tabela 1), foi realizada a extragdo de ovos conforme metodologia descrita por
Carneiro et al. (2004). Dessa forma, as raizes de tomateiros infectadas com
cada populacdo, foram lavadas cuidadosamente, cortadas e trituradas
separadamente em liquidificador com hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1,25% por
1 minuto em baixa rotacdo. A seguir, cada suspenséo obtida, foi vertida sobre
peneiras sobrepostas de 20, 100 e 635 Meshes. Os residuos das raizes e 0s
ovos coletados na peneira de 635 Mesh foram lavados com agua corrente, e, a
seguir, adicionou-se caulim a suspenséo, que imediatamente foi centrifugada a
2000 rpm por 5 min., sendo o sobrenadante eliminado. O volume dos tubos foi
completado com solugcdo de sacarose 30% a 4°C e centrifugado na mesma
velocidade por 2 min. O sobrenadante foi recuperado em peneira 635 Mesh e
lavado com agua destilada. Posteriormente, os ovos de cada suspensao foram
colocados em tubos de 15 mL, completando-se o volume com agua estéril e
centrifugados por 3 min. a 2000 rpm. O sobrenadante foi vertido
cuidadosamente, sendo os ovos pipetados e transferidos para tubos eppendorff
de 1,5 mL. Apos uma centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 min., 0 sobrenadante
foi eliminado e os ovos armazenados a "80°C para posteriormente serem

submetidos a extracdo de DNA.
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2.2.3.2. Extragéo, purificagéo e precipitagdo do DNA

O DNA gendmico de todas as populacdes de Meloidogyne foi extraido a
partir de aliqguotas de 200 a 500 pL de ovos, de acordo com a metodologia
descrita por Randing et al. (2002).

Os ovos previamente extraidos e armazenados a 80°C foram
macerados em nitrogénio liquido. O material foi recuperado em tubos
eppendorf de 1,5mL, onde foi adicionado 500 pL de tampéo NIB (0,1 M NacCl;
30 mM Tris pH 8; 10 mM EDTA; 0,7 mM B-mercaptoetanol; 5 mM Triton —
NPHO). A seguir, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas duas
vezes a 14.000 rpm por 2 min. e eliminado o sobrenadante. Em seguida foram
acrescentados 800 pL de tampdo de homogeneizacdo (0,1 M NaCl; 0,2 M
sacarose; 10 mM EDTA) e 200 pL do tampéao de lise (0,125 M EDTA; 0,5 M
Tris pH 9,2; 2,3 % SDS). Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram
incubadas a 55°C por 30 minutos, seguido de 10 minutos a temperatura
ambiente.

A purificagéo foi realizada adicionando-se 1:1 (v/v) de fenol (1 mL),
seguindo-se a homogeneizacdo e centrifugacdo a 14.000 por 3 minutos
Posteriormente, o sobrenadante foi recuperado e depois misturado a 1:%2 (v/v)
de fenol (500 mL) + 1:% (v/v) de cloroférmio (500 mL) e centrifugado a 14.000
rpm por 3 minutos. Ao sobrenadante, foram adicionados 200 puL de éter, e,
apos a centrifugacdo a 14.000 por trés minutos, o mesmo foi eliminado com o
auxilio de uma micropipeta.

Para precipitacdo do DNA, 1:1 (v/v) de etanol 100% foi adicionado ao
sobrenadante, efetuando-se a homogeneizacdo e observando-se a formacgéo
do pélete. O DNA foi recuperado com auxilio de uma pipeta de Pasteur
esterilizada de ponta fechada, e, em seguida, lavado com etanol 70%, seco a
temperatura ambiente, recuperado em 20 pL de agua esterilizada (Milli-Q) e
armazenado a 20°C. Da mesma forma, foi efetuado um método adicional de
extracdo, quando o DNA apresentava-se fragmentado. Para tanto, a
precipitacéo foi efetuada a ‘80°C durante 30 min. Em seguida, realizou-se uma
centrifugacéo a 14.000 rpm por 5 min. e foi eliminado o etanol. O precipitado foi

seco a temperatura ambiente, recuperado em 10-20 puL de agua esterilizada
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(Milli-Q) e armazenada a 20°C. A concentracao de DNA foi estimada em gel de
agarose a 1% pela comparacdo do DNA total com diferentes concentracdes de

DNA lambda e as amostras foram armazenadas a 20°C (RANDIG et al., 2012).

2.2.3.3. Anélise molecular com marcador RAPD

Foram utilizadas 20 populacdes de Meloidogyne spp. purificadas (item
2.2.3.1) e provenientes de batata dos estados RS, SC e PR (Tabela 1),
conjuntamente com os 30 primers RAPD utilizados (Tabela 2).

As reacdes de PCR-RAPD de cada populagcédo foram realizadas em
volume final de 13 pL, contendo 3 puL de DNA total [3ng/ pL]; 0,4 uL de cada
primer [10uM]; 2,0 puL de dNTP [1,25mM]; 1,3 puL de tampdo 10X pht com
MgCl2; 0,2 pL da enzima Tag DNA polimerase (5 U/ pL) e 6,1 pL de agua Milli-
Q. Foram utilizados na andlise um total de 35 primers (Tabela 2).

As amplificacbes foram realizadas em termociclador (PTC-100, MJ
Research) programado com as condi¢cdes descritas por Randig et al. (2002): 1
min. a 94°C, 40 ciclos de 20 seg. a 94°C, 30 seg. a 36°C e 2 min. a 70°C. A
seguir, os fragmentos amplificados do marcador, foram separados por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo TBE 0,5X (90mM Tris-
basico, 89 mM acido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,3), a uma corrente constante de

120 mA, corado com brometo de etidio (0,2 pug/ mL) e visualizados sob luz UV.

Tabela 2 - Primers RAPD e suas respectivas sequéncias 5’-3' utilizados em
reacfes de PCR para o estudo da variabilidade genética de populagcdes de

Meloidogyne spp. provenientes de batata da Regido Sul do Brasil.

NUumero Primer RAPD Sequenciab' — 3
1 A0l CAG GCCCTTC
2 AO4 AAT CGG GCT G
3 A07 GAA ACG GGT G
4 Al12 TCG GCG ATAG
3) A13 CAG CACCCAC
6 Al4 TCT GTG CTG G
7 ABO2 GGAAACCCCT
8 ABO3 TGG CGCACAC
9 AB04 GGCACGCGTT



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

BO5
BO7
B09
B11l
B17
B20
C02
co7
C18
EO7
E18
G02
GO03
G13
J20
K01
L19
M10
N20
PO1
P02

TGCGCCCTTC
GGT GAC GCAG
TGG GGG ACT C
GTAGACCCGT
TCG CAT CCAG
GGACCCTTAC
GTG AGG CGT C
GTC CCGACGA
TGAGTG GGT G
AGATGCAGCC
GGACTG CAG A
GGC ACT GAG G
GAG CCCTCCA
CTCTCCGCCA
AAG CGG CCTC
CATTCG AGCC
GAG TGG TGAC
TCT GGCGCAC
GGTGCTCCGT
GTAGCACTCC
TCG GCACGCA

2.2.3.4. Andlise filogenética

34

Os fragmentos de DNA revelados com o uso de marcadores RAPD,

foram registrados como presentes (1) ou ausentes (0) para posteriormente

serem convertidos em uma matriz binaria, que foi utilizada como base para

realizacdo da analise filogenética tipo Parcimbnia (Maximum Parsimony),
utilizando-se o programa PAUP* v 4.0 (SWOFFORD, 2002). Algoritmos foram

processados nesta matriz 0-1, e uma andlise do tipo ‘bootstrap’ com 1000

repeticdes foi realizada para testar a significancia das arvores (FELSENSTEIN,

1985), originando um dendograma de consenso (figura 4).

2.3 Resultados e Discussao

Entre as 111 amostras de plantas de batata coletadas nos 20

municipios localizados nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e

Parana (Anexo 1), confirmou-se a presenca do nematoide das galhas em 44,



35

43,75 e 35% das areas amostradas, respectivamente, cuja predominancia do
género Meloidogyne, nos trés estados, foi verificada nas cultivares Asterix e
Agata (Tabela 3); e, em ‘Baronesa’, especificamente nas lavouras do RS. Os
niveis populacionais de Meloidogyne spp. nas lavouras foram variaveis
independentemente da cultivar e oscilaram entre 300 e 1360 J2/10g de raizes
nas amostras onde o nematoide das galhas foi detectado.

Da mesma forma, também foi verificada a presenca do nematoide das
lesBes (Pratylenchus spp.) em 77,8; 7,4 e 14,8% das amostras coletadas no RS,
SC e PR respectivamente, cujos niveis populacionais do nematoide variaram
entre 50 e 320 Pratylenchus sp./10 g de raizes/amostra principalmente nas cv,
Asterix e Agata (Tabela 4). Porém, convém ressaltar, que apenas em seis
(8,82%) entre as 68 amostras onde foi detectada a presenca de Meloidogyne spp.
Oou Pratylenchus spp., verificou-se a presenca concomitante de ambos os
nematoide em raizes ou tubérculos de batata, parecendo haver um certo

antagonismo entre esses dois géneros (Tabelas 3 e 4).



Tabela 3 - Fendtipos

isoenzimaticos

de esterase

(Est),

suas

respectivas

percentagens de ocorréncia e

36

niveis

populacionais/amostra, observados em 57 populacdes de Meloidogyne spp. provenientes de areas de batata do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e do Parana. Pelotas-RS.

Procedéncia : Espécie de Fenétipo Ocorréncia N°de J2 de
Amostra (Municipios) Cultivar Meloidogyne Esterase (%) Melmddoegnr/giezzg./lo 9
1 Sao Lourenco/RS Baronesa M. javanica J3 100 750
2 S&o Lourengo/RS Asterix M. javanica J3 100 490
3 Sao Lourenco/RS Macaca M. javanica J3 100 1120
4 Sé&o Lourenco/RS Baronesa M. javanica J3 100 810
5 Sao Lourencgo/RS Asterix M. javanica J3 100 960
6 S&o Lourengo/RS Ana M. javanica J3 100 720
7 S&o Lourenco/RS Baronesa M. javanica J3 95,0 910
M. arenaria A2 5,0
8 Sao Lourencgo/RS Baronesa M. javanica J3 100 270
9 S&o Lourengo/RS Ana M. javanica J3 100 750
10 Sé&o Lourenco/RS Macaca M. javanica J3 93,9 840
M. incognita 12 4,1
M. javanica J2 2,0
11 S&o Lourengo/RS Asterix M. javanica J3 100 510
14 S&o Lourenco/RS Asterix M. javanica J3 42,2 480
M. incognita 12 57,8
15 Séo Lourengo/RS Agata M. javanica J3 100 920
18 Ibiraiaras/RS Asterix M. javanica J3 94,1 1010
M. javanica J2a 5,9




Procedéncia i Espécie de Fenotipo Ocorréncia N® de J2 de
Amostra S Cultivar ) Meloidogyne sp./10 g
(Municipios) Meloidogyne Esterase (%) de raizes
20 Ibiraiaras/RS Asterix M. javanica J3 68,9 820
M. arenaria A2 31,1
29 Aﬁggnjtég/(;fs Asterix M.javanica  J3 100 310
36 Sao F. de Paula/RS Asterix M. javanica J3 100 480
43 Silveira Martins/RS Macaca M. javanica J3 100 600
47 Silveira Martins/RS Asterix e Macaca M. javanica J3 81,1 770
M. javanica J2a 18,9
48 Silveira Martins/RS Asterix M. javanica J3 100 1020
49 Cangucu/RS Asterix M. javanica J3 100 530
51 Cangucu/RS Baronesa M. javanica J3 100 650
52 Cangucu/RS Baronesa M. javanica J3 97,2 1100
M. javanica J2a 2,8
53 Cangucu/RS Asterix M. javanica J3 100 300
56 Nova Petropolis/RS Asterix e Baronesa M. javanica J3 100 180
58 Santa M. do Herval/RS Asterix M. javanica J3 100 720
59 Santa M. do Herval/RS Agata M. javanica J3 100 540
60 Santa M. do Herval/RS Agata, Asterix e Macaca M. javanica J3 100 420
64 Gramado/RS Asterix M. javanica J3 100 1160
70 Gramado/RS Asterix e Baronesa M. javanica J3 100 740
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N° de J2 de

Procedéncia . aCi Fenotipo Ocorréncia .
Amostra (Municipios) Cultivar I\E;Fc))?dcc;gyiee Esteraze (%) MEIO'dd°§¥2?Z:2'/1O 9
71 Cristal/RS Agata M. javanica J3 100 880
72 Cristal/RS Baronesa M. javanica J3 92,3 830
M. javanica J2a 7,7
75 Cristal/RS Ana M. javanica J3 100 710
76 Agua Doce/SC Agata M. javanica J3 100 340
79 Canoinhas/SC Ana M. javanica J3 100 810
82 Major Vieira/SC Ana M. javanica J3 100 580
83 Irinedpolis/SC Agata M. javancia J3 100 1010
84 Irinedpolis/SC Agata M. javanica J3 100 440
86 Itaiopolis/SC Agata e Cupido M. javanica J3 100 830
88 Itaidpolis/SC Ana e Clara M. javanica J3 100 1090
92 Contenda/PR Agata M. javanica J3 100 1170
100 Castro/PR Atlantic M. javanica J3 100 620
104 Araucaria/PR Agata M. javanica J3 100 850
107 Araucaria/PR Agata M. javanica J3 96,9 1360
M. incognita 12 31
108 Contenda/PR Asterix M. javanica J3 100 1070
110 Contenda/PR Caesar e Agata M. ethiopica E3 100 1230 e 830
111 Lapa/PR BRSIPR Bel M. javanica J3 100 1340
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Figura 1- Localizacdo e distribuicdo de espécies de Meloidogyne por municipio
em areas de batata nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e

Parana.
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2.3.1. Caracterizacdo bioquimica das populacdes de Meloidogyne spp.

Foram obtidas 42 populacdes de Meloidogyne spp. provenientes do Rio
Grande do Sul, sete de Santa Catarina e oito do Parana (Tabela 3). Entre as
populacdes de Meloidogyne em estudo, foram identificados nove bandas
esterasticas e seis fenotipos de esterase (Est) que corresponderam as
espécies Meloidogyne javanica Est J3, M. javanica Est J2, M. javanica Est J2a, M.
incognita ESt 12, M. arenaria Est A2 e M. ethiopica Est E3, sendo M. javanica a espécie
predominante (97,9%) nos trés estados onde o nematoide das galhas foi
detectado (Figura 2).

Nas amostras procedentes do Estado do Rio Grande do Sul (Figura 1 e
2), foram detectadas 33 populacdes de M. javanica Est J3 (Rm: 1,00, 1,23, 1,40),
quatro populacdes de M. javanica Est. J2a (Rm: 1,0, 1,40) e uma populacao de
M. javanica Est J2 (Rm: 1,0, 1,23) as quais corresponderam a 100, 12,1 e 3,0%,
das amostras, cuja presenca do nematoide das galhas foi detectada,
respectivamente. Também foram encontradas duas populacdes de M. incognita
Est 12 (Rm: 1,0, 1,09), e duas populacdo de M. arenaria Est A2 (Rm: 1,2, 1,31),
as gquais corresponderam a 12,12% (6,06% em cada fenétipo) das amostras,
respectivamente. Nas amostras coletadas em Santa Catarina foi observada a
ocorréncia de M. javanica Est J3 (Rm: 1,00, 1,23, 1,40) em 100% das populacdes
estudadas. Por outro lado, nas amostras coletadas no Parand, foi constatada a
ocorréncia de seis populacdes de M. javanica Est J3 (Rm: 1,00, 1,23, 1,40), uma
populagéo de M. ethiopica Est E3 (Rm: 0,92, 1,1, 1,25), e uma populagéo de M.
incognita Est 12 (Rm: 1,0, 1,09) as quais corresponderam a 85,7; 14,3 e 14,3%
das amostras onde foi encontrado o nematoide das galhas, respectivamente
(Figura 2).

Verificou-se a ocorréncia de populagbes mistas de Meloidogyne spp. em
15,8% das amostras onde detectou-se o nematoide das galhas, sendo oito
dessas, coletadas em lavouras do RS e em uma no PR. Meloidogyne javanica Est
J3 esteve presente em todas as amostras com mistura de populagdes, e sua
ocorréncia foi predominante na maioria dos locais coletados em detrimento de
outros fendtipos esterasticos de M. javanica ou diferentes espécies do género.

Conforme Silva (2009), M. javanica ocasionalmente pode ocorrer associada com
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outras espécies, porém misturas entre M. javanica € M. incognita podem ser mais
severas a cultura da batata quando comparadas as infeccdes isoladas
(CHARCHAR; MOITA, 1997). Porém, tais observa¢des nao foram possiveis de

serem realizadas no presente estudo.
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Figura 2 - Fendtipos de esterase (Est.) detectados em 57 populacdes de
Meloidogyne spp. coletadas em dareas produtoras de batata nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana e suas respectivas percentagens de

ocorréncia.
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Analisando-se as percentagens de ocorréncia do nematoide das galhas,
de uma forma geral, verificou-se a presenca e predominancia de M. javanica Est
J3, nos trés estados do Sul do Brasil (RS, SC e PR), seguido de outros
fendtipos de M. javanica (Est J2 e J2a) e espécies de menor expressao como M.
incognita Est 12, M. arenaria ESt A2 e M. ethiopica Est E3 (Figura 2). Em
levantamentos nematolégicos realizados por Charchar (1997; 2001) na cultura
da batata, o autor identificou, com base na configuracéo perineal das fémeas, a
presenca de M. incognita € M. javanica em 48 e 37% das amostras analisadas,
respectivamente; e, em menor nimero as espécies M. arenaria € M. hapla. NO
entanto, em levantamento recente realizado em varias regides brasileiras
produtoras de batata do pais, Silva (2009) verificou que M. javanica com 0
fenétipo Est J3 foi a espécie mais frequente, fazendo alusdo aos dados
observados nesse estudo. Esse fenétipo de M. javanica também tem sido
frequentemente observado no Sul do Brasil em outras culturas anuais como a
soja e o feijdo, hortalicas como tomate e em espécies frutiferas como
pessegueiro, amoreira, quivi e videira (CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO,
1996; CASTRO; LIMA; CARNEIRO, 2003; SOMAVILLA et al., 2011;
SOMAVILLA, 2011).

Entre os padrdes esterasticos atipicos de M. javanica encontrados neste
trabalho, o fendtipo Est J2 foi detectado em uma amostra do Estado do RS
(Tabela 3). Tomaszewski et al. (1994) reportaram o mesmo fendtipo nos
Estados Unidos na cultura do amendoim e o identificaram como uma
subpopulacdo de M. javanica, apresentando apenas as duas bandas de menor
mobilidade, conforme observado na Figura 2. Em levantamento realizado nas
duas ultimas décadas a ocorréncia dessa subpopulacédo no Brasil foi relatada
em diferentes culturas como tomate, arroz, cana de acucar, milho, amora,
mandioca, pimenta, fumo (CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1996;
CARNEIRO; CASTAGNONE-SERENO; DICKSON, 1998), soja (CASTRO;
LIMA; CARNEIRO, 2003), banana (COFCEWICZ et al., 2004), quiabo
(OLIVEIRA et al., 2007), figueira (GOMES et al., 2009) e videira (SOMAVILLA,
2011), sendo incomum a sua ocorréncia em batata, no Brasil, até o momento.

Meloidogyne javanica com o fenétipo Est J2a foi identificada em mistura com

populacdes de M. javanica Est J3 em quatro amostras coletadas em lavouras de
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diferentes regides do RS, compreendendo os municipios de Ibiraiaras, Silveira
Martins, Cangucu e Cristal. Estas popula¢des apresentaram as duas bandas de
maior e menor mobilidade e auséncia da banda de mobilidade intermediaria
(Figura 2). O fendtipo J2a de M. javanica, foi primeiramente reportado por Yu e
Chen (1998) em fumo na China. No Brasil, foi relatado pela primeira vez por
Castro (2001) na cultura da soja; posteriormente foi novamente registrada na
mesma cultura (RIBEIRO, 2005) e em banana (COFCEWICZ, 2003;
COFCEWICZ et al., 2004), e, mais recentemente, em batata no Rio Grande do
Sul (SILVA, 2009), confirmando, assim, a ocorréncia dessa subpopulacdo na
cultura. Estudos realizados por diferentes pesquisadores, associam 0s
fendtipos de Est J2 e J2a a M. javanica, € mencionam que tais fenotipos podem
ser detectados em populacdes cujas fémeas se encontram em ma condicao
fisiologica ou em populacdes da mesma espécie (TOMASZEWSKI et al., 1994;
YU; CHEN, 1998; CARNEIRO; CASTAGNONE-SERENO; DICKSON, 1998;
COFCEWICZ et al., 2004; SOMAVILLA, 2011). Considerando-se esta hipotese,
no Estado do Rio Grande do Sul o clima subtropical a temperado é
predominante nos periodos de cultivo da batata, o que pderia causar algum tipo
de estresse nas populacdes de Meloidogyne em perda de alguma banda de
esterase, conforme relato de Van Gundy, (1985) citado por Silva (2009). No
entanto, por ser uma espécie adaptada a clima ameno a quente, M. javanica,
raramente é reportado na cultura da batata, em paises de clima temperado.

A ocorréncia de M. incognita Est. 12, foi detectada em mistura com M. javanica
Est. J3 e Est. J2, em uma amostra no RS, e em mistura com M. javanica Est. J3,
em uma amostra coletada no PR. Muito embora os niveis populacionais do
nematoide das galhas tenham sido altos nas amostras onde essa espécie foi
encontrada (Tabela 3), sua frequéncia foi baixa (<5%) comparada a M. javanica.
No Brasil, M. incognita ja foi relatado em areas de batata nos Estados de Parana
(PR), Rio Grande so Sul (RS), Minas Gerais (MG), Sado Paulo (SP), Santa
Catarina (SC), Goias (GO), e Distrito Federal (DF) (TAYLOR; SASSER, 1978;
CHARCHAR, 1997; GOMES; SOUZA, 2003). Em outros paises como a
Venezuela a ocorréncia de M. incognita € expressiva podendo afetar em até 81%
areas de batata. Da mesma forma, este patdgeno pode ser encontrado em

diferentes regifes da América Latina, Europa, Africa, RUssia, india, Austrélia e
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Estados Unidos (AL-HAZMI; IBRAHIM; ABDUL-RAZIG, 1993; BARKER;
SCHMITT; IMBRIANI, 1985; JIMENEZ-PEREZ; CROZZOLI; GRECO, 2007).
Apesar dessa espécie ser considerada agressiva a cultura da batata no Brasil
(CHARCHAR, 1995; 1997) e, frequentemente, predominante quando ocorre
associado a M. javanica, condi¢do atribuida a habilidade dessa espécie a se
reproduzir em uma faixa de temperatura variando entre 18-31,5°C,
(CHARCHAR; MOITA, 2001). Entretanto, no sul do Brasil, muito provavelmente
as condices climaticas sdo desfavoraveis ao seu desenvolvimento em raizes e
tubérculos de batata infectados, no periodo de cultivo, conforme também
observado por Silva (2009).

M. arenaria Est. A2 (Rm: 1,2, 1,31), foi encontrada em duas amostras
distribuidas no norte e sul do Estado do Rio Grande do Sul, também em
mistura com M. javanica Est J3. Esta espécie ja foi encontrada em varios
Estados brasileiros do Sul, Sudeste e Centro-oeste (CHARCHAR, 1997,
GOMES; SOUZA, 2003), porém, em frequéncia menor comparada as espécies
M. javanica € M. incognita (CHARCHAR; MOITA, 2001; CHARCHAR; OLIVEIRA;
MOITA, 2009).

No Parana foi detectada a presenca de M. ethiopica Est. E3 (Rm: 0,92,
1,1, 1,25) em uma amostra de batata com as cultivares Agata e Caesar
coletadas no municipio de Contenda (Tab. 3). No momento da coleta, as
plantas infectadas com o nematoide apresentavam tamanho reduzido, sistema
radicular repleto de galhas e sintomas de empipocamento severo nos

tubérculos, conforme pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 - Sintomas apresentados em tubérculos de batata. A: empipocamento;
B: fémeas de M. ethiopica infectando o tubérculo da cultivar Caesar.
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Meloidogyne ethiopica € considerada uma espécie danosa em espécies
frutiferas como a videira no Chile (CARNEIRO et al., 2003; CARNEIRO et al.,
2007) e quivi no Brasil (CARNEIRO et al., 2003), representando uma grande
ameaca a essas fruteiras quando estabelecida devido a sua dificil erradicacgéo.
Diversas espécies vegetais como caupi, alface, acécia, feijao fava, abdbora,
repolho, pimentdo, fumo, tomate, soja, sisal e plantas daninhas como catinga-
de-bode, figueira do diabo, e Maria pretinha e guanxuma também ja foram
relatadas como hospedeira de M. ethiopica, inclusive a batata em diversos paises
(SOMAVILLA; GOMES; QUECINI, 2012; SIRCA et al., 2004; MEDINA, 2006;
CARNEIRO, et al., 2003; WHITEHEAD, 1968) No entanto, esse € 0 primeiro

registro da ocorréncia de M. ethiopica, em plantas de batata, no Brasil.

2.3.2. Caracterizagdo das populacdes de Pratylenchus spp.

Analisando-se a ocorréncia do nematoide das lesdes, de uma forma
geral, verificou-se a presenca do género Pratylenchus spp. em 24,32% das
amostras coletadas nas diferentes areas onde foi realizado o levantamento. De
acordo com a tabela 4 e Figura 4, no RS, foi detectada a presenca do
nematoide das lesbes em 21 amostras. Entre estas, foram obtidas 17
populacées identificadas como P. brachyurus € quatro que ndo foram passiveis
de serem identificadas a nivel especifico (Pratylenchus sp.), as quais
corresponderam a 81 e 19% das amostras, respectivamente. Em SC verificou-
se a presenca de P. brachyurus em apenas em duas amostras, e, no PR,

identificou-se P. brachyurus em quatro amostras.
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Tabela 4 - Ocorréncia de espécies de Pratylenchus, observadas em areas de
batata do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Procedéncia Cultivares aCi N° J2/10
Amostra (Municipios) de batata PEthF;(IEeCrlmir?ui raizes k
16 Ibiraiaras/RS Asterix Pratylenchus sp. 130
18 Ibiraiaras/RS Asterix P. brachyurus 190
21 Ibiraiaras/RS Asterix P. brachyurus 220
26 Bom Jesus/RS Agata P. brachyurus 50
28 Bom Jesus/RS Agata P. brachyurus 80
32 Aﬁié’njtégfﬁs Asterix P. brachyurus 270
35 S&o F. de Paula/RS Agata P. brachyurus 110
38 S&o F. de Paula/RS Agata Pratylenchus sp. 80
40 SaoF.de PaulalRS  “S°M™ € praylenchussp. 60
Agata
42 Silveira Martins/RS Asterix P. brachyurus 100
43 Silveira Martins/RS Macaca P. brachyurus 130
44 Silveira Martins/RS Asterix Pratylenchus sp. 220
54 Nova Petropolis/RS  Baronesa P. brachyurus 90
55 Nova Petropolis/RS  Baronesa P. brachyurus 290
. Asterix e
56 Nova Petropolis/RS P. brachyurus 450
Baronesa
59 Santa M. Herval/RS Agata P. brachyurus 150
Agata,
63 Morro Reuters/RS Baronesa P. brachyurus 270
e Macaca
64 Gramado/RS Asterix P. brachyurus 180
65 Gramado/RS Asterix P. brachyurus 50
71 Cristal/RS Agata P. brachyurus 40
73 Cristal/RS Baronesa P. brachyurus 120
Agata,
80 Mafra/SC Ana e P. brachyurus 170
Elisa
87 Itaiopolis/SC AStem.( € P. brachyurus 210
Marquise
95 Pinh&o/PR Agata P. brachyurus 180
101 Castro/PR Agata P. brachyurus 60
106 Araucaria/PR As/tfrfz‘ € p. brachyurus 320
109 Contenda/PR Agata P. brachyurus 260
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Parana.
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Foram encontradas fémeas e formas juvenis de Pratylenchus sp. nas
amostras analisadas, ndo sendo verificada a ocorréncia de machos. De acordo
com a Figura 5, os espécimes do nematoide das lesdes observados foram
caracterizados morfologicamente como P. brachyurus por apresentarem uma
regido labial angulosa com, com um anel da base mais estreito que o primeiro
anel do corpo, nddulos basais do estilete massivos e arredondados e a posicéo
da vulva mais posterior em comparacao a outras espécies de Pratylenchus € uma
cauda usualmente hemisférica com terminacao lisa, confirmando a descri¢do
caracterizada por Gonzaga (2006).

No Brasil e no mundo o género Pratylenchus € considerado o segundo
grupo de nematoides parasitas em culturas de importancia econémica, sendo
apenas superado pelo nematoide das galhas (GONZAGA, 2006; SASSER;
FRECKIMAN, 1987; TIHOHOD, 1993; PHINEIRO; LOPES, 2011).

Figura 5 - Fotomicrografia de Pratylenchus brachyurus em microscopio Optico. A: parte
posterior do corpo (100x), B: parte anterior do corpo (100x).

Entres as espécies do nematoide das lesdes que afetam a cultura da
batata, P brachyurus, P. coffeae € P. penetrans SA0 as principais causadoras de
danos (SANTOS, 2003; SILVA; SANTOS 2007; SILVA, 2009; PINHEIRO;
LOPES, 2011), sendo a primeira a mais frequente no ultimo levantamento
realizado na cultura, no pais (SILVA, 2009). Os diferentes estadios de
desenvolvimento do nematoide das lesdes sédo capazes de penetrarem nas

raizes das plantas de batata, se movimentando continuamente nos tecidos intra
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e intercelular, e assim, causarem lesdes necroticas, que por sua vez, Sao
portas de entrada a invasdo por organismos secundarios (BRINKMAN;
MULDER, 1996; GOMES; SOUZA, 2003). Entretanto, quando o nematoide
penetra a superficie dos tubérculos, provoca a formacéo de lesdes de aspecto
rugosa, que também é invadida por organismos secundéarios do solo,
resultando em necroses nos tubérculos, os quais em condicdo de
armazenamento, podem apodrecer em menor tempo que tubérculos sadios
(MAI et al., 1980; SILVA; SANTOS, 2007), causando consideraveis prejuizos.

2.3.3. Caracterizacdo molecular

Utilizando-se 30 primers (Tabela 2), o numero de fragmentos
reprodutiveis por cada isolado de Meloidogyne spp. (Tabela 5) variou de 3 a 19,
sendo o tamanho do fragmento de 200 a 1300 bp, aproximadamente. Na
Figura 5, podem ser observados os perfis das 20 populacdes de Meloidogyne
spp., em gel de agarose com os fragmentos amplificados com o primer C2. Os
fragmentos amplificados foram 317, sendo 273, informativos; onde alguns
foram amplificados em todos os isolados testados (fragmentos monomaorficos),

como por exemplo, os fragmentos 630 e 855bp. (Figura 5).

M. javanica (J3)
M javanica (J2a)
M incognita (12)
M arenaria (A2)
M ethiopica (E2)

M 6 18 29 43 49 56 58 64 75 79 83 86 92 100 108 PJ2 47 14 20 110 C
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Figura 6 - Analise RAPD de 20 populacdes de Meloidogyne spp. com o primer C2.
As setas indicam os fragmentos monomorficos 630 e 855bp.
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Trezentos e dezessete e 435 fragmentos reprodutiveis foram
amplificados para as quatro espécies/populacdes de Meloidogyne testadas (M.
javanica, M. arenaria, M. incognita € M. ethiopica), cuja porcentagem de bandas
polimorficas amplificadas variou de 13,9 a 27,1% respectivamente, ou seja, um
baixo polimorfismo (Tabela 5).

Tabela 5 - Taxa de polimorfismo RAPD observado ao nivel de espécie em
diferentes espécies e fenotipos de populacdes de Meloidogyne.

Fragmentos de RAPD

Espécie de Meloidogyne
Amplificados Polimorfismo (%)

M. javanica (J3) 317 44 (13,9%)
M. javanica (J3) + M. javanica (J2a) 344 27 (7,85%)
M. javanica (J3) + M. incognita (12) 426 109 (25,6%)
M. javanica (J3) + M. arenaria (A2) 399 82 (20,6%)
M. javanica (J3) + M ethiopica (E3) 435 118 (27,1%)
M. javanica (J2a) + M. javanica (J2a) 285 27 (9,47%)

Com base na analise filogenética, verificou-se que dentre as 17
populacdes de M. javanica, trés grupos se formaram (Figura 6) cujo primeiro
grupo foi formado por 15 populacBes de M. javanica Est J3 0 qual apresentou um
boostrap de 86% entre as mesmas e uma baixa porcentagem de polimosfismo
(Tabela 5). As espécies M. incognita (Est 12), M. ethiopica (Est E3) e M. arenaria (Est
A2) se agruparam separadamente com um bootstrap pouco expressivo. O
terceiro grupo foi formado pelas duas populacdes de M. javanica Est J2a (Tabela
1) que se separaram das demais com 81 de bootstrap e demonstraram
também, um alto grau de similaridade (9,47%) (Figura 7, Tabela 5). Embora
essas duas populacbes J2a tenham procedéncias bem diversas quanto a
localidade geografica (BH e RS) e hospedeiros (banana e batata,
respectivamente), elas sdo muito préximas geneticamente. Em outros estudos,
diferentes fenotipos de Est/Mdh de M. incognita (I1/N1 e I2/N1) se agruparam
filogeneticamente em clusters separados de acordo com os fenotipos das
enzimas (RANDIG et al., 2002).
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Figura 7 - Arvore filogenética de dados obtidos com marcadores RAPD de
Meloidogyne spp. Cédigos em negrito indicam as espécies e populacbes
discriminadas na Tabela 1. NUmeros préximos aos nés indicam as
probabilidades de similaridade. N6és sem valores indicam similaridade abaixo
de 50%.

Em trabalhos sobre a diversidade de populacbes de M. javanica
provenientes de diferentes culturas e regides do Brasil, diversos autores tém
encontrado pequenas variagdes intraespecificas entre os isolados com base
em caracteres moleculares, morfolégicos, citogenéticos e bioquimicos
(fenétipos  isoenzimaticos) (CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1996;
CASTRO; LIMA; CARNEIRO, 2003; COFCEWICZ et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2007; GOMES et al., 2009; SOMAVILLA, 2011). Recentemente, Silva (2009)
observou variagdo no padrdo de esterase de populagbes de M. javanica
provenientes de amostras da batata coletadas no Rio Grande do Sul, no
entanto, o autor ndo avaliou o comportamento desses isolados quanto a

agressividade.
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Em estudo realizado por Carneiro, Castagnone-Sereno e Dickson
(1998), onde foram comparadas quatro populacdes de M. javanica provenientes
do Brasil, sendo duas altamente agressivas em condicdes de campo a cultura
da soja, os autores constataram significativa variabilidade intraespecifica,
observada em caracteres morfolégicos (vista de face dos machos e estiletes
das fémeas) e moleculares (marcadores RAPD), sobretudo para as duas
populacdes da soja, o que confirma em parte o que foi observado no presente
capitulo e no capitulo 2. Porém, mais estudos morfoldgicos e fisiolégicos, sdo
necessarios para complementacdo deste estudo. Outro aspecto, € que o
marcador RAPD/SCAR é uma ferramenta confidvel e que pode ser utilizada na
identificacdo de algumas espécies de Meloidogyne (ZIJLSTRA, 2000) como € o
caso de M. javanica. O emprego desses marcadores também poderia ter sido
utilizada na confirmacéo especifica dos diferentes isolados deste estudo, o que
validaria a utilizacdo desse marcador para a cultura da batata.

Entre as populacfes de M. javanica (Est J3 e J2a) foi possivel observar
variabilidade intraespecifica baixa (7,84%), demonstrando assim que esses
marcadores podem ser utilizados para diferenciar populagbes da mesma
espécie de Meloidogyne (BLOCK et al., 1997; RANDING et al., 2002; CARNEIRO
et al., 2004; COFCEWICZ et al., 2004).

Em estudos realizados por Cofcewicz et al. (2004, 2005), foi verificado
que o uso de RAPD permitiu avaliar a variabilidade tanto entre diferentes
espécies e dentro das mesmas espécies de Meloidogyne. Em relacdo a
variabilidade intraespecifica, o recomendavel é ter véarias populacdes de
Meloidogyne de diferentes procedéncias para poder distinguir se existe
variabilidade ou ndo. Em trabalho realizado por Block et al. (1997), os autores
observaram que quando usadas vérias populacdes de Meloidogyne (marcadores
RAPD), as mesmas se comportaram diferentemente, além do que, espécies
como M. arenaria apresentaram maior polimorfismo quando comparadas com as
populacdes de M. javanica (este estudo) e M. incognita (SANTOS et al., 2012), as
guais apresentaram um baixo polimorfismo. M. arenaria pode ser considerada
uma especie “enxame’, ou seja, abrigar populagbes com diferentes origens
monofiléticas, ou mesmo, diferentes espécies, como é o0 caso de M. morocciensis
(CARNEIRO et al., 2008).
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2.4. Conclusdes

Diferentes espécies de Meloidogyne atacam a cultura da batata no sul do
Brasil, sendo Meloidogyne javanica, a mais frequente nas regides produtoras dos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e do Parana;

Pratylenchus brachyurus € a espécie do nematoide das lesdes mais
frequente em lavouras de batata do sul do Brasil e ocorre predominantemente
em lavouras do Rio Grande do Sul;

Existe pouca variabilidade intraespecifica entre populacdes de M. javanica,

na cultura da batata, utilizando-se os marcadores RAPD.
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2 CAPITULO Il — Agressividade de populacdes de Meloidogyne javanica em
cultivares de batata.

2.1. Introducao

A batata (Solanum tuberosum L.) € cultivada desde climas frios até climas
temperados (SOUZA, 2003), sendo os tubérculos, uma das fontes de alimentos
mais importantes a populacdo humana devido ao alto conteddo de proteinas,
vitaminas, sais minerais, e, especialmente, carboidratos (CHOER, 2003). Entre
os problemas que afetam a bataticultura, aqueles de origem fitossanitéria,
afetam consideravelmente a cultura em diferentes regibes do globo
(NAZARENO; FILHO, 2009; JIMENEZ-PEREZ; CROZZOLI; GRECO, 2007).
Dentre esses, os fitonematoides sao considerados um dos principais fatores
limitantes devido a suscetibilidade da cultura a a Meloidogyne spp., a0S prejuizos
de correntes da infestacdo dos tubérculos e a ampla distribuicdo geogréfica
desse grupo de nematoides (VOVLAS, et al., 2005; MONTERO, et al., 2007).

No Brasil, diferentes espécies do género de Meloidogyne encontram-se
amplamente distribuidas em diversas regides produtoras de batata
(CHARCHAR, 1997), sendo Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood 1949 e M.
incognita (Kofoid & White) aquelas relacionadas a danos na cultura
(CHARCHAR, 1990; 2001). Conforme Gomes e Souza (2003), plantas de
batata afetadas pelo nematoide das galhas, apresentam menor
desenvolvimento, amarelecimento foliar, galhas nas raizes e empipocamento
nos tubérculos, cujos danos sado frequentemente relatados na literatura
(DESLANDES, 1935; BERTHET, 1955).

Embora Charchar (1981; 1997) tenha relacionado M. incognita coOmo uma
das espécie do nematoide das galhas de maior importancia econémica na

bataticultura, utilizando a regido perineal como critério taxonémico, em
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levantamento recente, M. javanica foi relatada como a mais frequentemente
encontrada em diversas regifes brasileiras de producdo do Sul, Sudeste, no
Estados de Goias e no Distrito Federal (SILVA, 2009), sendo também
considerada, a espécie mais comum e distribuida na maioria das regifes do
globo (TAYLOR; SASSER, 1983, VOVLAS, et al., 2005).

Entre as préaticas de controle utilizadas no manejo do nematoide das
galhas das diferentes culturas agricolas, o uso da resisténcia genética é
considerado uma das taticas mais desejadas por ser economicamente viavel e
acessivel aos produtores, além de nao representar riscos a saude humana e ao
meio ambiente. No entanto, embora seja uma pratica desejavel na cultura da
batata, existem poucos materiais genéticos resistentes a Meloidogyne spp.
disponiveis no mercado brasileiro (GOMES, 2010). Entre os trabalhos
disponiveis na literatura e relacionados a resisténcia genética da batata a m.
incognita € M. arenaria, quase que a totalidade, evidencia a suscetibilidade da
cultura. Nessas avaliacbes, percebe-se que alguns genoétipos apresentam
diferentes graus de suscetibilidade a Meloidogyne spp. (CHARCHAR et al., 2007;
MALUF, 1997; SILVA et al, 2010), porém, investigacbes quanto a
agressividade e possivel variabilidade genética de populacbes da mesma
espécie, ndo tem sido focada na interagcédo planta x patégeno, considerando-se
a dimensao continental do pais. Variagbes na agressividade tém sido
observadas entre populacfes de Meloidogyne da mesma espécie em culturas
como soja (TIHOHOD; FERRAZ, (1986), arroz e trigo (POKHAREL et al.,
(2007), alface (MITKOWSKI; ABAWI, 2003), amendoim (PATEL; PATELB;
PATEL, 1993), lentilha (SHARMA; GOMES, 1992) videira (LOUBSER, 1989),
dentre outras.

Em trabalhos sobre a diversidade de populacbes de M. javanica
provenientes de diferentes culturas e regides do Brasil, diversos autores tem
encontrado variagOes intraespecificas entre os isolados com base em
caracteres morfologicos, citogenéticos, bioquimicos (fendétipos isoenzimaticos)
ou marcadores moleculares (CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1996;
CARNEIRO; CASTAGNONE-SERENO; DICKSON, 1998; CASTRO; LIMA;
CARNEIRO, 2003; COFCEWICZ et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007; GOMES
et al., 2009; SOMAVILLA, 2011). Recentemente, Silva (2009) observou
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variacdo no padrdo de esterase de populacdes de M. javanica provenientes de
amostras da batata coletadas no Rio Grande do Sul, no entanto, o autor n&o
avaliou o comportamento desses isolados quanto a reproducéo e interferéncia
do nematoide no desenvolvimento de gendtipos dessa cultura.
Considerando-se a ocorréncia de variacdes nas populacdes de M.
javanica detectadas por Silva (2009), no Rio Grande do Sul, a variabilidade
intraespecifica dessa mesma espécie verificada no presente estudo (capitulo
1), e, a falta de informacfes relacionadas aos potenciais de danos causados
por essa espécie em batata, teve-se por objetivo nesse trabalho, avaliar a
agressividade de quatro populacdes de M. javanica provenientes de diferentes

Estados da Regido Sul do Brasil em duas cultivares de batata.

2.2. Material e Métodos

Avaliou-se a agressividade de quatro populagdes de M. javanica em duas
cultivares comerciais de batata (BRS Clara e Agata) provenientes do Programa
de Melhoramento Genético da Embrapa Clima Temperado e suscetiveis ao
nematoide (LIMA-MEDINA et al., 2010), em casa de vegetacao.

Todas as populacdes de M. javanica foram obtidas de plantas de batata
infectadas a campo. Para realizacdo desse estudo, foram utilizadas duas
populacdes puras coletadas no Rio Grande do Sul: P1 (Amostra 06/Mj1, Sdo
Lourenco do Sul) e P4 (Amostra 47/Mj17, Silveira Martins), com os fendtipos
Est. J3 e J2a, respectivamente; uma do Estado do Parana denominada P2 (M.
javanica Est J3; Amostra 108/Mj15) e outra do Estado de Santa Catarina, P3 (M.
javanica Est. J3, Amostra 86/Mj12). Cada populagéo foi multiplicada em plantas
de tomate ‘Santa Cruz’ mantidas em vaso contendo solo esterilizado, em casa
de vegetacdo a 25°C + 5°C, sendo a pureza de cada uma, verificada
periodicamente por eletroforese (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001), conforme
descrito no capitulo 1. Para obten¢éo do inoculo, raizes de tomateiro infectadas
de cada uma das populagcdes de M. javanica, foram processadas separadamente
conforme metodologia de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti e

Ferraz (1981), das quais foram obtidas as suspensoes.
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Plantas individuais de batata dos genoétipos Agata e BRS Clara com
aproximadamente uma semana e mantidas em vasos com solo esterilizado,
foram inoculadas com uma suspensdo contendo 5.000 ovos + juvenis de 2°
estadio (J2) de M. javanica/planta (populacdo inicial) com cada uma das
populacdes do nematoide, separadamente. O ensaio foi conduzido em
esquema fatorial 4 x 2 (4 populacdes e 2 genoétipos) em delineamento
completamente casualizado com seis repeticbes por tratamento, sendo cada
unidade experimental representada por uma planta.

Apbs 55 dias da inoculacédo, as raizes de cada planta foram separadas
da parte aérea, lavadas e avaliadas quanto ao peso da matéria fresca da parte
aérea e da raiz, numero de galhas/raiz e peso de tubérculos. Também avaliou-
se o nimero médio de pipocas (galhas)/1,76cm? em trés tubérculos/repeticdo
(Figura 1). A seguir, realizou-se a extragdo de ovos e J2 das raizes de cada
planta pela técnica de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz
(1981) para quantificacdo e posterior determinacdo do fator de reproducédo (FR
= populacdo final/populagéo inicial) de cada populacdo de M. javanica
(OOSTEMBRINK, 1966). A agressividade foi avaliada pela interferéncia das
populacdes do nematoide na expressdo dos sintomas, desenvolvimento da

planta, producéo e sua reproducéo nas diferentes cultivares.

Figura 1 - Avaliacdo do numero de pipocas por unidade de area em tubérculo de

batata.

Para realizacdo da analise estatistica dos dados, utilizou-se o programa
estatistico SAS® (SAS 9.3, SAS Institute, Cary, North Carolina, USA). Os
valores das diferentes variaveis, obtidas nos respectivos tratamentos, foram

submetidos a ANOVA, sendo as médias dos tratamento comparadas entre si
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pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Complementarmente, os valores
das diferentes variaveis foram correlacionados entre si pela analise de

correlacéo de Pearson.

2.3. Resultados e Discussao

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas 1 e 2, verificou-
se interacao significativa entre os fatores cultivar e populacéo para as variaveis
namero de galhas, fator de reproducéo, nUmero de pipocas, altura de planta e
peso de tubérculos. No entanto, para as variaveis peso da matéria fresca da
parte aérea e da raiz, ndo houve interacao entre os tratamentos (Tabela 3).

Quanto ao numero de galhas, verificou-se maior nUmero nas raizes das
plantas de ambas as cultivares infectadas com as populagdes de M. javanica P2
e P4 (Tabela 1); sendo os maiores danos, observados na cultivar BRS Clara
com as mesmas populacdes. Independentemente da cultivar, ndo houveram
diferencgas significativas quanto ao numero de galhas nas plantas inoculadas
com as populacdes P3 e P4. (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero de galhas nas raizes, nimero de pipocas em tubérculos e
fator de reproducdo (FR) de Meloidogyne javanica em duas cultivares de batata
(Agata e BRS Clara) infectadas com quatro populacbes de M. javanica.
Populacdes P1 (Amostra 6/Mjl), P2 (Amostra 108/Mj15) e P3 (amostra
86/Mj12): M. javanica Est. J3; e, P4 (Amostra 47/Mj17). M. javanica Est J2a.

Pelotas/RS.
(Pl\g.pli\llggécgs) N° de galhas** N° de pipocas** FR
Agata BRS CV  Agata BRS cv Agata BRS cv
Clara (%) Clara (%) Clara (%)
P1 390,83**bhB 700,50bA 13,27 9,05cB  14,72cA 4,68 82,17bA 84,50cA 25,66
P2 473,50abB 952,00aA 11,97 17,50aB 20,61aA 4,23 122,31aB 188,18aA 9,8
P3 181,00cA 200,30cA 215 6,61dA 6,16dA 6,02 8,48cA 7,79dA 22,14
P4 605,50aA 852,70abA 15,14 14,44bA 17,00bA 2,94 111,43aA 120,76bA 28,3
CV (%) 16,61 13,43 4,59 4,16 24,03 22,42

* Médias seguidas por letras iguais e mailsculas, na mesma linha, e, mindsculas, na coluna, ndo diferem

entre si pelo teste de Duncan a 5%; valores originais transformados em +/X+1; CV = Coeficiente de
Variagao.
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Considerando-se os danos causados pelo nematoide nos tubérculos,
verificou-se maior numero de pipocas em ambas as cultivares com as
populacbes de M. javanica P2 seguida da P4. A semelhanca dos resultados
observados para a variavel numero de galhas, verificou-se na cv. BRS Clara,
maior nimero de protuberancias (pipocas) na casca em relagdo a cv. Agata
inoculada com as populacdes P1 e P2, ndo havendo diferenca para essa
variavel quando ambos o0s gendtipos foram inoculadas com as demais
populacdes (Tabela 1, Figura 2 e 3).
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Figura 2 - Sintomas de pipoca em tubérculos de batata da cultivar BRS Clara

infectados com quatro populacées de M. javanica. Populacdes P1, P2 e P3: M.

javanica Est J3; e P4: M. javanica Est J2a.
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AGATA AGATA
P3 P4

Figura 3 - Sintomas de pipoca em tubérculos de batata da cultivar Agata
infectados por quatro populacbes de M. javanica. Populagdes P1, P2 e P3: m.
javanica Est J3; e P4: M. javanica Est J2a. Pelotas-RS.
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Em relagdo a reproducdo do nematoide, os maiores valores de FR foram
observados nas plantas de batata de ambas as cultivares infectadas com as
populacdes de M. javanica P2 seguidas da P4 (Tabela 1). No entanto, diferenca
entre cultivares foi detectada apenas na populagao P2, cujo FR foi maior na cv.
BRS Clara. Com base nesse dados, verificou-se que os danos causados nas
plantas de batata em funcdo do numero de galhas nas raizes, numero de
pipocas em tubérculos e FR de M. javanica, foram mais intensos em plantas
infectadas com as populacbes P2 e P4, independentemente da -cultivar,
havendo diferencas quanto a intensidade de sintomas em ambos 0s genétipos
para as duas primeiras variaveis, e, em BRS Clara, para a ultima variavel.

Analisando-se a altura das plantas nos diferentes tratamentos, observou-
se que a populacdo P4 foi mais agressiva na cv. Agata, ndo havendo diferenca
significativa entre ambas as cultivares quando as demais populagdes foram
avaliadas (Tabela 2). Considerando-se a interferéncia do nematoide sobre esse
mesmo parametro na cv. BRS Clara, plantas inoculadas com P1, P2 e P3

foram mais afetadas e os tratamentos néo diferiram entre si (Tabela 2).

Tabela 2 - Altura de plantas e peso de tubérculos em plantas de batata cvs.
Agata e BRS Clara inoculadas com quatro populacdes de M. javanica (P1, P2 e
P3: M. javanica Est J3; e P4: M. javanica Est J2a). Pelotas/RS.

M. javanica ,
(Populacdes) Altura (cm) Peso de tubérculo ()
< < BRS
Agata BRS Clara CV (%) Agata Clara CV (%)
P1 31,33aA* 25,50aA 20,12 98,82bA 104,97aA 14,71
P2 25,00bA 25,67aA 8,02 129,20aA 93,80aB 17,99
P3 24,33bA 24,17aA 12,92 122,99abA 98,70aA 17,51
P4 25,17bA 20,00bB 9,37 104,64bA 97,71aA 18,81
CV (%) 17,14 9,37 16,85 17,94

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

Pela analise do peso da matéria fresca da parte aérea e da raiz,
verificou-se que, independentemente da populacdo de M. javanica inoculada, a
cv. Agata foi a mais afetada (Tabela 3). Em relagdo ao peso de tubérculos, ndo
houve diferenca significativa entre as populacées do nematoide inoculadas na
cultivar de batata BRS Clara; porém, em 'Agata’, verificou-se menor peso dos
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tubérculos, quando as plantas foram inoculadas com a populacdo P4 de Mm.
javanica Est. J2a (Tabela 2).

Tabela 3 - Peso fresco da parte aérea e peso fresco de raiz em plantas de
batata inoculadas com quatro populacdes de Meloidogyne javanica em dois

genatipos de batata. Pelotas/RS.

M. javanica

(Populacses) PMFPA (g) PMFR (g)

Agata BRS Clara CV (%) Agata BRSClara CV (%)

P1 68,69aB 98,37aA 22,98 17,84aB 23,51aA 20,30

P2 64,00aB  106,88aA 19,32 16.32aB 31,06aA 30,22

P3 67,32aB 89,71aA 25,88 20,29aB 22,20aA 29,09

P4 68,90aB 81,39aA 23,27 21,80aB 29,68aA 2511
CV (%) 23,75 2191 26,82 26,11

PMFPA - Peso matéria fresca da parte aérea; PMFR- Peso da matéria fresca da raiz;
* Médias seguidas por letras iguais e mailsculas, na mesma linha, e, minasculas, na coluna,
néo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%; CV = Coeficiente de Variagao.

De acordo com os dados apresentados na tabela 4, observa-se que
houve correlacéo positiva significativa entre as variaveis associadas aos danos
provocados pelo nematoide e sua reproducdo nas cultivares de batata
testadas; no entanto, ndo detectou-se correlacdo entre essas variaveis e
aguelas relacionadas ao desenvolvimento das plantas e producdo de
tubérculos tanto para a cv. Agata quanto BRS Clara.

A correlacdo altamente significativa (Tab. 4) entre o nimero de galhas
nas raizes com numero de pipocas, em ambas cultivares de batata, evidencia a
eficiéncia da metodologia utilizada para avaliacdo indireta dos danos
provocados por M. javanica hos tubérculos, os quais foram estimados pela
contagem do numero de protuberancias na area estimada (item 3.2 Figuras 1 e
2). Da mesma forma, essas duas variaveis (sintomas) foram correlacionadas
positivamente com o FR do nematoide, independentemente da populagéo
estudada, resultados esses também observados no estudo da agressividade de
populacdes de M. javanica em diversas culturas anuais e perenes (TIHOHOD;
FERRAZ; 1986; POKHAREL et al., 2007; MITKOWSKI; ABAWI, 2003, PATEL;
PATELB; PATEL, 1993; SHARMA; GOMES, 1992; LOUBSER, 1989;
SOMAVILLA, 2008). Tais observacbes podem explicar a maior agressividade
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das populagcdes P2 e P4 de M. javanica, levando-se em consideracdo os

sintomas de galhas nas raizes e pipocas nos tubérculos diretamente

proporcionais a taxa de reproducdo do nematoide na espécie hospedeira
(Tabelas 1 e 2). Conforme Santos et al. (1981) citado por Silva (2009), a

agressividade em gendtipos suscetiveis aliada a condigbes favoraveis ao

desenvolvimento do patégeno, pode permitir com que um Unico juvenil de

segundo estadio de M. javanica/250 cm?® de solo, no plantio, seja suficiente para

causar dano na cultura.

Tabela 4 - Coeficiente de correlacdo entre nimero de galhas/raiz, nUmero de

pipocas/tubérculo, e, fator de reproducédo de M. javanica com altura de planta e

peso de tubérculos, e peso da matéria fresca da parte aérea e da raiz, em dois

genotipos de batata. Pelotas/RS.

Genotipos

Coeficiente de correlacdo (R?)

NO

Altura

Peso de

Galhas FR de planta tubérculo PMFPA PMFR

N° Pipocas 0,8888** 0,8941** .0,0383"° -0,0797M° 0,1642"° 0,1642"°

N° Galhas - 0,8738** 0,1283M 0,0696M 0,1128"° 0,1128"°

FR - 0,0166"° -0,0795"S 0,2808"° 0,2808"°

BRS Clara ’ ’ NS NS
Altura de Planta - -0,1390M° 0,6929™ 0,6929

Peso de tubérculo - -0,2087 "M -0,2087"°

PMFPA - 0,4100M°

N° Pipocas 0,6762* 0,8166** -0,1197"° 0,1803N° -0,0476"° -0,0867"°

N° Galhas - 0,8108* 0,2377N° -0,2035° -0,0036"° 0,0867"°

Agata FR - 0,0779M -0,0843M -0,0141"° -0,0626"°

Altura de Planta - -0,3153" 0,1823"° 0,0669"°

Peso de tubérculo - -0,1003™° 0,0367"°

PMFPA - 0,4100M°

PMFPA - Peso matéria fresca da parte aérea; PMFR- Peso da matéria fresca da raiz;
** P<0,001; NS — ndo significativo; FR- Fator de Reproducéo.

Em estudo realizado por Van der Beek e Pijanacker (1998), os autores

ndo observaram interacdo significativa entre a viruléncia de diferentes isolados

de M. chitwoodi Golden, O’'Bannon, Santo & Finley, e M. fallax Karssen, 1996 e M.

hapla em diferentes cultivares de batata. J& em estudo conduzido por Canto-

Saenz e Brodie (1986), os autores verificaram diferenca quanto a agressividade

de isolados de M. incognita em diferentes clones da cultura. Além disso, os


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2586498/#B32
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autores constataram interagdo entre agressividade e a producéo de tubérculos
dos genodtipos avaliados. Levando-se em consideracdo a ocorréncia de
populacdes de Meloidgyne spp. mais agressivas, a conducdo de novos estudos,
pode complementar o entendimento dessa interagcdo tanto na selecdo de
materiais resistentes/tolerantes de batata ao nematoide das galhas, como para
outras espécies vegetais em esquemas de rotacao de culturas.

Embora as populacbes P2 e P4 de M. javanica tenham sido as mais
agressivas nas duas cultivares, observou-se apenas uma relagéo parcial dessa
variavel com os respectivos fenotipos esterasticos e os agrupamentos pela
analise RAPD (capitulo 1), uma vez que a populacdo P4 (Amostras 47/Mj17)
com fenotipo de esterase J2a se agrupou separadamente das populacdes P1
(Amostra 6/Mj1), P2 (Amostra 108/Mj15) e P3 (Amostra 86/Mj12), com o
mesmo fenotipo esterastico Est J3. Nao foi possivel relacionar os dois isolados
mais agressivos (P2 e P4) com origem geografica, pois a populacdo P2 foi
proveniente do PR (Municipio de Contenda) e a P4 do RS (Municipio Silveira
Martins). A baixa relagdo entre estudos de Vvariabilidade genética
intraespecifica de populacdes de Meloidogyne spp. € agressividade, tem sido
observada por outros autores. Oliveira et al. (2011) verificaram que popula¢cdes
de M. incognita Est.Mdh I1N1 raca 2 e PCR especifico (SCAR), comportaram-se
de forma diferenciada quanto a patogenicidade em cultivares de café com
diferentes niveis de resisténcia. Xu (2002) estudando a patogenicidade de trés
populacdes de M. konaensis Est.Mdh. MKF1, MKI1 e MKI1-F1 também observou
comportamento diferenciado na cultura do café, tomate e pepino. Em outro
trabalho, Pokharel et al. (2007), avaliando diferentes populacdes de M.
graminicola em duas cultivares de arroz, ndo observou correlacdo entre a regiao
ITS das populagbes do nematoide avaliadas com a agressividade nas duas
cultivares. Entretanto, neste estudo a populagéo P4 se diferenciou das demais
pelo fendtipo de esterase J2a e pelo agrupamento filogenético obtido com
marcadores RAPD (Capitulo 1). Populacdes de M. incognita perfil de enzima
(Est/Mdh) S2/N1 foram pouco agressivas a diferentes cultivares de cafeeiro
(MUNIZ et al., 2009). Essas populacdes em analise filogenética se agruparam
parcialmente separadas das demais populagcdes (11/N1 e 12/N1) (SANTOS et

al., 2012), mostrando haver certa correlagdo entre a variabilidade genética, os
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fendtipos de enzima e a filogenia das populacbes. O mesmo pode ser
mencionado para raca 1 de M. arenaria que € filogeneticamente muito distinta da
raca 2 e se caracteriza por ser altamente agressiva ao amendoinzeiro, 0 que
nao ocorreu com a outras populagdes da raca 2 (CARNEIRO et al., 2008).
Considerando-se os resultados obtidos nesse estudo, verificou-se que
as variaveis numero de galhas, fator de reproducéo e niumero de pipocas sao
importantes para determinar os danos ocasionados por diferentes populacfes
de M. javanica em genotipos de batata. Trabalhos nessa linha sdo importantes,
uma vez que ainda nao se dispde de materiais resistentes de Solanum tuberosum
a M. javanica no mercado. Desta forma, investigacbes futuras quanto a
agressividade desse patdogeno e suas consequéncias na qualidade dos
tubérculos podem contribuir na adocao de estratégias de manejo do nematoide

das galhas na cultura da batata.
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2.4. Conclusodes

Existem populacdes de M. javanica mais agressivas a batata e ha interacéo
entre populacdes dessa mesma espécie e cultivares de Solanum tuberosum
quanto aos danos em raiz, tubérculos e o fator de reproducéo do nematoide;

Existe correlacdo positiva entre danos causados por diferentes populacdes
de M. javanica em raizes e tubérculos de batata e sua reproducéo na cultura;

A estimativa do numero de pipocas/unidade de area em tubérculos de
batata infectados com M. javanica, € um parametro eficiente para avaliacdo de
danos causados pelo nematoide;

Ha certa relacdo entre o fendtipo de esterase (J2a) da populacdo P4 de m.
javanica, 0 agrupamento filogenético diferenciado e a maior agressividade dessa

populacao.
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3. CAPITULO Il — Estudo da resisténcia de gendétipos de batata (Solanum
spp.) a0 nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) e do
nematoide das les@es (Pratylenchus brachyurus).

3.1. Introducéao

A bataticultura no Brasil ocupa, atualmente, uma area 140,231 ha, sendo
a producdo estimada em 3.740.000 toneladas (IBGE, 2012), cujo cultivo
concentra-se principalmente, nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste do
Brasil (ZAMBOLIM, 2011; SILVA et al., 2010).

Dentre os problemas fitossanitarios que limitam a producédo da batata,
prejuizos econbmicos consideraveis sdo atribuidos aos fitonematoides por
interferirem no desenvolvimento normal das plantas, causarem perdas diretas
na producdo e, indiretamente, afetarem a qualidade comercial dos tubérculos
(NAZARENO; FILHO, 2009; SCURRAH; NIERE; BRIDGE, 2005; GOMES;
SOUZA, 2003). As perdas mundiais provocadas pelos nematoides na cultura
da batata sdo estimadas em 12,2% podendo chegar a 100% (SASSER,;
FRECKMAN, 1987; SILVA; SANTOS, 2007). Desta forma, estes patdégenos sao
considerados como um fator limitante a cultura da batata (PINHEIRO; LOPES,
2011).

Dentre o0s nematoides de maior importdncia na bataticultura, o
nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), € considerado um dos mais
patogénicos em condi¢cbes tropicais, de clima temperado e climas frios
(PINHEIRO; LOPES, 2011). Uma vez que os juvenis de segundo estadio (J2)
penetram no sistema radicular da planta, induzem a formacéao de galhas nas
raizes, afetando a absorcdo de agua e nutrientes, e, consequentemente, o
desenvolvimento da planta (CAFE FILHO, 1987; GOMES; SOUZA, 2003). Além
disso, plantas debilitadas em funcdo do parasitismo do nematoide, podem se
tornar mais vulneraveis a outros patdgenos cOmo Ralstonia solanacearum,

Verticillium albo-atrum € Rhizoctonia solani, acarretando danos mais intensos
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(STEVENSON, et al.,, 2001; SILVA; SANTOS, 2007; NAZARENO; FILHO,
2009; PINHEIRO; LOPES, 2011).

Ao nivel mundial, as perdas ocasionadas por Meloidogyne spp., Na cultura
da batata, podem chegar até 25% da producdo (HOOKER, 1981). No Brasil,
estimam-se perdas de 20%, podendo ser maior devido ao descarte de
tubérculos com sintomas visiveis (CAFE FILHO, 1987; GOMES; SOUZA,
2003). Entre as espécies do nematoide das galhas relacionadas a cultura no
pais, registra-se a ocorréncia de M. incognita (Kofoide & White) Chitwood, M.
javanica (Treub) M. arenaria (Neal) Chitwood e M. hapla (Chitwood), sendo as trés
primeiras mais adaptadas a temperaturas com ampla variabilidade, e a Ultima a
clima mais ameno a frio (CHARCHAR, 2001; PINHEIRO; LOPES, 2011). Em
outras regides de cultivo, no mundo, M. hapla € M. chitwood SA0 as principais
espécies que ocasionam 0s maiores prejuizos na producao de batata (GOMES;
SOUZA, 2003; LAX; DOUCET, 2011). Porém, para o Brasil, M. chitwood é
considerado uma praga quarentenaria (SILVA, 2009).

O ciclo de vida do nematoide das galhas envolve quatro estadios de
desenvolvimento. Ao eclodirem dos ovos, 0s juvenis de segundo estadio (J2)
migram até as raizes da planta hospedeira e penetram na regido de
alongamento por meio de seu estilete, locomovem-se intercelularmente até o
cilindro central, e estabelecem um sitio de alimentagéo, tornam-se sedentarios
e iniciam o processo de parasitismo. Ao injetarem secrecdes nas células da
raiz, as células ao redor da regido anterior de seu corpo, tornam-se gigantes e
multinucleadas (hipertrofia), ocorrendo concomitantemente a divisdo sucessiva
das células corticais as quais originam engrossamentos nas raizes,
vulgarmente conhecidos como galhas (hiperplasia). Aproximadamente trés
semanas apos a infec¢do, 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
tingirem o estadio adulto, fecundam a fémea e abandonam a raiz (GOMES;
SOUZA, 2003).

A duracdo do ciclo de vida do nematoide das galhas depende da

espécie, das condicbes ambientais do local, do periodo de cultivo e da cultivar.
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De acordo com observagOes feitas por Charchar e Paccini Neto (1990), no
cultivo das secas (maio-setembro), com temperatura entre 17 e 23°C, M. javanica
e M. incognita NAo completaram o ciclo em plantas de batata até 63 dias apds o
plantio. Porém, na época das chuvas, de janeiro a abril (23°C a 18°C), m.
incognita completou o ciclo em 27 dias. Em outro trabalho realizado em
condicbes de campo, no Brasil, Charchar e Moita (1997) verificaram que o
desenvolvimento M. incognita além de estar associado as condi¢des climaticas,
também estava associado a cultivar de batata, cujo ciclo do nematoide se
completou em 57 dias na cv. Baronesa e em 64 dias, na cv. Achat. No entanto,
estudos mais precisos quanto ao ciclo do nematoide das galhas associados a
resisténcia genética, ainda séo incipientes em nossas condicoes.

Nos ultimos dez anos, o aumento das areas de cultivo com batata tem
evidenciado a exposicdo da cultura a outras espécies de Meloidogyne de
importancia econémica. Dentre essas, M. enterolobii = M. mayaguensis (Rammmah
& Hirchmann) vem causando preocupacao, por ser uma espécie extremamente
agressiva em culturas perenes como a goiaba (Psidium guajaba L.), e culturas
anuais como berinjela (Solanum melongena L.) (CARNEIRO; et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2011) e fumo (Nicotianum tabacum L.) (GOMES; COUTO;
CARNEIRO, 2008). M. ethiopica (Whitehead) € uma outra espécie considerada
importante também para culturas anuais e perenes tanto no Brasil como em
outros paises (SOMAVILLA, 2011; CARNEIRO et al., 2003). Apesar de M.
ethiopica ser relatado na videira e no Kiwi Actinidia deliciosa (Chevalier) Liang &
Ferguson, no Chile, os prejuizos tem sido associados a M. ethiopica,
(MAGUNACELAYA, 2005; CARNEIRO et al., 2007). No Brasil, essa espécie foi
relacionada a danos severos em pomares de kiwi da serra gaucha (CARNEIRO
et al., 2003), sendo também detectada em soja (Glycines Max L.) (CASTRO et al.,
2003), yacon (Polymida sonchifolia Poep & End), tomate (Lycopersicon esculentum
Mill) (CARNEIRO et al.,, 2004), em fumo (GOMES et al., 2005), e, mais
recentemente, na cultura da batata no Parana (LIMA-MEDINA et al., 2011). No
estado de Santa Catarina, algumas areas de hortalicas ocasionalmente séo
conduzidas ao lado de lavouras de arroz cuja cultura é severamente atacada
por M. graminicola (Golden & Birchfield). No entanto, apesar de S. tuberosum ser
relatada como hospedeira do nematoide (MACGOWAN; LANGDON, 1989),
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ndo hé relatos de ocorréncia em batata e tdo pouco se sabe sobre o nivel de
resisténcia dessa cultura a M. graminicola, que encontra-se disseminado em
lavouras de arroz do Baixo/Médio Vale do Itajai-SC (NEGRETTI et al., 2011).

O segundo género de fitonematoide de maior importancia econémica na
cultura da batata, no Brasil, € Pratylenchus. Esse nematoide-praga apresenta
destaque pela sua ampla gama de hospedeiros e distribuicdo geografica no
Pais (PINHEIRO; LOPES, 2011). Entre as principais espécies que relatadas
em lavouras de batata no Brasil, P. brachyurus, P. penetrans, € P. coffeae SA0 as
principais, sendo a primeira a mais relacionada a danos causados em
tubérculos, e, a segunda, aos danos nas raizes (SANTOS, 2003; SILVA;
SANTOS, 2007; CAFE FILHO, 1987).

Todos o0s estadios de desenvolvimento de Pratylenchus spp. Sao
vermiformes e capazes de penetrar nas raizes em ativo crescimento. Por ser
um nematoide endoparasita migrador, ao se alimentarem e movimentarem-se
inter ou intracelularmente, no interior da raiz, provocam a morte das células
causando lesbes necréticas, que por sua vez, constituem-se como porta de
entrada de microrganismos associados a murchas ou podriddes. P. penetrans
completa seu ciclo em sete semanas a 18°C. No entanto, em climas mais
quentes, P. brachyurus € P. coffeae apresentam temperatura Otima para
reproducdo entre 25 e 28°C (GOMES; SOUZA, 2003). A campo, 0s sintomas
normalmente sdo percebidos em manchas em reboleiras, onde nota-se o
atraso no desenvolvimento das plantas afetadas, florescimento tardio, necrose
nas raizes e nas lenticelas da casca dos tubérculos, cujos danos causados
pelo nematoide, podem os tornar improprios para a comercializacdo (SILVA;
SANTOS, 2007; GOMES; SOUZA, 2003; CURI et al., 1990).

Para o0 manejo adequado de fitonematoides, deve-se considerar a
cultivar de batata, a época de plantio e o nivel de infestacdo do solo em que
sera feito o plantio (CHARCHAR, 1995; CHARCHAR; MOITA, 2001). Dentre as
medidas mais preconizadas no controle dos nematoides das galhas na cultura,
em nossas condi¢cdes, o plantio de tubérculos-sementes sadios em éareas
isentas de Meloidogyne spp. € a rotacdo de culturas com espécies nao
hospedeiras do nematoide sdo as principais alternativas (NAZARENO;

GOMES, 2010). Os nematicidas, além de serem pouco efetivos, sdo altamente
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toxicos e com capacidade de acumulagcdo residual nos tubérculos quando
aplicados na amontoa da batata (BROWN; MOJTAHEDI; SANTO, 1991;
CHARCHAR, 1995). Assim, 0 uso da resisténcia genética € considerada uma
das préticas de controle mais desejadas por ser economicamente viavel e
acessivel aos produtores, e ndo representar riscos a saude humana e ao meio
ambiente. Entretanto, existem poucos materiais genéticos resistentes a
Meloidogyne spp. disponiveis no mercado brasileiro (GOMES, 2010). Situacdo
semelhante ocorre em relagdo ao nematoide das lesdes, pois mesmo
ocorrendo em diferentes regides produtoras de batata no Brasil (SILVA, 2009),
pouco se sabe sobre o nivel de resisténcia das cultivares comercializadas no
pais a Pratylenchus spp.

Apesar de existirem espécies de batata silvestres (Solanum spp.) que
representam uma grande reserva de diversidade genética para genes de
resisténcia a doencas (VAN DER BEEK et al., 1998), poucos acessos
apresentam resisténcia as espécies de Meloidogyne que ocorrem em batata no
Brasil, uma vez que esses materiais tem sido usado principalmente para
cruzamentos em programas de melhoramento europeus visando resisténcia a
M. hapla (SCURRAH, 2008), dentre outras espécies de importancia
qguarentenaria para o Brasil (STARR et al., 2002), e, que, portanto, ndo ocorrem
no Pais.

Desta forma, teve-se por objetivo nesse estudo, avaliar a reacao de
cultivares comerciais de batata a Meloidogyne spp. € P. brachyurus, assim como
selecionar fontes de resisténcia em acessos de batata silvestre a M. javanica; e,
estudar o ciclo de vida de M. javanica em gendtipos de batata resistente e

suscetivel a essa mesma espécie do nematoide das galhas.

3.2. Material e Métodos

3.2.1 Avaliacdo da reacdo de cultivares de batata a Meloidogyne spp. €

Pratylenchus brachyurus.

Nove cultivares de batata (Agata, Cristina, Eliza, Asterix, Ana, Catucha,

Cota, BRS Clara, e BRSIPR Bel), provenientes do banco de germoplasma da
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Embrapa, foram avaliadas quanto a reacdo a Meloidogyne spp. € Pratylenchus
brachyurus, em casa de vegetacdo. Adicionalmente, avaliou-se a resisténcia da
cv. Caesar a M. javanica.

Como in6culo do nematoide das galhas, foram utilizadas populactes
puras de M. javanica (Est J3), M. incognita (Est 12), M. arenaria (Est A2) e M. ethiopica
(Est E3) provenientes de batata (Capitulo 1), uma populacdo de M. enterolobii
(Est M2) proveniente de goiabeira (Psidium guajava L.) @ uma populacdo de M.
graminicola proveniente de arroz irrigado (Oryza sativa L.), sendo as cinco
primeiras e a Ultima, mantidas e multiplicadas em plantas de tomate 'Santa
Cruz' (Solanum licopersycum L.) e arroz 'BR IRGA 410', respectivamente, em casa
de vegetacao a 25 + 3°C. As fémeas de cada populacao foram periodicamente
submetidas a eletroforese com a enzima esterase (CARNEIRO; ALMEIDA,
2001) para confirmacédo da axenizagcédo de cada uma das populagdes.

Plantas individuais de batata dos diferentes genétipos, mantidas em
vasos com solo esterilizado, foram inoculadas com uma suspensao de 5.000
ovos + juvenis de 2° estadio (J2) (Pop. Inicial) de cada espécie de Meloidogyne
ou 800 individuos de P. brachyurus, obtidos conforme método de Hussey e
Barker, (1973) modificado por Bonetti e Ferraz (1981), utilizando-se seis
repeticdes/gendtipo. Como testemunhas, plantas de arroz, sorgo (Sorghum
vulgare L.) '5067' e tomateiro cv. ‘Santa Cruz’, foram inoculadas com o mesmo
nivel de in6culo de M. graminicola, P. brachyurus € das demais espécies de
Meloidogyne, respectivamente.

Decorridos 55 dias da inoculagéao das plantas de batata com Meloidogyne
spp., as raizes de cada planta de batata foram separadas da parte aérea e
avaliadas quanto ao numero de galhas. A seguir realizou-se a extracdo de ovos
+ J2 do nematoide das raizes de cada planta (populacédo final) conforme
metodologia de Hussey e Barker (1973) modificada por Bonetti e Ferraz (1981)
para quantificacdo e determinagcdo do fator de reproducéo (FR = populagao
final/populacgéo inicial) de cada espécie de Meloidogyne (OOSTENBRINK, 1966)
em cada repeticdo. No experimento cujas plantas de batata foram inoculadas
com P. brachyurus, a avaliacdo se deu aos 65 dias apos a inoculagao.
Primeiramente, as raizes de cada planta foram processadas para extracao dos

individuos conforme metodologia utilizada para Meloidogyne spp., €, a seguir,
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realizada a contagem do numero de nematoides/raiz para determinacdo do
fator de reproducdo (FR) de P. brachyurus utilizando-se a metodologia acima
descrita.

Posteriormente, os valores de numero de galhas (transformado em

‘/m), FR de Meloidogyne spp. € de P. brachyurus, obtidos nos diferentes
genatipos, foram submetidos a ANOVA, sendo as meédias de cada tratamento
comparadas entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott (1974) a 5% de
probabilidade, utilizando-se o software SASM-Agri (CANTERI et al.,, 2001).
Adicionalmente, os genotipos de batata foram classificados de acordo com os
valores de FR, considerando-se como imunes (I), agueles genoétipos cujo
nematoide apresentou FR=0,00; resistentes (R) com FR<1,00; moderadamente
resistentes (MR), 1,01>FR<1,07; moderadamente suscetiveis (MS), os que
apresentaram 1,07>FR<3,19; suscetiveis (S), aqueles com 3,19>FR<24,53; e,

altamente suscetiveis (AS), FR>24,53.
3.2.2 Selecao de acessos de batata silvestre resistentes a M. javanica.

Vinte e quatro acessos de batatas silvestres (Solanum spp.) provenientes
do banco de germoplasma da Embrapa (Tabela 1), foram avaliadas quanto a

reacao a M. javanica.

Tabela 1 - Acessos de batata silvestre do banco de germoplasma da Embrapa.
Pelotas-RS.

Genotipos Progenitores Origem
61-8 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
46-10 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
SCH-68 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
511 Cristal x NYL - 23-4 Brasileira
56-8 Solanum chacoense .ssp. chacoense Argentina
45-4 Solanum chacoense ssp. chacoense Brasileira
664 Solanum berthaultii (N-263-32) x Eliza Brasileira
676 Eliza x N-140 (Solanum berthaultii) Brasileira
546 White lady x N-140 (Solanum berthaultii) Brasileira
NYL-235 Solanum berthaultii X Hudson Americana
543 Eliza x NYL-235-4 Brasileira

S. calvescens - Peruana
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545 Cristal x NYL - 235-4 Brasileira
68-8 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
525 N-263-32 x 2CRI-1149-1-82 Brasileira
513 C1226-35-80 x NYL-235-4 Brasileira
499 N-263-32 x 2CRI-1149-1-78 Brasileira
63-2 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
35-5 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
55-7 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
44-7 Solanum chacoense ssp. chacoense Argentina
51-9 Solanum chacoense ssp. chacoense -

675 S. berthaultii P16103 (K88-64 X 514-1) x Mirka Brasileira
68-16 Solanum chacoense ssp. chacoense Brasileira

Plantas de batata dos diferentes acessos, mantidas em vasos com solo
esterilizado, foram inoculadas com 5.000 ovos + juvenis de 2° estadio (J2) de
uma populagao pura de M. javanica (Pop. Inicial) conforme metodologia descrita
no item 3.2.1, utilizando-se seis repeticdes/gendtipo. Como testemunha,
plantas da cultivar Ana (suscetivel), foram inoculadas com o mesmo nivel de
inoculo.

Cinquenta e cinco dias ap0s a inoculacéo, o sistema radicular de cada
planta foi separado da parte aérea e avaliadas quanto ao nimero de galhas. A
seguir, procedeu-se a extracdo de ovos + J2 do nematoide das raizes
conforme metodologia descrita anteriormente (item 3.2.1) para quantificacao e
determinacdo do FR do nematoide (OOSTENBRINK, 1966) em cada repeti¢ao.

A andlise dos dados foi realizada conforme aquela descrita no item

anterior, onde os valores de niumero de galhas (transformado em \/X_Jfl) e FR
de M. javanica, obtidos nos diferentes genotipos, foram submetidos a ANOVA, e
as meédias de cada tratamento comparadas entre si pelo teste de agrupamento
Scott-Knott (1974) a 5%, utilizando-se o software SASM-Agri (CANTERI et al.,
2001). Similarmente aos ensaios anteriores (Meloidogyne spp. € P. penetrans), a
reacao dos genaotipos de batata avaliados, foi classificada conforme os valores
de FR, considerando-se como imunes (I), aqueles gendtipos cujo nematoide
apresentou FR=0,00; resistentes (R) com FR<1,00; moderadamente
suscetiveis (MS), os que apresentaram 1,12>FR<4,33; suscetiveis (S), aqueles
com 4,33>FR<22,87; e, altamente suscetiveis (AS), FR>22,87.
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3.2.3. Penetracdo, desenvolvimento e reproducdo de M. javanica em

genotipos de batata suscetivel e resistente.

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos da avaliagdo da
resisténcia de cultivares e acessos silvestres de batata a M. javanica (itens 3.2.1
e 3.2.2), selecionou-se para o0 presente estudo, 0 acesso resistente 68-16
(Solanum chacoense ssp. Chacoense) e a cultivar suscetivel Ana (Tabelas 2 e 4).

Como in6culo do nematoide, raizes de plantas de tomate infectadas com
uma populacdo pura de M. javanica (Est J3), foram trituradas em liquidificador
(HUSSEY; BARKER, 1973) sendo a suspensdo de ovos obtida, submetida a
incubacdo em funil de Baermann modificado (CHRISTIE; PERRY, 1951) a 25 +
2 °C. No entanto, os J2 de M. javanica obtidos nas primeiras 24h foram
descartados, e utilizaram-se apenas, aqueles coletados com 48h de incubacgéo
por apresentarem-se mais ageis.

Primeiramente, minitubérculos de ambos os gendétipos de batata foram
plantadas em vasos plasticos de 300 mL contendo areia esterilizada, sendo
estes mantidos em fitotron com temperatura constante de 24 + 0,5°C e
fotoperiodo de 14h de luz. Aproximadamente uma semana apés o plantio, cada
planta foi inoculadas com 2.000 juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica.

As avaliacdes foram realizadas aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias
apos a inoculacdo (DAI), utilizando-se quatro plantas ao acaso de cada
genatipo de batata em cada periodo avaliado. Na avaliacdo, as raizes de cada
planta resistente e suscetivel, foram separadas da parte aérea, lavadas e
coradas com fucsina acida, para a observacdo da penetracdo dos J2, e
desenvolvimento de M. javanica segundo a metodologia descrita por Byrd et al.
(1983).

Para tanto, em cada periodo de avaliacdo, as plantas de batata foram
retiradas cuidadosamente dos vasos; e, a seguir, as raizes foram lavadas em
agua corrente e mergulhadas em 200 mL de solucdo aquosa de NaClO a
5,25% por 4 min. Posteriormente, as mesmas raizes foram lavadas em agua
corrente por 45 seg. e mantidas em um béquer com agua por 15 min. para
eliminar o excesso de NaClO. Em seguida, as raizes foram seccionadas em

fragmentos de 2 a 3 cm e transferidas para um béquer com 2 mL de uma
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solucéo de fuscina é&cida (1,259 de fuscina &cida, diluida em 125 mL de é&cido
acético glacial e 375 mL de agua destilada) diluida em 40 mL de agua. A
seguir, a solucdo com as raizes foi aquecida em microondas por 60 segundos
de acordo a metodologia adaptada por Gomes (2006). Posteriormente, os
fragmentos das raizes de cada planta foram descorados com agua morna e
transferidos para uma placa de Petri com glicerol puro. As raizes foram
colocadas em uma lamina com uma gota de glicerol puro e levadas ao
microscopio de luz para serem examinadas, quantificadas quanto ao estadio de
desenvolvimento de M. javanica (J2, J3/J4, fémeas e machos) e
fotodocumentadas. Avaliacbes adicionais quanto a presenca de massas de
ovos nas raizes das plantas resistente e suscetivel, foram conduzidas até o 65°
dia ap6s a inoculagéo, determinando-se também, o FR do nematoide.
Posteriormente, os valores do numero de J2 do nematoide penetrados
nas raizes, assim como aqueles relacionados aos demais estadios de
desenvolvimento, foram organizados em uma tabela contendo os diferentes
periodos de avaliacdo apos a inoculacdo e as fases de desenvolvimento do
nematoide nas cultivares suscetivel e resistente. Adicionalmente, os mesmos
valores, obtidos aos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apds a inoculacéo,
foram submetidos a analises de regressao polinomial utilizando-se o programa
estatistico SAS® (SAS 9.3, SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1 Avaliacdo da reacao de cultivares de batata a Meloidogyne spp. €

Pratylenchus brachyurus.

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas 2 e 3, verificou-
se comportamento diferenciado dos gendtipos de batata avaliados quanto a
reacdo as diferentes espécies de Meloidogyne, sendo a maioria dos materiais
testados, suscetivel a mais de quatro espécies do nematoide das galhas.
Convém ressaltar que a cv. Cota foi suscetivel a todas as espécies de

Meloidogyne avaliadas; assim como também, as cultivares Ana e BRS Clara,
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que, apesar de comportaram-se como moderadamente suscetiveis a M.
graminicola, foram suscetiveis ou altamente suscetiveis as demais espécies.

De uma forma geral, os maiores valores de numero de galhas
corresponderam as taxas de reproducdo mais elevadas das diferentes
espécies de Meloidogyne Nos respectivos gendtipos avaliados. Porém maior nivel
de danos nas raizes, em funcdo do numero de galhas, foi observado naquelas
cultivares inoculadas com M. incognita € M. arenaria, CUjoS valores variaram entre
76,66 e 419,16 (Tabelas 2 e 3). No entanto, os menores numeros de galhas
foram observados nas cultivares Asterix, BRSIPR Bel, Eliza, Cristina e Agata
infectadas com M. graminicola, cujos valores variaram de 0 a 8,33 galhas/sistema
radicular. Embora o numero de pipocas/tubérculo ndo tenha sido avaliado
nesse estudo, a expressédo desse sintoma foi melhor observada quando Mm.
incognita foi inoculado, independentemente da cultivar de batata, conforme pode
ser observado na Figura 1.

Em relacdo a resisténcia das cultivares testadas, as mesmas foram
suscetiveis ou altamente suscetiveis a M. incognita € M. arenaria. Ja para M.
javanica, M. ethiopica € M. enterolobii 0S genotipos avaliados foram, em sua grande
maioria, moderadamente suscetiveis ou suscetiveis (Tabela 2 e 3). E, apenas
para M. graminicola, foram observados gendétipos resistentes (Asterix e BRIPR
Bel) e imunes (Eliza, Cristina e Agata) (Tabela 3).

Dentre os nove gendtipos testados quanto a reagdo a M. javanica, as
cultivares Asterix, BRSIPR Bel, Agata e Catucha foram moderadamente
suscetiveis, sendo os demais, suscetiveis ao nematoide, confirmando assim a
patogenicidade dessa espécie na cultura da batata. Em pesquisas realizadas
por Charchar e Moita (1997), os autores verificaram que dos 48 genotipos
testados quanto a resisténcia a M. javanica, '‘Achat’ comportou-se como
moderadamente resistente e todos os demais suscetiveis. Apesar de 'Agata’ e
'‘Asterix’ terem se comportado como moderadamente suscetiveis a M. javanica,
em trabalho recente, Silva et al., (2010) verificaram que ambas as cultivares
foram suscetiveis, assim como também permitiram uma ampla variacdo na
reproducdo do nematoide em fungéo das épocas avaliadas. Embora esses dois
genotipos sejam amplamente cultivados no Brasil, 0 uso de ambas como

progenitores em programas de melhoramento visando resisténcia a M. javanica,
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seria desaconselhavel, uma vez que essa espécie encontra-se amplamente
disseminada em todas as areas de producado de batata do pais (CHARCHAR;
MOITA, 1996; SILVA, 2009).

Figura 1. Tubérculos de diferentes gendtipos de batata exibindo pipocas
causadas por M. incognita (A); e raizes com galhas causadas pelo
nematoide (B).



Tabela 2. Reacado de gendtipos de batata a Meloidogyne javanica, M. incognita € M. arenaria, Pelotas-RS.
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M. javanica M. incognita M. arenaria
Genotipos Ng;‘ﬁ;‘g*ﬂe FR Reacéo N;Q?E;gfie FR Reacéo Ng;?ﬁ;‘;*fe FR Reacéo

Tomateiro S. Cruz’ 769,83* 68,42 569,28 130,13 813,16 90,09

Ana 88,50a 4,60b S 301,662 33,23c AS 268,16a 19,77b S
BRS Clara 80,83a 3,32c S 238,502 42,06b AS 53,16b 11,22b S
Asterix 37,00b 2,15d MS 178,33b 24,54c S 205,83a 22,08b S
BRSIPR Bel 27,00c 1,36d MS 274,00a 40,95b AS 419,16a 30,49a AS
Eliza 45,16b 4,96b S 320,832 35,79b AS 243,16a 16,26b S
Cristina 43,83b 3,19c S 182,66b 26,53c S 381,33a 20,15b S
Agata 23,66¢C 1,10d MS 76,66¢C 9,8c S 101,83b 24,53a AS
Cota 67,20a 6,31a S 156,00b 24,55c S 207,16a 30,26a AS
Catucha 21,33c 1,55d MS 324,162 61,95a AS 140,16a 18,92b S
C.V. 21.54 23,71 17,84 25,8 30,91 34,58

*Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knot a 5%; **, valores originais transformados em

N X4+1; (1) imune; (R) resistente; (MS) moderadamente suscetivel; (S) suscetivel; (AS) altamente suscetivel; CV= Coeficiente de variacédo; 1=

Testemunha suscetivel.



Tabela 3. Reacédo de genotipos de batata a Meloidogyne ethiopica, M. graminicola € M. enterolobii, Pelotas-RS.
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M. ethiopica M. graminicola M. enterolobii
Genotipos N;g?ﬁ;gge FR Reacdo Ng;}ﬁ;cs)*ge FR Reacdo Ng;‘ﬁ;‘s’ﬁe FR Reacio

Tomateiro S. Cruz* 437,00* 27,18 682,33 74,86 572,83 98,32
Ana 23,16¢c 3,25d S 47,66b 2,04b MS 144,66a 10,27b S
BRS Clara 41,16b 4,99b S 18,00c 1,91b MS 43,50b 6,05¢c S
Asterix 130,33a 13,29a S 6,66d 0,53c R 103,83a 8,37¢c S
BRSIPR Bel 55,33b 3,06¢c MS 8,33d 0,44c R 51,00b 1,67d MS
Eliza 18,66¢C 1,07d MR 0,00e 0,00d I 79,33b 12,39b S
Cristina 36,66b 4,39b S 7,16d 0,00d I 57,16b 1,66d MS
Agata 27,83c 2,22cC MS 0,00e 0,00d I 39,50b 6,49c S
Cota 38,33b 4,81b S 62,33a 4,15a S 129,50a 38,25a AS
Catucha 32,00c 2,42c MS 25,00c 2,48b MS 67,50b 7,65C S
C.V. 20,92 25,82 19,45 34,83 19,95 25,02
Caesar 30,33a 39,73a S - - - - - -
Tom?telro Santa 36,51a 49,00a i i i i i
Cruz -
C.V. 15,28 25,52 - - - - - -

*Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knot a 5%; **, valores originais transformados em

N X+1; (1) imune; (R) resistente; (MS) moderadamente suscetivel; (S) suscetivel; (AS) altamente suscetivel; CV= Coeficiente de variacdo; 1 =

Testemunha suscetivel.
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Avaliando-se a reacdo dos diferentes gendtipos de batata a M. incognita,
verifica-se que dessa espécie foi bastante a agressividade em funcdo do
elevado nimero de galhas nas raizes e FR do nematoide, observados nos
diferentes materiais avaliados (Tabela 2). A elevada suscetibilidade dos
materiais testados a essa espécie pode ser constatada nas cultivares Ana,
BRS Clara, BRSIPR Bel, Eliza e Catucha, onde os valores de FR variaram
35,79 a 61,95. Esses resultados estdo de acordo com aqueles descritos por
outros autores confirmando a patogenicidade M. incognita principalmente pelos
danos diretos causados nos tubérculos com a formacdo de protuberancias
“pipocas”, as quais inviabilizam sua comercializacdo (SCURRAH; NIERE;
BRIDGE, 2005; BROWN; MOJTAJEDI, 2004; TAYLOR; SASSER, 1978;
JATALA, 1975). Em trabalho realizado em nossas condic¢des, Silva et al. (2010)
verificaram valores elevados do FR de M. incognita nas cultivares Agata, Asterix
e Atlantic em relacdo aos demais genotipos testados, confirmando a
suscetibilidade da cultura; além do mais, as duas primeiras e 'Ana’ séo
suscetiveis a Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (GOMES et al., 2009), agente
causador da requeima, uma das doencas mais importantes para a cultura da
batata no Sul do Brasil (NAZARENO; GOMES, 2010).

Conforme relatado anteriormente, todos o0s materiais testados
comportaram-se como suscetiveis a M. arenaria, sendo as cultivares BRS Bel e
Cota aquelas em que houve maior reproducdo do nematoide. Em trabalhos
realizados por Di Vito et al. (2003) os quais testaram a reacao de diferentes
cultivares e acessos silvestre de Solanum spp. a M. arenaria, 0S autores
verificaram que todos os gendtipos foram suscetiveis ao nematoide. Embora M.
arenaria seja problema em outras espécies vegetais (CARNEIRO et al. 2000; DE
LEON et al., 2001, TAYLOR; SASSER, 1983), na cultura da batata ainda néo
foram registrados danos consideraveis. No entanto, aten¢cdo deve ser dada ao
local de plantio, identificando-se a(s) espécie(s) do nematoide das galhas uma
vez que as cultivares avaliadas nesse estudo apresentam alta suscetibilidide
nao s6 a M. arenaria, mas, também, a M. incognita.

No Brasil, os trabalhos ainda sao escassos em relacao a resisténcia de
gendtipos de batata a Meloidogyne spp. Apesar de ter sido detectada tolerancia

em 'Achat’ a M. incognita € M. javanica (CHARCHAR, 1999), essa cultivar ndo esta
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mais disponivel no mercado. Outro fato a ser considerado refere-se a
ocorréncia de populacdes mistas de Meloidogyne spp. De acordo com Charchar
(1995), a mistura entre as espécies M. javanica € M. incognita podem ocasionar
danos ainda mais severos quando comparados a ocorréncia isolada destes
nematoides.

Conforme a tabela 3 verificou-se que a cv. Cristina e BRSIPR Bel foram
moderadamente suscetiveis a M. enterolobii, €, 0s demais materiais
apresentaram reacdo suscetivel a altamente suscetivel. Resultados
semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2010), que ao testarem a reacéo de
diferentes genoétipos de batata, verificaram elevados valores de FR de M.
enterolobii quando comparados com aqueles de M. javanica € M. incognita nas
cultivares Asterix e Agata. Neste estudo, apesar do nematoide ndo apresentar
valores altos de FR, também se observou reacdo suscetivel tanto nos
genoétipos Asterix e Agata. Essa espécie é relatada como causadora de
grandes perdas na cultura da goiabeira além de ocorrer em outras espécies
vegetais de importancia agricola. Atualmente, M. enterolobii encontra-se
disseminado nas regides do Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste brasileiro
(CARNEIRO et al.,, 2006; ASMUS et al., 2007; LIMA et al., 2007; GOMES;
COUTO; CARNEIRO, 2008; SILVA et al., 2008). Além da suscetibilidade das
cultivares de batata observada no presente estudo, hortalicas importantes
como o tomateiro (Lycopersicum sculentum Mill) var. “Rossol’e um hibrido de
pimentdo resistentes a Meloidogyne spp. (CARNEIRO et al., 2001; 2004), sao
suscetiveis a essa espécie. Desta forma, deve-se ter o cuidado de evitar o
plantio em areas infestadas com M. enterolobii considerando-se a sucetibilidade
da cultura a essa espécie do nematoide das galhas.

Dentre as cultivares de batata avaliados quanto a resisténcia a M.
ethiopica, apenas a cultivar Eliza comportou-se como moderadamente resistente
(Tabela 2), sendo os demais gendtipos, suscetiveis ou moderadamente
suscetiveis a este nematoide. De acordo com Pereira et al. (2001), a cv. 'Eliza’
também apresenta resisténcia a outras doengas como a pinta preta e a
resisténcia moderada a viroses, de uma forma geral, além da requeima
(GOMES,; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2009). Apesar de M. ethiopica terem se

comportado como moderadamente suscetivel, apresentado valores baixos de



84

FR nas cultivares Catucha, Agata, e BRSIPR Bel, seria importante a realizacio
de estudos adicionais para determinar o grau de danos que relacionado a essa
espécie de nematoide. A suscetibilidade da batata a M. ethiopica, foi relatada na
Africa, no final da década de 60 (WHITEHEAD, 1969), mas o autor n&o
informou sobre possiveis perdas na cultura. Porém, somente agora essa
espécie € novamente reportada em batata, cuja presenca foi detectada em
plantas das cvs. Caesar e Agata seriamente afetadas pelo nematoide, no
Parané (Capitulo 1). Além disso, a importancia desse estudo esta diretamente
relacionada a ocorréncia de infestacdes que podem ocorrer em outros cultivos
com culturas perenes e anuais suscetiveis a essa espécie do nematoide das
galhas (SOMAVILLA 2008, MAGUNACELAYA, 2005).

Analisando-se a reacao dos genotipos de batata a M. graminicola, verifica-
se que apesar dessa espécie atacar principalmente gramineas, algumas
cultivares comportaram-se como suscetiveis (Tabela 3). Geralmente, essa
espécie do nematoide das galhas € encontrada em areas orizicolas causando
prejuizos e perdas em arroz irrigado (BRIDGE; PLOWRIGHT; PENG, 2005).
Considerando-se que no Sul do Brasil, ocasionalmente, algumas é&reas de
cultivo com hortalicas sédo conduzidas ao lado de lavouras de arroz
severamente atacada por M. graminicola, estudos dessa natureza sao
importantes, uma vez que a cultura é relatada como hospedeira do nematoide
(MACGOWAN; LANGDON, 1989), e ndao ha informacdes sobre o nivel de
danos e resisténcia de S. tuberosum a M. graminicola.

Na avaliacdo da reacdo das cultivares da batata a P. brachyurus, 0S
gendtipos BRS Clara, Cristina, BRSIPR Bel e Eliza foram imunes; Ana, Agata,
Cota e Catucha foram resistentes; e, Asterix, comportou-se como
moderadamente resistente ao nematoide comparativamente a testemunha
suscetivel (Tabela 4). Apesar de existirem varios relatos da ocorréncia dessa
espécie em varias regides de cultivo de batata do Brasil, sobretudo na regiao
sul (SILVA, 2009), ndao ha informacdo sobre o nivel de resisténcia das
cultivares comercializadas no pais. Além disso, deve-se considerar que sua
presenca desse nematoide no solo associada a outros géneros de
fitonematoides ou fitopatdbgenos de outras etiologias, pode potencializar os
danos na cultura (PINHEIRO; LOPES; HENZ, 2009). Outro aspecto a ser
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considerado, esta relacionado a ampla gama de hospedeiros de P. brachyurus,
dentre os quais citam-se gramineas como milho (GOULART, 2008; LORDELLO
et al., 1992), sorgo (GOULART, 2008) e a soja (GOULART, 2008; FERRAZ,
1995, 1996), sendo as duas primeiras rotineiramente utilizadas em rotagcdo com
a cultura da batata (PINHEIRO; LOPES; HENZ, 2009). Da mesma forma,
guando essa espécie esta associada com o nematoide das galhas, os danos
podem ser maiores. Considerando-se P. brachyurus como uma das principais
espécies do nematoide das lesdes para a cultura da batata (SANTOS, 2003;
SILVA; SANTOS, 2007), sdo necessarias investigacdes com maior énfase
sobre a resisténcia genética de outros gendtipos de batata a P. brachyurus; além

de estudos para avaliacdo do nivel de dano nos tubérculos por Pratylenchus spp.

Tabela 4 - Reacgédo de genotipos de batata a Pratylenchus brachyurus, Pelotas-RS.

Genotipos FR Reacéao
Sorgo** 6,76* S
Ana 0,55b R
BRS Clara 0,00c |
Asterix 1,00a MR
BRSIPR Bel 0,00c I
Eliza 0,00c I
Cristina 0,00c I
Agata 0,50b R
Cota 0,55b R
Catucha 0,55b R
C.V. 67,50

*Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott & Knot a 5%; **Testemunha; FR= Fator de
Reproducéo; (I) imune; (R) resistente; (MS) moderadamente suscetivel;
(S) suscetivel; (AS) altamente suscetivel; CV= Coeficiente de variacao.

3.3.2 Selecao de acessos de batata silvestre resistentes a M. javanica.

Estudando-se a reac&o dos genodtipos das batatas silvestres a M. javanica,
verificou-se que a grande maioria dos materiais testados foi suscetivel ou
altamente suscetivel ao nematoide (Tabela 5).

Em relacdo ao numero de galhas nas raizes, verificou-se que os valores

foram diretamente proporcionais aos respectivos FR na maioria dos acessos
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avaliados, sendo '46-10', o genétipo que apresentou o maior numero de galhas
em comparacao aos demais.

Entre os materiais avaliados, apenas o0s acessos 675 e 68-16
comportaram-se como resistentes e 51-9 como moderadamente resistente a M.
javanica (Tabela 5). Convém ressaltar os acessos onde foi encontrada
resisténcia ao nematoide, apresentam, em sua genealogia, parentais de S.
chacoense ssp. Chacoense e S. berthaulti com Mirka (Tabela 1). Apesar de n&o
haver relatos na literatura do nivel de resisténcia de '675' ao nematoide das
galhas, este acesso apresenta resisténcia a outras doencgas importantes para a
cultura da batata como a requeima (Phytophthora infestans) (NOWICKI et al.,
2012).

Di Vito et al. (2003) testando a reacédo de diferentes clones de s.
tuberosum € genotipos de batatas silvestres a diferentes espécies de Meloidogyne,
verificaram que um acesso de S. chacoense foi resistente a M. javanica, M. arenaria,
M. incognita € M. hapla e apresentou um baixo indice de galhas, fato esse
relacionado aos acessos 68-16 e 51-9, que além de terem apresentado um
valor de FR menor que um, também apresentaram menor nimero de galhas,
sendo esse efeito mais expresso no primeiro acesso. Da mesma forma, em
outros estudos, também foi verificada a resisténcia de S. chacoense a varias
espécies do nematoide das galhas (HAWKES; HIERTING, 1989; HAWKES,
1994). Em outro trabalho, Jansen et al. (1996) verificaram resisténcia a campo
de dois gendtipos de S. chacoense a M. hapla € M. fallax. Recentemente, Casa-Coila
et al. (2012), avaliando a reacéo in vitro de 28 genotipos de diferentes espécies
de batata (Solanum spp.) & P. infestans, verificou que trés acessos de S. chacoense,

incluindo '68-16', apresentaram baixo indice de severidade da doenca.
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Tabela 5. Reacdo de acessos de batata silvestre a Meloidogyne javanica. Pelotas-

RS.

Acessos/cultivar N% de galhas* FR* Reacao
Ana’ 278,00a 36,84a AS
61-8 120,16¢ 22,87b S
46-10 177,00b 20,74b S
SCH-68 137,17c 18,19b S
511 111,00c 17,11b S
56-8 133,00c 14,56¢ S
45-4 98,16¢c 13,69c S
664 87,17c 12,72c S
676 88,00c 12,06¢c S
546 65,83d 11,88c S
NYL-235 91,83c 11,64c S
543 88,16¢c 11,62c S
S. calviescens 82,16¢ 11,07c S
545 92,50c 10,99c S
68-8 108,00c 10,66¢c S
525 53,83d 7,24d S
513 56,16d 6,82d S
499 44,50d 6,81d S
63-2 43,50d 5,48d S
55-5 52,50d 5,29d S
55-7 28,50e 4,76d S
44-7 26,00e 4,33d S
51-9 49,50d 1,12e MS
675 24,00e 0,84f R
68-16 4,66e 0,66f R
C.V. 25,63 32,13

*Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott & Knot a 5%; (I) imune; (R) resistente; (MS) moderadamente
suscetivel; (S) suscetivel; (AS) altamente suscetivel; CV= Coeficiente de variacéo; * =
Testemunha suscetivel.

De acordo com Scurrah (2008) citado por Pinheiro e Lopes (2011), em

pesquisas realizadas pelo Centro Internacional de la Papa (CIP-Peru), foram

identificados genes de resisténcia em S. sparsipilum a M. incognita, M. javanica € M.

arenaria. Conforme o autor, atualmente essa espécie esta sendo utilizada em

programas de melhoramento avancado na Franca e em outros paises com

perspectivas de lancamento de futuros materiais com resisténcia ao nematoide

das galhas; porém, em nenhum dos acessos testados nesse estudo, ha

registro de S. sparsipilum com progenitor.
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Apesar de terem sido realizados varios trabalhos sobre a reacdo de
genotipos de batata a Meloidogyne spp., em muitos institutos de pesquisa de
varias regides do mundo (PHILLIS, 1994; GRAMMATIKAKI et al., 1999;
BERTHOU et al,, 2003; DI VITO et al., 2003), ainda sdo escassas as
informacdes sobre resisténcia de genétipos de batata, especialmente
adaptados as condi¢cOes tropicais e subtropicais. A maioria dos trabalhos
realizados na América Latina focam outros nematoides de importancia
quarentenaria para o Brasil, como 0s géneros Globodera spp. € Nacobbus spp., 0S
quais causam grandes prejuizos na producdo de batata, dentre outras
solanaceas, em varios paises andinos (FRANCO; MAIN, 2006; JATALA, 1986).

Considerando-se, os resultados obtidos nesse estudo, o uso dos
acessos resistentes a M. javanica em programas de melhoramento, pode
representar um avancgo significativo na obtencdo de futuros clones e cultivares
de batata resistentes a essa praga, constituindo-se assim, como importantes
progenitores em cruzamentos visando a obtencdo ndo sé de individuos

resistentes ao nematoide das galhas mas também a outras doengas.

3.3.3 Penetracdo, desenvolvimento e reproducdo de M. javanica em

genotipos de batata resistente e suscetivel

De acordo com a tabela 6 e as figuras 2 e 3, verificou-se um namero de
J2 de M. javanica penetrados nas raizes da cultivar Ana entre 5 e 10 vezes maior
que o acesso silvestre 68-16 do 5° ao 10° dia apds a inoculacédo (DAI). A partir
do 15° dia, detectou-se a presenca de juvenis de terceiro e quarto estadio
(J3/J4) em ambos gendtipos; no entanto até o 25° DAI, houve consideravel
aumento do numero de J3/J4 nas raizes em 'Ana’ ao passo gue no acesso 68-
16, metade dos individuos quantificados eram J2 e a outra metade estavam na
fase J3/J4. No periodo entre 25 e 30 dias, ndo foram encontrados J2 nas raizes
da cv. Ana, no entanto, além de J3/J4, foi observada a presenca de fémeas
adultas e machos; e nas raizes de '68-16', ainda foram ser observados juvenis
de M. javanica nos estadios J2 e J3/J4, como pode ser observado nas figuras 3 e
4,
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Tabela 6. Avaliacdo da penetracdo e desenvolvimento de M. javanica em raizes
de batata da cultivar Ana e do acesso silvestre 68-16 inoculadas com o
nematoide.

NUmero de individuos/sistema radicular
Estadio Genotipo Dias ap0s ainoculacéo

5 10 15 20 25 30 35 40

Ana 993,8 1119,3 946,3 2220 99,3 0,0 14,3 15625

)2 68-16 90,0 454,55 519,3 572,8 664,8 348,8 54,0 0,0
33134 Ana 0,0 0,0 412,8 1115,0 1084,3 556,5 134,0 10,8
68-16 0,0 0,0 10,3 46,3 664,8 256,3 474,3 420,0
Fémeas Ana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 873,8 1338,3 1475,5
68-16 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 83,3 5498
Ana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Machos

68-16 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,3 9,8 22,3

J2- juvenil de segundo estadio; J3/J4, juvenil de terceiro e quarto estadio.

Decorridos 35 dias da inoculacdo do nematoide, constatou-se a
presenca de J2 de M. javanica nas raizes da cv. Ana, além de individuos J3/J4,
um grande numero de fémeas adultas e também a presenca de machos. Em
relacdo ao gendtipo '68 — 16', ainda foi detectado um pequeno nimero de J2,
aumento de individuos J3/J4 e a ocorréncia de fémeas nas raizes (Figura 2).
Conforme a tabela 6, aos 40 DAI, ndo foi detectada a presenca de J2 nas
raizes do acesso silvestre, e, metade dos individuos contabilizados estavam no
estadio de desenvolvimento J3/J4 e a outra ja haviam se transformado em
fémeas adultas em proporcéo de 1:3 em relagéo a cultivar Ana.

Analisando-se a figura 2, verificou-se o maior nimero de J2 penetrados
nas raizes da cv. Ana considerando todos os periodos de avaliacdes. Este fato
pode estar associado a presenca de fémeas adultas observadas entre o 25° e
o 30° dia apdés a inoculagdo, dos quais formaram-se novos J2 dos ovos
produzidos, ocorrendo assim, a reinfestacéo da planta. De acordo com Gomes
e Souza (2003) e Pinheiro e Lopes (2011), as fémeas do nematoide das galhas
podem colocar até 1000 ovos em uma Unica massa de ovo em trés e seis
semanas. Porém, no acesso, 68-16 tal fato ndo foi observado, mesmo aos 40
dias; uma vez que a observacdo de massas de ovos nas raizes desse
genotipo, foi verificada somente aos 65 DAI, evidenciando o aumento do ciclo
de vida de M. javanica em relacdo a cultivar suscetivel, conforme pode ser

observado na figura 4.
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Avaliando-se a reproducdo do nematoide em ambos os gendtipos, a
cultivar Ana comportou-se como suscetivel (FR=20,03) e o acesso 68-16 como
resistente (FR=0,87) a M. javanica (dados ndo apresentados), confirmando os
resultados observados nas tabelas 2 e 4. Os machos foram observados apenas
no gendtipo 68-16, 30 dias apos a inoculacdo (Figuras 2 e 4). De acordo com
SILVA (2001), em raizes de plantas resistentes, poucos nematoides
desenvolvem-se até o estadio adulto, ha formacéo de numero maior de machos
e quando eventuais fémeas reproduzem, o fazem com taxas mais baixas de
fecundidade.

Geralmente, o ciclo de vida de M. javanica e outras espécies do mesmo
género é de 25 dias em temperaturas proximas de 28°C em plantas suscetiveis
(CHARCHAR; ARAGAO, 2005). Outros autores também mencionaram que M.
javanica pode se desenvolver temperaturas de 25 a 30°C e de 18 a 32°C
(LORDELLO, 1992; PINHEIRO; LOPES, 9011). Moura (1996) menciona que a
duracédo do ciclo depende de fatores diversos como a temperatura e condi¢cdes
de hospedabilidade da planta, e que as vezes estas tendem a ampliar a
duracdo do ciclo quando as plantas ndo sdo boas hospedeiras (DAVID;
TRIANTAPHYLLOU, 1967; WINDHAM; WILLIANS, 1994). Outro aspecto
importante no ciclo do nematoide € a formacédo e aparecimento de machos,
sendo que em condi¢cdes normais e com um indice adequado de parasitismo,
predomina sempre a formacao de fémeas (LORDELLO, 1992). Porém, quando
a planta € ma hospedeira ou esta no final do ciclo, debilitada e altamente
parasitada, o aparecimento de machos € maior, ocorrendo ainda um abandono
do hospedeiro (MOURA, 1996), conforme pdde ser observado na Figura 4B e
D.

M. javanica € considerada uma das espécies mais patogénicas a cultura
da batata e é encontrada em todas as regides de clima temperado e tropical no
mundo (GONZALES & FRANCO, 1997; SCURRAH et al., 2005). No Brasil esta
espécie esta distribuida em quase todas as regides batateiras (PINHEIRO &
LOPES, 2011). De acordo com Scurrah et al. (2005), o ciclo dos estadios do
género Meloiodgyne ao ingressar na fase juvenil, a primeira geragao ocorre nas
raizes, e a partir da segunda, comeca a atacar os tubérculos. Ainda, de acordo

com o0 mesmo autor, o nematoide das galhas pode ter até 5 geracdes em
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gendtipo de batata suscetivel, com excecdo da espécie M. incognita que pode
ter até 12 geracoes; e, a sobrevivéncia dessa espécie esta relacionada a
temperatura, sendo que, nas temperaturas baixas ocorre reducdo das
populacdes e anidrobiose dos J2, o que permite a sobrevivéncia de algumas
espécie de Meloidogyne neste estadio.

Embora ndo tenha sido realizado um estudo histopatolégico no
presente trabalho, a baixa reproducéo de M. javanica observada no acesso de
batata silvestre 68-16 (S. chacoense ssp. Chacoense), remete a ocorréncia de
mecanismos de resisténcia restringindo o desenvolvimento do nematoide nas
raizes parasitadas. Os mecanismos de resisténcia de plantas a nematoides séo
varios, complexos e, em alguns casos, poucos conhecidos. A resisténcia pode
ser pré-infectiva se ocorrer antes da penetracdo do nematoide penetre na raiz
da planta (HUANG, 1985), como por exemplo, efeitos repelentes e ou
nematicida de determinadas substancias quimicas presentes no exsudato
radicular de algumas espécies vegetais. A resisténcia pode ser também pos-
infectivas, ocorrendo apés a penetracdo do J2 com morte celular nos locais de
infecgéo que impedem ou delimitam o desenvolvimento do nematoide no tecido
vegetal. Porém, o mecanismo de resisténcia a maioria das espécies de
nematoides das galhas, envolve uma reacdo de hipersensibilidade com morte
celular, que ocorre ao redor dos sitios de alimentacdo do nematoide (ANWAR;
McKENRY, 2000). Assim, esse tipo de reacado do hospedeiro pode atuar como
uma barreira fisica ou bioquimica para evitar a penetracdo do nematoide em
raizes de plantas resistentes (HUSSEY, 1985).

Considerando-se a dinamica do desenvolvimento de M. javanica em
ambos genaotipos de batata e a amplitude dos estudo realizado, a realizacao de
novos trabalhos envolvendo estudos histopatoldgicos com o0 acesso de batata
silvestre 68-16, pode contribuir para o conhecimento dos mecanismos de

resisténcia que estao atuando no controle da infecgéo da planta.
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Figura 2. Penetracao e fases de desenvolvimento de juvenis Meloidogyne javanica nos genotipos Ana e 68-16

por um periodo de 40 dias a 25 + 0,5°C.
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Acesso 68-16

Figura 3. A, B, C e D: radicelas coradas com fucsina acida, mostrando J2 aos 5
- 10 DAI; E, F, G e H: J3/J4 desenvolvimento e estabelecimento de individuos
na raiz no cilindro central aos 15 — 20 DAI.
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Figura 4. A e C: desenvolvimento de fémeas nas raizes aos 30 e 35 DAI no
genotipo Ana; B e D: migracdo de machos das raizes do genétipo 68-16 aos 30
e 35DAI; E: postura de ovos aos 40 DAI no gendtipo Ana; F: Desenvolvimento
de fémeas no genotipo 68-16, aos 40 DAI; G e H: formacado de massas de ovos
nas raizes do genétipo Ana aos 50 DAI, e postura de ovos no genétipo 68-16
aos 65 DAI respectivamente.
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4. Conclusoes

A grande maioria das cultivares de batata testadas sdo suscetiveis a M.
javanica. M. arenaria, M. incognita, M. enterolobii, M. ethiopica € M. graminicola;

Existe imunidade e resisténcia entre as cultivares Eliza, Cristina, Asterix e
BRSIPR Bel a M. graminicola, € resisténcia moderada na cv.Eliza a M. ethiopica;

Existe resisténcia em genotipos de batata silvestres (Solanum spp.) a M.
javanica.

A duracdo do ciclo de vida de M. javanica € maior em genotipo resistente

comparado aquele observado em gendétipo suscetivel.
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Conclusodes Gerais

M. javanica € a espécie mais frequente na cultura da batata na regido do
sul do Brasil;

Existe variabilidade intraespecifica entre as populacdes de M. javanica;

Existem populacdes de M. javanica mais agressividade a cultura da batata
e ha correlacdo entre danos nos tubérculos e raizes com a reproducao do
nematoide;

Ha sucetibilidade diferenciada entre os genétipos de batata a
Meloidogyne spp. P. brachyurus;

Existem acesso de batata silvestres (Solanum spp.) a resistentes a M.

javanica, cujo ciclo de vida é mais prolongado.
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ANEXO 1



Quadro 1 — Areas de batata coletados nos estados do Rio Grande do Sul,
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Santa Catarina e Parana; e espécies de Meloidogyne € Pratylenchus.

Amostra Procc_ed,ér_lcia Variedade Presenca do nematoide
(Municipios) das galhas e das lesGes
1 Séo lourenco/RS Baronesa M. javanica
2 Séo lourenco/RS Asterix M. javanica
3 Séo lourengo/RS Macaca M. javanica
4 Séo lourenco/RS Baronesa M. javanica
5 Séo lourenco/RS Asterix M. javanica
6 Séo lourenco/RS Ana M. javanica
7 Séo lourenco/RS Baronesa M. javanica, M. arenaria
8 Séo lourenco/RS Baronesa M. javanica
9 Séo lourenco/RS Ana M. javanica
10 Séo lourenco/RS Macaca M. javanica
11 S&o lourenco/RS Asterix M. java”icﬁlfng’é Ohghggva”ica J2,
12 S&o lourenco/RS Baronesa ND
13 Séo lourenco/RS Ana ND
14 Séo lourenco/RS Asterix M. javanica, M. incognita
15 Séo lourenco/RS Agata M. javanica
16 Ibiraiaras/RS Asterix Pratylenchus sp.
17 Ibiraiaras/RS Atlantic ND
18 Ibiraiaras/RS Asterix M. javang_ab‘:imdﬁ:’samca J2
19 Ibiraiaras/RS Asterix
20 Ibiraiaras/RS Asterix M. javanica, M. arenaria
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21 Ibiraiaras/RS Asterix P. brachyurus
22 Ibiraiaras/RS Asterix ND

23 Bom Jesus/RS Asterix ND

24 Bom Jesus/RS Agata ND

25 Bom Jesus/RS Asterix e Agata ND

26 Bom Jesus/RS Agata P. brachyurus
27 Bom Jesus/RS Agata ND

28 Bom Jesus/RS Agata P. brachyurus
29 Auss.e\:].tgsolls:\’ S Asterix M. javanica
30 Auss.e\:\.tggls?s Asterix ND

2| peemesks | Ag o

32 Aus'sé ‘:] 'tg;’/f?s Asterix P. brachyurus
33 Aus'sé ‘:] 'tg;’/f?s Asterix ND

M| pueness | A o

35 S. F. de Paula/RS Asterix P. brachyurus
36 S. F. de Paula/RS Asterix M. javanica
37 S. F. de Paula/RS Agata ND

38 S. F. de Paula/RS Agata Pratylenchus sp.
39 S. F. de Paula/RS Asterix ND

40 S. F. de Paula/RS | Asterix e Agata Pratylenchus sp.
41 Silveira Martins/RS Asterix ND

42 Silveira Martins/RS Asterix P. brachyurus
43 Silveira Martins/RS Macaca M. javanica, P. brachyurus
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44 Silveira Martins/RS Asterix Pratylenchus sp.
45 Silveira Martins/RS | Agata, Asterix ND
46 Silveira Martins/RS Agata ND
o . Asterix, M. javanica J3,
47 Silveira Martins/RS Macaca M javanica J2a
48 Silveira Martins/RS Asterix M. javanica
49 Cangucu/RS Asterix M. javanica
50 Cangucu/RS Ana ND
51 Cangucu/RS Baronesa M. javanica
M. javanica J3,
52 Cangucu/RS Baronesa M javanica J2
53 Cangucu/RS Asterix M. javanica
54 Nova Petropolis/RS Baronesa P. brachyurus
55 Nova Petropolis/RS Baronesa P. brachyurus
56 Nova Petropolis/RS Asterix e M. javanica, P. brachyurus
Baronesa
57 Nova Petropolis/RS Baronesa ND
Santa M. do . . :
58 Herbal/RS Asterix M. javanica
Santa M. do . .
59 Herbal/RS Agata M. javanica, P. brachyurus
Santa M. do Agata, Macaca . :
60 Herbal/RS e Asterix M. javanica
61 Santa M. do Asterix, Agata e ND
Herbal/RS Elisa
62 Morro Reuters/RS Asterix ND
Agata,
63 Morro Reuters/RS Baronesa, P. brachyurus
Macaca
64 Gramado/RS Asterix M. javanica,P. brachyurus
65 Gramado/RS Asterix P. brachyurus
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66 Gramado/RS Macaca e ND
Baronesa

67 Gramado/RS Baronesa ND

68 Gramado/RS Baronesa ND

69 Gramado/RS Agata ND

70 Gramado/RS Asterix e M. javanica
Baronesa

71 Cristal/RS Agata M. javanica, P. brachyurus

72 Cristal/RS Baronesa M. javanicaJ3, M.javanica J2a

73 Cristal/RS Baronesa P. brachyurus

74 Cristal/RS Macaca, ND

75 Cristal/RS Ana M. javanica

76 Agua Doce/SC Agata M. javanica

77 Major Vieira/SC Agata ND

78 Itajai/SC Agata ND

79 Canoinhas/SC Ana M. javanica

80 Mafra/SC Elisa, Ana e P. brachyurus

Agata

81 Major Vieira/SC Agata ND

82 Major Vieira/SC Ana M. javanica

83 Irineopolis/SC Agata M. javanica

84 Irineopolis/SC Agata M. javanica

85 Irinedpolis/SC Agata ND

86 Itaiopolis/SC Agata e Cupido M. javanica

e Marquise e
87 Itaiopolis/SC Asterix P. brachyurus
88 Itaiopolis/SC Ana e Clara M. javanica




Ponte Alta do
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89 sul/sc Agata e Cupido ND

90 Tres Barras/SC Agata ND

91 Tres Barras/SC Agata ND

92 Contenda/PR Agata M. javanica

93 Palmas/PR Agata ND

94 Palmas/PR Agata ND

95 Pinhdo/PR Agata P. brachyurus

96 Guarapuava/PR Agata ND

97 Ponta Grossa/PR Agata ND

98 Ponta Grossa/PR Agata ND

99 Castro/PR Atlantic ND

100 Castro/PR Atlantic M. javanica

101 Castro/PR Agata P. brachyurus

102 Castro/PR Marquis ND

103 Araucaria/PR Eva, _Pa_nda € ND
Cristina

104 Araucaria/PR Agata M. javanica

105 Araucaria/PR Ana ND

106 Araucaria/PR Ana e Asterix P. brachyurus

107 Araucaria/PR Agata M. javanica, M. incognita

108 Contenda/PR Asterix M. javanica

109 Contenda/PR Agata P. brachyurus

110 Contenda/PR Agata e Caesar M. ethiopica

111 Lapa/PR BRSIPR Bel M. javanica
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