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RESUMO

Lucon, Emanuel Torres. Patogenicidade e caracterizacdo dos sintomas causados por
Streptomyces scabiei, Pratylenchus brachyurus e Meloidogyne incognita em tubérculos de
batata. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegocio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo 2021.

A cultura da batata é de expressiva relevancia econdmica e social, com grande importancia na
dieta alimentar de muitos paises devido as suas caracteristicas nutricionais. No entanto,
muitos fatores influenciam a qualidade dos tubérculos, entre eles pragas e doencas, como a
sarna da batata causada por bactérias do género Streptomyces e fitonematoides dos géneros
Pratylenchus e Meloidogyne. Os sintomas causados por esses patdégenos podem ser muito
semelhantes, podendo resultar em um diagnéstico equivocado do agente causal e,
consequentemente, medidas incorretas de manejo. A partir dessa informacéo, objetivou-se
avaliar a acdo isolada ou conjunta de S. scabiei, P. brachyurus e M. incognita, verificando se
a ocorréncia desses patogenos influencia a severidade dos sintomas, degradando tubérculos de
batata. Foram realizados trés experimentos em casa de vegetacdo, inoculando-se os
fitopatdgenos no inicio do ciclo da cultura, a qual foi conduzida até seu desenvolvimento
completo para as avaliagdes dos tubérculos. A partir dos resultados, foi possivel observar a
influéncia do clima no desenvolvimento da batata e consequentemente na interacdo entre a
cultura e os fitopatdgenos. Constatou-se semelhanca nos danos causados por esses
fitopatdgenos, o que pode levar a identificacdo e manejo equivocado destes agentes.
Os resultados mostraram que a incidéncia de lesdes causadas por S. scabiei foi em média
superior a 12%, enquanto que os sintomas causados por P. brachyurus e M. incognita
variaram de 3 a 6%, indicando maior patogenicidade da bactéria, uma vez que essa atua desde
a formacgdo dos primeiros tubérculos e os nematoides precisam de maior periodo para

penetracdo e multiplicacdo para causar danos mais acentuados.

Palavras chave: Solanum tuberosum, nematoide das galhas, nematoide das lesbes

radiculares, sarna da batata.



ABSTRACT

Lucon, Emanuel Torres. Pathogenicity and characterization of symptoms caused by
Streptomyces scabiei, Pratylenchus brachyurus and Meloidogyne incognita in potato
tubers. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegocio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo 2021.

Potato is one of the most significant crop economically and socially due it’s important in the
diet of many countries because of its nutritional characteristics. However, many factors might
influence the quality of the tubers including pests and diseases such as nematodes of the
genus Pratylenchus and Meloidogyne and common scab caused by bacteria of the genus
Streptomyces. The symptoms caused by these pathogens may be similar resulting in an
incorrect diagnosis of the causal agent and an incorrect management. The objective of this
research was to investigate the isolated or mixed action of S. scabiei, P. brachyurus and
M. incognita, checking if the occurrence of these pathogens at the same time can influence the
severity of symptoms in potato tubers. Three experiments were carried out in a greenhouse.
The phytopathogens were inoculated at the beginning of the cultivation and the evaluations
were made analyzing the potato tubers. The results shown that it was possible to observe the
influence of the weather on potato development and consequently on the interaction between
the crop and the phytopathogens. The damage caused by the three phytopathogens was similar
which may result in the incorrect identification between them. The intensity of symptoms
caused by S. scabiei was more pronounced than by P. brachyurus and M. incognita, due to the
greater pathogenicity of the Streptomyces and the bacteria act since the formation of the first

tubers, while nematodes needs more time to penetrate and multiplicate to cause more damage.

Keywords: Solanum tuberosum, root-knot nematode, root-lesion nematode, common scab.
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1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é uma espécie cultivada muito importante
para a alimentacdo humana. O valor nutricional dos tubérculos varia de acordo com
caracteristicas genéticas, maturidade, condicdes climaticas e fertilidade do solo, mas para
alguns cultivares plantados no Brasil, até 15% da matéria fresca de batatas
in natura é composta por carboidratos e aproximadamente 2% por proteinas.
(EVANGELISTA et al., 2008).

A riqueza nutricional, associada ao fato de ser o terceiro alimento mais
consumido no mundo, depois do trigo e arroz, torna a batata uma fonte vegetal muito
importante no combate a fome do mundo. Segundo dados da FAO (2021), a producdo
mundial de batata no ano de 2019 foi em torno de 370 milhdes de toneladas, cultivada em
17,3 milhdes de hectares, sendo China, india, Russia, Estados Unidos e Ucrania os principais
paises produtores. O Brasil é considerado o maior produtor da America do Sul. No ano de
2019 foram cultivados aproximadamente 124 mil de hectares, produzindo 3.854.054 toneladas
e média de 30,7 ton/ha (IBGE, 2019). Os principais estados responsaveis pela producao de
batatas no Brasil sdo da regido sudeste e sul, sendo eles Minas Gerais (31%), S&o Paulo
(23%), Parana (19%) e Rio Grande do Sul (11%), embora a cultura também seja de grande
importancia econdmica para outras regides como o nordeste do pais.

A cultura da batata no Brasil, apesar de ser umas das principais olericolas,
fonte de renda e emprego no campo, encontra alguns desafios para obtengdo de grandes
produtividades por unidade de area, principalmente quando comparada a nimeros obtidos em
paises Europeus. Essa produtividade reduzida pode ser atribuida a diversos fatores como
baixa fertilidade do solo, déficit hidrico, temperaturas elevadas, ataque de pragas e doengas.
Esses fatores representam um constante desafio aos produtores, onerando custo com
defensivos e manejo, o qual pode ser ainda mais complexo quando ndo ha métodos de
controle rapido e eficaz. Para tanto, a identificacdo correta do agente causal € o primeiro passo
para implementacdo adequada de programas de manejo, principalmente em situacfes cujos
sintomas podem ser semelhantes, como no caso de sarna da batata, causada por linhagens
fitopatogénicas de Streptomyces, e lesdes necréticas causadas por nematoides do género
Pratylenchus (HOLGADO et al., 2009).



Os danos ainda podem ser agravados quando em uma mesma unidade
produtora ocorre a associacdo entre os fitopatdgenos, principalmente quando ndo sao
evidentes sintomas na parte aérea e 0 prejuizo somente € identificado na superficie dos
tubérculos, dificultando ou até mesmo inviabilizando a sua comercializag&o.

Os métodos de manejo de sarna da batata e fitonematoides sdo semelhantes e o
controle preventivo é a melhor alternativa considerando que ndo existe uma forma eficiente de
erradicacdo destes agentes fitopatogénicos. Os principais programas englobam uso de
sementes sadias, cultivares mais tolerantes, rotacdo de culturas, controle quimico, adicdo de
matéria organica visando um ambiente mais equilibrado e favorecimento de antagonistas para

o controle bioldgico.

2. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo geral

Avaliar os sintomas causados pela acdo concomitante de Streptomyces scabiei,
Pratylenchus brachyurus e/ou Meloidogyne incognita em tubérculos de batata.

2.1.2. Objetivos especificos

e Avaliar o grau de viruléncia e nivel de incidéncia dos fitopatdgenos apos
infeccdo Unica ou mista.

e Caracterizar e comparar sintomas causados pelos agentes causais em estudo.

e Realizar pesquisa com produtores e pesquisadores da area de fitopatologia,
quanto ao diagndstico visual dos sintomas de sarna, causados por S. scabiei ou
galhas e lesBes, causadas pelas espécies de fitonematoides, M. incognita
raca 3 e P. brachyurus, através de questionario enviado aos mesmos.

e Avaliar o numero e massa fresca de tubérculos apds infeccao Unica ou mista.

e Avaliar in vitro o efeito de nematicidas comerciais quimicos e biologico sobre

0 crescimento de S. scabiei.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A culturada batata

A hortalica conhecida no Brasil como batata € uma planta herbacea anual,
pertencente a classe Dicotiledonae e familia Solanaceae, oriunda da regido dos Andes na
América do Sul. Seu potencial alimentar no combate a fome foi reconhecido a partir de sua
introducdo na Europa, por volta de 1570, e sua popularizacdo ocorreu por volta de 1620,
quando levada da Europa para a América do Norte (LOPES; SILVA, 1997).

O género Solanum possui mais de 2.000 espécies, destas apenas 150 sdo
formadoras de tubérculos e a principal espécie cultivada nos paises ocidentais é S. tuberosum,
embora cultivares modernas incorporem genes de outras espécies (FAVORETO, 2009;
HAWKES, 1990). Os tubérculos sdo caules adaptados para reserva de alimentos e permite a
propagacdo clonal, mantendo caracteristicas favoraveis ao hibrido ao longo de sucessivas
geracoes (LOPES; SILVA, 1997).

O ciclo fenologico da planta de batata é dividido em quatro estadios de
desenvolvimento, descritos a seguir: a primeira fase tem inicio no plantio, brotacdo da batata
semente, desenvolvimento de primeiras raizes e emergéncia do solo; a segunda etapa
compreende a formacdo da parte aérea e desenvolvimento de estolGes até inicio da
tuberizacéo; a terceira inicia-se da tuberizacdo com formacao dos tubérculos nas extremidades
dos estoles até o enchimento dos tubérculos, e a ultima fase compreende ao periodo de
maturacdo ou senescéncia, armazenando os fotoassimilados nos tubérculos na forma de
amido. Nesta ultima fase, as hastes e folhas se tornam amareladas e a pelicula dos tubérculos
se torna mais firme (FILGUEIRA, 2003).

A producéo de batata no Brasil é voltada em sua maior parcela para o0 mercado
in natura, que requer tubérculos de boa aparéncia externa, de coloragdo clara e polpa
preferencialmente creme, porém a procura por produtos industrializados est4d aumentando e a
demanda por batata processada se deve as mudancas no habito alimentar exigindo produtos
mais uniformes, praticos e de boa qualidade (BISOGNIN, 2012).



3.2. Influéncia de fatores climaticos na cultura da batata

Grande parte das cultivares de batata utilizadas pelos produtores brasileiros séo
oriundas de programas de melhoramento genético estabelecidos em regifes que predominam
temperaturas mais amenas, entre elas a norte americana Atlantic e as européias Agata, Asterix
e Cupido. Desse modo, a temperatura pode ser um grande obstaculo para a producdo de batata
em regides tropicais (MENEZES et al., 2001).

A temperatura elevada pode afetar os processos fisiologicos das plantas,
resultando no crescimento mais acentuado do caule, inibi¢do do inicio da tuberizacdo, redugédo
do crescimento radicular e reducdo da fotossintese com aumento da respiragdo,
principalmente em temperaturas superiores a 24 °C (BENINCASA, 1988). Por isso, em geral,
0s maiores valores de produtividade sdo obtidos em regides de clima mais moderado com
temperatura 6tima de crescimento em torno de 20°C (SAVIC et al., 2012). Segundo Reis
(2008), as exigéncias climéticas da cultura da batata podem ser ainda mais particulares e
precisas do que para outras espécies vegetais, devido a reducdo da taxa de respiracdo de
plantas em temperaturas mais amenas durante a noite e ao acumulo de reservas assimiladas
durante o dia.

O Brasil possui territorio agricultavel amplo e devido a condicfes climéticas
diversas, a colheita da batata ocorre em trés safras distintas: a safra das aguas, com colheita de
dezembro a margo, concentrando aproximadamente 48% da quantidade ofertada no ano e os
estados de Minas Gerais e Parana competem pelo mercado. Estes dois estados também séo os
principais produtores na safra da seca, a qual representa 33% do total produzido com colheita
se estendendo de abril a julho. Na safra de inverno, Sdo Paulo e Minas Gerais sdo 0S
principais responsaveis pelo abastecimento e a colheita ocorre de agosto a novembro,
totalizando 19% do abastecimento anual (IBGE, 2019).

A temperatura média diéria ndo é o Unico fator climatico que influencia na
producdo de batata, tanto que em estados do sul do Brasil ndo € realizado trés safras ao ano,
principalmente pelo déficit hidrico. Segundo Marouelli (2006), a evapotranspiracdo total da
cultura da batata varia entre 250 mm a 550 mm por ciclo de cultivo. A evapotranspiracao
representa a soma da agua transpirada pelas plantas mais a evaporada do solo e da superficie
das folhas. A deficiéncia hidrica nos estadios de tuberizacdo e enchimento de tubérculos
causam reducdo na produtividade (BEZERRA et al., 1998). CondicGes favoraveis de umidade

contribuem para uma maior produtividade e maior teor de amido, mas o fornecimento de dgua



em excesso promove um crescimento vegetativo exagerado e contribui para a formagéo de um

microclima favoravel ao desenvolvimento de doencas (REIS, 2008).

3.3.  Danos causados por agentes fitopatogénicos

A cultura da batata, apesar de possuir um ciclo relativamente curto, resulta em
alta produtividade por unidade de area e elevada extracdo dos nutrientes do solo. Mas para a
obtencdo de resultados satisfatérios ao produtor, muitos fatores limitantes devem ser levados
em consideracdo, como questdes fitossanitarias, devido ao ataque de pragas e doencas,
principalmente quando associadas entre si e a outros fatores como nutricdo do solo, déficit
hidrico e variedade cultivada (FERNANDES et al., 2011).

Sob condigdes ambientais favoraveis, pragas e fitopatdgenos podem apresentar
aumento da densidade populacional e cultivares suscetiveis podem ser atacadas em nivel de
dano econdmico, resultando em perdas significativas. Historicamente tal fato ocorreu na
Irlanda em 1845, quando cerca de 80% dos campos de batata foram perdidos devido a
epidemia da requeima causada pelo oomiceto Phytophthora infestans. Devido a este desastre,
mais de dois milhdes de pessoas morreram de fome e muitos sobreviventes migraram para
outros paises (FRITSCHE-NETO; BOREM, 2012).

Dentre os principais problemas fitossanitarios na agricultura, podemos citar as
bacterioses e os fitonematoides que colonizam ou sobrevivem no solo e que necessitam de
manejo visando geralmente a reducdo de populacdo do agente causal, ja que a erradicacgdo é
praticamente impossivel. Paises com clima tropical e subtropical sdo ideais para
sobrevivéncia destes fitopatdgenos, os quais quando em contato com uma planta hospedeira,
colonizam, se multiplicam e se ndo houver tratos culturais adequados se disseminam para
outras areas. Para a cultura da batata no Brasil, 0 prejuizo causado por fitonematoides e
bactérias fitopatogénicas do género Streptomyces ndo se limita a menor capacidade produtiva,
mas também reduz a qualidade dos tubérculos (Figuras 1, 2 e 3). Nunes (2002) concluiu em
seu estudo que a ocorréncia de sarna (Streptomyces spp.), podriddao-mole (Erwinia spp.),
nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) e insetos de solo como larva-alfinete

(Diabrotica speciosa) causam danos aos tubérculos, tornando-os sem valor comercial.



Figura 1. Diferentes tipos de lesdes observados em S. tuberosum, devido a sarna da batata

(A) lesdo superficial; (B) leséo erumpente; (C) leséo profunda (Corréa, 2011).

Figura 2. Galhas ou pipocas na superficie dos tubérculos de batata causadas por
Meloidogyne javanica (Oliveira et al., 2017).

Figura 3. Tubérculos de batata infectados por Pratylenchus spp. (Pinheiro et al., 2015).



3.3.1. Sarna da batata

A sarna da batata, causada por linhagens patogénicas de Streptomyces, é uma
importante doenca que ocorre em solos de todas as regides produtoras de batata do Brasil e do
mundo e estd associada a degradacdo de tubérculos. Os sintomas dessa doenca se
caracterizam por lesbes que podem tomar toda a superficie do tubérculo, acarretando
diminuicdo do seu valor comercial ou até mesmo impedindo a sua comercializacdo
(HOOKER, 1981).

Atualmente, o género Streptomyces compreende 977 espécies identificadas
que, em sua maioria, sdo consideradas saprofitas viventes no solo (LSPN, 2021). S&o
bactérias aerdbias, Gram-Positivas, de metabolismo oxidativo e temperatura 6tima que se
estende de 25 a 35° C. Sua capacidade de sobrevivéncia vai aléem da cultura da batata,
podendo se hospedar em outras espécies e sobreviver saprofiticamente no solo na forma
vegetativa micelial ou de esporos, assim podendo ser disseminada pela chuva, vento ou
tubérculos infectados (HOWARD et al., 1994; THEILLEUX, 2000).

Somente poucas delas sdo consideradas patogénicas com diferencas na
morfologia, fisiologia e caracteristicas moleculares (CORREA, 2011). Streptomyces scabiei
foi a primeira espécie descrita como causadora da sarna comum da batata
(LAMBERT;LORIA, 1989a); S. acidiscabies foi detectada em tubérculos de regifes com
solos acidos e pH abaixo de 52 (LAMBERT; LORIA, 1989b); S. caviscabies foi
caracterizada por causar lesdes profundas em batatas (GOYER et al., 1996); S. turgidiscabies,
descrita no Japdo causando lesdes erumpentes em tubérculos (MIYAJIMA et al., 1998),
S. reticuliscabiei, isolada na Franca e responsidvel por causar a sarna reticulada;
S. euroeiscabiei e S. stelliscabiei, consideradas duas genomoespécies dentro da espécie
S. scabiei, apresentando caracteristicas morfologicas semelhantes e caracteristicas
bioguimicas diferentes (BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000). Park e colaboradores (2003)
descreveram, ainda, mais trés espécies patogénicas, S. luridiscabiei, S. puniciscabiei e
S. niveiscabiei causando lesGes erumpentes em batatas cultivadas na Coreia do Sul.
H&, também, as espécies S. aureofaciens e S. griseus causadoras da sarna avermelhada
(FAUCHER et al., 1993), S. sampsonii, considerada sapréfita, mas que ja foi isolada de lesbes
de batata (LAMBERT; LORIA, 1989a) e S. ipomoeae que causa a sarna em batata-doce
(LABEDA; LYONS, 1992; PERSON; MARTIN, 1940; WAKSMAN; HENRICI, 1948).



A principal espécie causadora da sarna e amplamente distribuida no mundo é
S. scabiei (LAMBERT; LORIA, 1989a). Essa espécie bacteriana apresenta micélio com
poucos septos ou auséncia deles, esporos cilindricos medindo em torno de
0,5 x 1,0 um (HOWARD et al., 1994) e produz pigmentos melanoides em meios de cultivo
artificiais sendo que do lado reverso da colonia a coloracdo pode variar de dourada a castanho
(DAVIES; WILLIAMS, 1970).

A penetracdo de Streptomyces em tubérculos de batata ocorre principalmente
através das lenticelas jovens, as quais ainda ndo estdo totalmente suberizadas. Segundo
Adams e Lapwood (1978), com a maturacdo das plantas os tubérculos se tornam mais
resistentes a infecgdo e quando ocorre a penetragdo, 0s patdgenos colonizam inicialmente os
espacos intercelulares e em seguida os intracelulares. Os sintomas de sarna da batata se
caracterizam por lesbes tipicamente arredondadas com textura aspera, corticosa e coloracdo
das lesdes variando de pardo-clara a pardo-escura (LORIA et al., 1997). A formacdo de
camada corticosa ao redor do tecido infectado € resultado da producdo de suberina nas células
adjacentes a regido de desenvolvimento da bactéria (AGRIOS, 1997) (Figura 4).
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A patogenicidade de linhagens de Streptomyces é considerada complexa, pois
diferentes fatores podem estar envolvidos nos processos de ligacdo ao hospedeiro, penetracéo,
colonizacao e evasdo do sistema de defesa da planta. A fitotoxina taxtomina A, atua inibindo
a sintese e deposicdo de celulose, resultando na hipertrofia celular, estimulo do influxo de
ions célcio e morte celular programada (BIGNELL et al., 2010; LORIA et al., 2006). O gene
necl, o qual codifica a proteina necrogénica Necl, estd associado a colonizagdo e supressdo
da resposta de defesa da planta (BUKHALID et al., 1998; JOSHI et al., 2007) enguanto que
as enzimas tomatinases, as quais hidrolisam a alfa-tomatinase, reprimem a resposta de defesa
induzida da planta (LORIA et al., 2006). A espécie S. diastatochromogenes S-45
(KINASHI et al., 1984), produz as concanamicinas, policetideos macrolideos considerados
compostos bioativos que possuem como funcdo a inibicdo de ATPase tipo-vacuolar
(MUROI et al., 1993). A borrelidina é outra fitotoxina produzida por algumas espécies de
Streptomyces e foi inicialmente isolada de S. rochei (BERGER et al., 1949). Essa molécula
apresenta atividades antimicrobianas, inibindo a treonil-tRNA sintase (OLANO et al., 2004).
As propriedades fitotoxicas da borrelidina foram inicialmente reportadas por Cao e
colaboradores (2012), através de estudos com uma linhagem iraniana de Streptomyces
denominada Gk18, a qual causou necroses profundas e negras em tubérculos de batata.

A principal medida de controle da sarna da batata est4 baseada na certificagdo
dos tubérculos-semente visando garantir a sanidade do material vegetal aos produtores e a ndo
disseminacéo de espécies patogénicas de Streptomyces para regides ainda ndo contaminadas
(ZAMBOLIM et al., 2009).

Para garantir a certificagdo, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA, 2005) elaborou a instrugdo normativa n° 12, de 10 de junho de 2005,
estabelecendo limites de tolerdncia para Streptomyces spp., na qual € permitido a entrada de
tubérculos no pais com até 5% da superficie acometida por sintomas de sarna. Entretanto, essa
regulamentacdo néo levou em consideragdo que 0s mesmos sintomas podem ser causados por
diferentes espécies de Streptomyces e que os tubérculos podem contaminar propriedades
livres da doenca (CORREA, 2011).

Apos a identificacdo de sintomas em determinada area, 0 manejo adequado
visando a reducdo da incidéncia da doenca ou eliminacdo do patdgeno passa a ser
imprescindivel para que essa area possa novamente ser rentvel. Dentre as estratégias mais
empregadas no manejo de doencas bacterianas estd o controle quimico, baseado na

erradicacdo temporal dos agentes causais ou tornando o ambiente desfavoravel ao



desenvolvimento do mesmo (ABD EL-RAHMAN et al., 2018). Embora esse método seja
mundialmente o mais utilizado, ainda ndo ha produtos quimicos eficientes disponiveis no
mercado para o controle de sarna da batata (HOSNY et al., 2014; BERIAM et al., 2020).

Aspectos de eficiéncia agrondémica de produtos s@o obtidos a partir de estudos
prévios requeridos, mas o processo de registro define se determinada substancia ou produto
comercial podem ser empregados, avaliando-se também impactos potenciais a satde publica e
ao ambiente (GARCIA et al., 2005). Atualmente no Brasil, o ingrediente ativo fluazinam do
grupo fenilpiridinilamina, € o Gnico composto quimico registrado para o controle de sarna da
batata (AGROFIT, 2021). Segundo Ordufio-Cota e colaboradores (2011), o fluazinam
apresentou um excelente efeito na eliminacdo de lesdes causadas por Streptomyces spp. em
tubérculos de batata em experimentos em casa de vegetacdo e in vitro. Seu modo de acédo
ocorre no desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, interferindo na formacao da molécula de
ATP (KREYCI, 2016).

Métodos alternativos de controle de doengas sdo cada vez mais estudados
considerando fatores como custos elevados de defensivos quimicos, perda de eficiéncia do
produto devido inducdo de resisténcia microbiana, maleficios atribuidos a saude de
operadores e contaminacdo do meio ambiente (BETTIOL, 2009). Uma alternativa importante
tem sido o controle biolégico, definido por Baker e Cook (1974) como a agdo de um ou mais
organismos que podem ocorrer de forma natural, pela manipulagdo do ambiente ou pela
introducdo de antagonistas, visando a reducdo de populacGes de agentes causais ou na
capacidade dos mesmos de sobreviverem em um determinado ambiente.

As estratégias de controle de sarna da batata geralmente encontram desafios
pela elevada diversidade genética de S. scabiei, mas alguns estudos apresentaram resultados
promissores com agentes de biocontrole como Pseudomonas spp., Bacillus spp. e espécies
ndo patogénicas de Streptomyces (LIN et al., 2018). A producdo de metabdlitos secundarios
bioativos por diferentes espécies de Streptomyces possibilitaram a competicdo com outros
microrganismos até mesmo do mesmo género (PROCOPIO et al., 2012). Em um estudo
realizado por ABD El-Hafez (2019), oito isolados de Streptomyces apresentaram potencial de
inibir o desenvolvimento de S. scabiei. Zadeh e colaboradores (2006) também concluiram que
duas espécies ndo patogénicas, S. olivaceus e S. plicatus sdo bons antagonistas para o controle

de S. scabiei e S. acidiscabies.
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O unico produto microbiol6gico atualmente registrado para o controle de sarna
da batata no pais utiliza uma Unica cepa de Bacillus subtilis (AGROFIT, 2021). De acordo
Bettiol (2009), B. subtilis e seus metabolitos vém sendo estudados como agente de controle
bioldgico antagbnicos a diversos fitopatdgenos. Sua atividade bioldgica contra diversas
bactérias e fungos fitopatogénicos mostrou-se eficiente por apresentar como caracteristicas,
estar presente nos solos, tolerar altas temperaturas, rapido crescimento em culturas liquidas e
formacéo de esporos resistentes (SHODA, 2000).

Resultados promissores tém sido obtidos por pesquisadores utilizando
B. amyloliquefaciens. Meng e colaboradores (2013) observaram eficicia com o uso desse
microrganismo, variando de 17 a 57% na reducdo de incidéncia em ensaios de campo ao
longo de dois anos. Lin e colaboradores (2018) obtiveram resultados indicando uma
severidade de no maximo 4,2% de S. scabiei em experimentos conduzidos em casa de
vegetacdo quando aplicado juntamente com B. amyloliquefaciens, comparado a 55,6% quando
apenas foi inoculado o fitopatdgeno. Mas é importante destacar que, devido a alta
heterogeneidade genética de diferentes espécies, pode ocorrer eficacia varidvel quando
associada a fatores como elevada densidade populacional, agressividade do patégeno, cultivar
muito suscetivel e exposicéo a diferentes linhagens fitopatogénicas (COMPARONI, 2015).

O uso de cultivares resistentes a sarna seria 0 melhor e mais confiavel método
de controle em propriedades em que ocorre a doenga, porém até o momento ndo se tem
conhecimento de cultivares comerciais totalmente resistentes a doenca. Estudos indicam que
multiplos genes podem estar envolvidos na resisténcia ou na suscetibilidade das cultivares
(DEES et al., 2013). Em estudo realizado por Fischer e colaboradores (2009), as cultivares
Mondial e Jaete Bintje se mostraram mais tolerantes a sarna que Asterix, Agata, Monalisa e
Cupido. Considerando cultivares suscetiveis plantadas ao longo de muitas safras e o
surgimento de novas espécies ou linhagens que adquiriram novas caracteristicas genéticas de
viruléncia ou de adaptacdo ao ambiente, a sarna da batata, que nem sempre foi considerada
uma doenga tdo preocupante para bataticultores, tem se tornado um grande problema para
muitos produtores (WANNER, 2007).

Para situacOes de alta incidéncia da doenca, a rotacéo de culturas aparece como
a estratégia mais interessante para diminuir a quantidade do inéculo no solo. Entretanto, para
superar a sobrevivéncia dos esporos de resisténcia, o periodo de rotacdo deve ser longo e um
cuidado extra deve ser considerado com relacdo a espécie vegetal a ser plantada, pois culturas

como beterraba, cenoura, nabo, rabanete e batata-doce devem ser evitadas, uma vez que sdo

11



plantas hospedeiras para Streptomyces fitopatogénicas e por isso podem aumentar o in6culo
da area de plantio (RODRIGUES NETO et al., 2008) Segundo Jadoski e colaboradores
(2009), a rotacdo com cereais e gramineas ndo hospedeiras como trigo e arroz, possibilitou a

reducdo da populacdo do patogeno.

3.3.2. Nematoides Fitoparasitos

Os fitonematoides mais importantes para a cultura da batata no Brasil
pertencem aos géneros Meloidogyne e Pratylenchus, e alguns de importancia quarentenéria,
como Globodera rostochiensis e G. pallida, que ainda ndo foram detectados no pais
(OLIVEIRA, 2007). Esses fitonematoides vivem no solo e se alimentam dos érgédos vegetais
subterraneos, incluindo raizes, rizomas, tubérculos e bulbos. O que configura sua condicéo de
fitoparasita € a presenca na cavidade bucal de uma estrutura denominada de estilete,
localizado na parte anterior do corpo, em sua maioria Sa0 microscopicos e por essa razao, no
passado, o dano causado por estes era vinculado a falta de fertilidade dos solos
(CHARCHAR, 1999).

Da mesma forma que recomendado para controle da sarna da batata, a principal
medida de controle de nematoides estd baseada na certificacdo dos tubérculos-semente
visando garantir a sanidade do material vegetal e evitar a introducdo, principalmente de
nematoides de importancia quarentenaria. Exclusdo é uma das estratégias mais importantes
para o controle de nematoides parasitos de plantas porque uma vez que 0 campo esteja
infestado, a completa erradicacdo do nematoide é dificil de ser alcancada e pode incorrer em
custos significativos e longo prazo (PALOMARES RIUS et al., 2014).

O controle preventivo tem como estratégias principais a utilizacdo de batatas
sementes isentas de nematoides e plantio em areas ndo infestadas, cuja informacdo é obtida
através da prévia andlise nematoldgica do solo e raizes da cultura anterior na &rea a ser
cultivada. As maquinas agricolas devem ser devidamente desinfestadas antes de ser utilizadas
em outras areas de plantio indenes, considerando que nematoides se movimentam por
distancias pequenas no solo, assim a dispersdo de areas infestadas para as ndo infestadas esta
principalmente associada com atividades humanas tais como a movimentacdo de solo
contaminado aderido a equipamentos agricolas, sapatos e cascos de animais, material vegetal
contaminado ou &agua de irrigagdo contaminada (PALOMARES RIUS et al.,, 2014,
OLIVEIRA; ROSA, 2020).
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O manejo de nematoides fitoparasitos visando o controle ou redugdo da
populacdo tende a ser complexo e deve ser realizado utilizando diferentes métodos. Uma
estratégia eficiente no controle de pragas e doencas é com o plantio de cultivares resistentes, e
segundo Wingard (1953), o uso de um cultivar resistente é definido pela habilidade em
diminuir, inibir ou superar o ataque do patdégeno sem agredir o ambiente. Segundo os autores
Silva (2009) e Lima-Medina (2013) muitas cultivares de batata plantadas no Brasil sdo
suscetiveis a diferentes espécies do género Meloidogyne spp., portanto o cultivo sucessivo
pode aumentar o numero de individuos em uma determinada &rea. Para a espécie
P. brachyurus muitas cultivares se comportam como resistentes ou imunes, mas hé caréncia
de informacao sobre o nivel de dano causado pelo nematoide associado a resisténcia genética
nas cultivares comercializadas no pais (LIMA-MEDINA et al., 2014). Oliveira (2020)
concluiu que a cultivar Agata é suscetivel a P. brachyurus ap6s cem dias de cultivo e Pinheiro
e colaboradores (2009), observaram que as cultivares Achat e Peconic sdo mais resistentes a
nematoides do género Meloidogyne e a cultivar Hudson a P. penetrans.

O desenvolvimento de uma cultivar resistente e tolerante demanda muitos anos
de pesquisa para obtencdo de caracteristicas desejaveis ao produtor, associada a baixa
interacdo entre hospedeiro e agente causal, além de adaptacdo a diferentes condicdes
climéticas. Outro conceito muito importante para a cultura da batata é a tolerancia de plantas
aos nematoides, uma vez que os fitonematoides podem apresentar capacidade de causar danos
nos tubérculos mesmo quando ndo ha multiplicacdo desses, de acordo com o conceito de
Dropkin e Nelson (1960).

Segundo Cook e Evans (1987), a resisténcia esta associada a capacidade do
hospedeiro de inibir ou limitar a reproducdo, enquanto a definicdo de tolerancia esta
relacionada a possibilidade de infeccdo do nematoide ao hospedeiro sem que haja
reducdo do rendimento. Oliveira e colaboradores (1999) concluiram que Coffea arabica
cv. Mundo Novo e C. canephora cv. Apoatd sdo intolerantes a P. brachyurus.
Santos e colaboradores (2021) observaram intolerancia de duas espécies vegetais ornamentais,
Asplenium nidus e Lilium speciosum ao fitonematoide Aphelenchoides pseudogoodeyi e a
literatura também descreve casos de espécies ou variedades que sdo suscetiveis, porém
tolerantes, ndo apresentando um dano aparente, conforme os resultados obtidos por
Asmus e colaboradores (2000) que citam cultivares de milho que ndo apresentaram sintomas

visiveis.
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A rotacdo de culturas e a cobertura verde sdo métodos muito eficazes
principalmente quando associados entre si e a outras estratégias como controle quimico,
bioldgico e cultural. A rotacdo ou sucessao de cultura se baseia no cultivo de uma espécie méa
hospedeira que ndo permite a multiplicacdo do nematoide fitoparasita, assim a populagdo do
agente € reduzida (GARDIANO et al., 2014).

Em estudos para averiguar a resisténcia ou tolerancia de uma
espécie ou cultivar a determinado fitonematoide, geralmente é levado em conta o
fator de reproducédo, sendo que, quanto menor e mais proximo a zero, maior a resisténcia
(OOSTENBRINK, 1966). Chidichima e Santos (2019) relataram trés cultivares de milheto
resistentes a M. javanica, enquanto Gabriel e colaboradores (2018) concluiram que as
gramineas forrageiras azevém, milheto, capim-suddo e trés cultivares de aveia apresentaram
potencial para o0 cultivo em rotacdo de culturas em dareas infestadas por
M. incognita, M. javanica e M. ethiopica. Furtado (2018) estudou espécies favoraveis para
manejo de P. brachyurus e observou potencial de rotacdo ou sucessdo de culturas com as
espécies Leucaena leucocephala, Tephrosia candida, Crotalaria grantiana, C. spectabilis e
C. breviflora.

O uso de produtos quimicos € um método de controle muito utilizado por
produtores convencionais quando se deparam com sua area infestada por fitonematoides, mas
nem sempre 0s agrogquimicos se mostram eficazes e o0 uso indiscriminado, além de onerar 0s
custos para a producdo, pode colocar em risco a salde de pessoas, contaminar o ambiente e
até mesmo exercer pressdo de selecdo sobre os fitopatdogenos. Para o controle de
fitonematoides sdo permitidos o uso de alguns ingredientes ativos como Carbofurano,
Cadusafos, Metam sddico e Abamectina (THEOPHILO, et al., 2014). O Carbofurano é um
composto utilizado como inseticida e nematicida e pertence a classe dos carbamatos,
cadusafds é um organofosforado volatil da classe dos inseticidas e nematicidas de contato e
ingestdo, ambos sdo classificados como toxicos aos seres vivos € muito perigosos ao meio
ambiente (LEWIS, 2016). Ainda, o Fipronil, inseticida e cupinicida de contato e ingestédo do
grupo quimico fenilpirazol, utilizado para o controle de pragas de diversas culturas. Esse
composto atua no sistema nervoso central dos insetos inibindo o receptor do acido gama
aminibutirico (GABA), com isso ocorre hiperexcitacao neural e conseqlientemente a morte do
inseto (COUTINHO, 2005; LEWIS, 2016). De acordo com bula revisada pelo MAPA (2020),
quando o fipronil é associado a dois fungicidas (piraclostrobina e tiofanato metilico) no

tratamento de sementes, a combinacdo pode apresentar efeito supressor em nematoides.
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A abamectina é uma avermectina classificada como inseticida, acaricida e
nematicida de origem bioldgica e sua comercializacdo como agrotéxico se iniciou em 1985
(PRADO, 2020; OMURA, 2008; KOLAR et al.,, 2008). As avermectinas sdo lactonas
macrociclicas, derivadas da fermentacdo da bactéria do solo Streptomyces avermitilis,
eficazes contra espécies de nematoides e artropodes (DIONISIO, 2016). Entretanto, cabe
ressaltar que, de acordo com Campbell (1989) e Tisler ¢ Erten (2006) as avermectinas séo
rapidamente degradadas em agua e se adsorvem rapidamente nas particulas de solos,
sedimentos e matéria organica, além de oferecerem risco ao ambiente aquético, especialmente
se 0 uso for frequente. (NOVELLLI, 2010).

Segundo Charchar e colaboradores (2007), era comum entre produtores de
batata 0 uso de Aldicarb e Carbamatos, porém esses produtos podem se acumular como
residuo nos tubérculos de consumo e em estudo realizado pelo grupo foi observado melhor
eficacia de produtos fumigantes como brometo de metila, metam sddio e dicloropropeno
cloropicrina, que resultaram em auséncia de tubérculos com galhas em quatro cultivares
avaliadas. Porém, cabe ressaltar que alguns destes produtos, como Aldicarb e Brometo de
metila foram proibidos de serem utilizados na agricultura brasileira.

O controle de nematoides em areas onde ja estdo presentes causando algum
dano precisa ser constante e ndo ocorre de forma imediata, sendo assim imprescindivel a
associacao de praticas e métodos de manejo para reduzir as populagdes. Atualmente, algumas
pesquisas estudam a compatibilidade de produtos quimicos e bioldgicos, por exemplo,
Bernardes Neto e colaboradores (2019) obtiveram bons resultados associando Fluopyram e
B. subtilis na reducdo de ovos de M. javanica em tubérculos de batata e Oliveira (2020),
apesar de ndo observar reducdo no fator de reproducdo de P. brachyurus, obteve aumento de
produtividade utilizando produtos quimicos e bioldgicos associados.

A utilizacdo de matéria organica também é uma fonte alternativa na supresséo
de nematoides, uma vez que atua na nutricdo das plantas, garante maior aeracdo do solo e
retencdo de agua proporcionando um ambiente ideal para o desenvolvimento de
microrganismos (RITZINGER; FANCELLI, 2006). Mais de 200 diferentes organismos sdo
considerados inimigos naturais dos fitonematoides, dentre os quais sd@o encontrados bactérias,
acaros, nematoides predadores e principalmente fungos, que sdo classificados em
ectoparasitos, endoparasitos, oportunistas ou ovicidas, e ha também aqueles que produzem
metabolicos toxicos (SOARES; SANTOS, 2004).
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3.3.3. Meloidogyne spp.

Os nematoides formadores de galhas pertencentes ao género Meloidogyne
Goeldi, 1887, constituem o grupo de fitoparasitas mais importantes no mundo, com mais de
90 espécies descritas (SILVA, 2012; KARSSEN; MOENS, 2006). Os sintomas de campo
causados pelos nematoides nem sempre sdo aparentes na parte aérea das plantas, mas quando
ocorre é caracteristico a presenca de reboleiras de plantas murchas, amareladas e menos
desenvolvidas devido aos danos causados nas raizes. Galhas sdo protuberéncias que ocorrem
nas raizes em consequéncia a um disturbio hormonal de células do parénquima, adjacentes as
células gigantes localizadas no cilindro central (sitio de alimentacdo), levando & hiperplasia e
hipertrofia das mesmas (MOENS et al., 2009).

Em areas produtoras de batata infestadas com o nematoide das galhas, os
tubérculos podem apresentar aspecto “empipocado”, maior nimero de tubérculos apodrecidos
e menor teor de amido. As espécies desse género mais importantes a cultura da batata séo
M. javanica e M. incognita e um fator que dificulta 0 manejo dessas espécies é o grande
numero de plantas hospedeiras, entre elas muitas culturas de importancia econdmica que
antecedam a batata, bem como plantas infestantes (OLIVEIRA et al., 2017).

Solos arenosos e com baixos teores de matéria organica em regies quentes sao
mais propicios a elevado prejuizo, mas sintomas causados por nematoides das galhas podem
ocorrer em varios tipos de solo e fatores como temperatura, umidade, tipo de solo, densidade
populacional do inéculo e outros fatores de estresse tém grande interferéncia sobre os danos
causados pela infecgéo de Meloidogyne spp. (PINHEIRO et al., 2014).

A identificacdo precisa das espécies de Meloidogyne é dificil, pelo elevado
numero de espécies descritas, diagnoses duvidosas e existéncia de variabilidade
intraespecifica. Segundo Cunha e colaboradores (2018), tradicionalmente a identificacdo de
espécies de nematoide das galhas é através de aspectos morfolégicos como configuracdo
perineal da fémea, mas dados moleculares, bioquimicos e morfoldgicos devem ser
combinados para melhores resultados em estudos filogenéticos e etiologia.

Segundo Santos (2011), a espécie M. incognita € caracterizada
morfologicamente por fémeas com estilete de 15-16 pm de comprimento, bulbos basais
arredondados alongados e indentados, cone do estilete pontiagudo, curvado dorsalmente ao
meio e a haste mais larga na base. A configuracdo perineal de fémeas apresenta um

arco dorsal alto, estrias usualmente onduladas, campo lateral ndo evidenciado
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(HUNT; HANDOO, 2009). Os machos apresentam caracteristicas morfoldgicas que variam
entre populacBes, mas geralmente exibe regido labial subdividida por anéis
incompletos, formato da regido labial muito distinto, com um elevado disco labial
arredondado, disposto sobre o0s labios medianos e l&bios laterais geralmente
ausentes; o estilete apresenta 23-26 um de comprimento e a distdncia da base do
estilete a abertura da glandula esofagiana dorsal (DEGO) varia de 2-4 pm
(SANTOS, 2011; EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).

Segundo Torres e colaboradores (2009), nematoides das galhas séo
endoparasitos sedentarios e o ciclo de vida pode variar de 25 a 40 dias para se completar, o
inicio de seu desenvolvimento ocorre a partir de massa de ovos depositado pelas fémeas nas
raizes, seguido de desenvolvimento de juvenis no interior dos ovos até o inicio da fase
infectiva. Juvenis de segundo estadio (J2) compdem a fase infectiva, quando saem do ovo e
iniciam sua movimentacdo no solo em busca de alimento até penetrar em raizes e estabelecer
um sitio permanente de alimentacdo formado por células nutridoras. Nas seguintes fases de
desenvolvimento o nematoide cresce, perde a mobilidade e apds trés ecdises atingem o
estadio adulto. Os machos séo filiformes, mdveis e ndo parasitam as plantas. A fémea adquire
formato de péra (globosa leitosa) e trés dias apos atingir seu ultimo estadio inicia a oviposi¢ao

de massas de ovos que podem variar de 200 a 1.000 ovos por fémea.

3.3.4. Pratylenchus spp.

De acordo Godfrey (1929) e Tihohod (1993), as espécies pertencentes ao
género Pratylenchus sdo genericamente referidas como os nematoides das lesbes radiculares
devido aos sintomas nas raizes formando lesdes necroticas. Segundo Torres e colaboradores
(2009), a especie P. brachyurus (Godfrey) Filipjev & S. Stekhoven, € uma das mais
importantes em todo o mundo devido a ampla distribuicdo geografica e capacidade de
parasitar um grande numero de plantas hospedeiras filiadas a diferentes familias botanicas,
incluindo culturas de interesse agrondmico. No Brasil é a espécie de maior predominancia e
distribuicdo, juntamente com P. coffeae (Zimmermann) Filipjev & Schuurmans Stekhoven e
P. penetrans (Cobb) Chitwood & Oteifa sdo as espécies de maior importancia econémica para
a cultura da batata (CAFE FILHO; HUANG, 1988).
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Segundo Charchar (1997), P. penetrans ocorre principalmente na regido sul,
P. brachyurus nas regides centro-oeste e sudeste e P. coffeae predomina no sul e sudeste em
areas onde ha histdrico de cultivo de café. A identificacdo do género € baseada na morfologia
das fémeas, por essas apresentarem maior niumero de caracteristicas chaves em relacdo aos
machos, os quais, em alguns casos sdo raros. Regido labial baixa e esclerotizada, campo
lateral geralmente com quatro linhas, sobreposic¢do ventral das glandulas esofagianas sobre o
intestino e fémeas monodelfas (prodelfas) com a vulva situada no terco posterior do corpo séo
caracteristicas comuns para espécies de Pratylenchus spp. (MAI; MULLIN, 1996).

A variabilidade intra-especifica em Pratylenchus spp. pode ser apontada como
uma das principais dificuldades na taxonomia do grupo. De acordo com a chave proposta por
Gonzaga e colaboradores (2012), P. brachyurus se classifica por ter regido labial com dois
aneéis, espécie partenogenética, fémeas com nodulos basais do estilete esféricos e cauda
hemisférica lisa; P. coffeae também possui regido labial com dois anéis, porem a espécie €
anfimitica com presenca de machos, fémeas com cauda geralmente truncada e estilete maior
que 15,5 um; enquanto P. penetrans se difere das anteriores pela regido labial com trés ou
quatro anéis, fémeas com regido labial distinta (set-off) do corpo, espermateca esférica,
estilete maior que 16 pum e numero de anéis caudais menor que 22, assim como P. coffeae
também é uma espécie anfimitica.

Tradicionalmente, as espécies de Pratylenchus extraidas de raizes e tubérculos
de batata sdo identificadas com base na sua morfologia, mas a presenca de Pratylenchus spp.
em tubérculos pode ser detectada utilizando-se a técnica do codigo de barras do DNA.
Por exemplo, Oliveira e colaboradores (2009) relataram a identificagdo precisa de
P. penetrans, proveniente de batata semente, demonstrando a utilidade de técnicas
moleculares na identificacdo de nematoides de importancia quarentenaria. As fémeas de
Pratylenchus spp. podem depositar seus ovos no solo ou raizes, onde ocorre a primeira ecdise,
posteriormente eclode o juvenil de segundo estddio tornando se ativo e podendo assim
penetrar nas raizes e tubérculos, apds a penetracdo podem se mover, desenvolver e reproduzir
nos tecidos intercelular chegando a alcancar niveis de populacdo maiores que 10.000
individuos em 10 g de cascas de batata, com cerca de 3 mm de espessura, (SILVA; SANTOS,
2007).
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3.3.5. Interagdo entre S. scabiei e fitonematoides em batata

Segundo Silva (2009), as lesdes causadas por Pratylenchus spp. que se formam
na superficie do tubérculo muitas vezes assumem um aspecto rugoso, semelhante aquele
causado por outras doengas como a sarna, alem de abrirem portas de entrada para organismos
secundarios do solo, resultando em necroses nos tubérculos. Santos e colaboradores (2015)
também citam que os sintomas causados por P. brachyrurus podem ser agravados quando ha
infeccdo de outros patégenos como fungos e bactérias.

Em experimento conduzido em casa de vegetacdo, na Noruega, P. penetrans
induziu lesdes nos tubérculos de batata cv. Saturna, semelhantes aos sintomas causados pela
bactéria S. scabiei. Além disso, a inoculacdo em conjunto da bactéria e do nematoide
aumentaram a expressao dos sintomas. Dessa forma, os sintomas causados pelo nematoide
podem ser facilmente confundidos com aqueles causados pelo agente causal da sarna comum.
Os autores sugerem que o limiar de dano de P. penetrans na batata cv Saturna é de 100
individuos por 250 g de solo, com reducdo da producao de até 50% (HOLGADO et al., 2009).

Em outro estudo Vahedi e Fadaei (2014), analisaram a interacdo entre as
espécies S. scabiei e M. javanica em tubérculos batatas cv. Agria, no Ird. Nesse estudo, a
populacdo inicial de nematoides inoculados foi de 10.000 individuos (ovos e juvenis) por vaso
e foi constatada reducdo do nimero de nematoides no solo e nas raizes em tratamentos nos
quais a bactéria também foi inoculada. Além disso, os autores observaram aumento de lesdes
nos tratamentos em que os dois fitopatdgenos estavam presentes.

A interacdo de Streptomyces e fitonematoides em batata € um assunto pouco
estudado, porém de grande importancia quando o diagnéstico desses agentes causais pode ser
facilmente confundido e consequentemente resultar em medidas de manejo equivocadas.
Dessa forma, estudos nessa linha de investigacdo se tornam relevantes para a cadeia produtiva

de batata no Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagem bacteriana, meio de cultivo e preparo do inéculo

A linhagem de S. scabiei IBSBF 2950, utilizada nesse estudo, esta depositada
na Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biologico (IBSBF) e foi selecionada pelo
alto grau de viruléncia observado em estudo anterior (CORREA, 2011).

Para o cultivo da linhagem bacteriana foi utilizado o meio YME (4 g de extrato
de levedo, 10 g de extrato de malte, 4g de glucose, 189 de agar g.s.p. e 1L de agua destilada)
pH 7,2 a 28° C por 14 dias. Ap0s esse periodo, a linhagem foi multiplicada através da coleta e
suspensdo da massa de esporos em um mililitro de &gua destilada esterilizada, com posterior
plagueamento no mesmo meio de cultivo.

Apos o crescimento do inoculo, os esporos de cada placa foram raspados e
adicionados a 17 mL de solugdo SAY (40 g de sacarose; 2,4 g de asparagina; 1,2 g de
K;HPOy; 20 g de extrato de levedura e g.s.p. 1 litro de &gua destilada) esterilizada duas vezes
em autoclave. Em seguida a solugdo com o indculo foi transferida para saco plastico contendo
100 cm® de vermiculita expandida esterilizada e o material foi incubado a 28° C por 14 dias,
agitando-se os sacos em dias alternados. Nos ensaios utilizou-se a quantidade de esporos de

S. scabiei obtida de uma placa de Petri para cada vaso ou repeti¢do de acordo Corréa (2011).
4.2.  Multiplicagéao de P. brachyurus e M. incognita raca 3

Os nematoides utilizados nesse estudo foram fornecidos pelo Laboratério de
Nematologia, CAPSA, Instituto Biolégico, Campinas, SP. A espécie P. brachyurus utilizada
nos experimentos foi obtida de populagdo pura mantida em vasos de mucuna cinza
(Mucuna pruriens), engquanto que M. incognita raca 3, mantida em vasos de tomate
(Solanum lycopersicum). Amostras de raizes das culturas hospedeiras contendo os nematoides
foram processadas para extracdo dos mesmos pelo método de flutuacdo em centrifuga
(COOLEN; D’HERDE, 1972). Em seguida foi determinada a quantidade de individuos por
mililitro de agua, através de microscopio de luz, com auxilio de ldmina de contagem de Peters
(SOUTHEY, 1970).
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A partir do nimero estimado de individuos por mililitro de agua, foi calculado
0 volume necessario a ser aplicado de acordo com cada tratamento. A quantidade de
individuos das espécies P. brachyurus e M. incognita raca 3 necessarios para 0 aparecimento
de sintomas em tubérculos de batata cv. Agata foi determinada em experimentos prévios
(screening), e os tratamentos foram definidos a partir dos resultados obtidos (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos e nimero de nematoides inoculados por vaso.

In6culo/Populacao inicial (Pi)

Tratamentos P. brachyurus M. incognita

raca 3

T1 Testemunha (Controle negativo) - -

T2 S.scabiei - -
T3 P.brachyurus 2.000 -
T4 M. incognita - 5.000
T5 S. scabiei + P. brachyurus 2.000 -
T6 S.scabiei + M. incognita - 5.000
T7 M. incognita + P. brachyurus 2.000 5.000
T8 S.scabiei + P. brachyurus + M. incognita 2.000 5.000

No terceiro experimento, algumas alteragdes foram efetuadas a fim de
aumentar a incidéncia e o dano causado por nematoides: a quantidade de esporos de
S. scabiei foi reduzida para meia placa de Petri por vaso, devido ao fato de que os sintomas de
sarna observados nos experimentos anteriores foram muito drasticos, com destruicéo total do
tubérculo em alguns casos; a populacdo de P. brachyurus inoculada foi aumentada para 5.000
individuos por vaso e foram acrescentados também tratamentos de inocula¢do dos nematoides
em duas etapas, 50% da quantidade foram inoculadas 12 dias ap6s o plantio e 50%, 25 dias
apos o plantio, a fim de observar se haveria ou ndo maior facilidade de penetracdo e maior

incidéncia dos sintomas nos tubérculos durante a fase de tuberizacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Tratamentos e nimero de nematoides inoculados no terceiro experimento.

Indculo (nimero de nematoides / vaso)

Inoculacdo 12 dias ap6s plantio Inoculacdo 25 dias ap6s plantio

T1 - -

T3 5.000 P. brachyurus -
T4 5.000 M. incognita -
T5 5.000 P. brachyurus -
T6 5.000 M. incognita -
T7 5.000 P. brachyurus + 5.000 M. incognita -

T8 5.000 P. brachyurus + 5.000 M. incognita -

T9 2.500 P. brachyurus 2.500 P. brachyurus

T10 2.500 M. incognita 2.500M. incognita

T11 2.500 P. brachyurus 2.500 P. brachyurus

T12 2.500 M. incognita 2.500 M. incognita

T13 2.500 P. brachyurus + 2.500 M. incognita 2.500 P. brachyurus + 2.500 M. incognita
T14 2.500 P. brachyurus + 2.500 M. incognita 2.500 P. brachyurus + 2.500 M. incognita

4.3.  Plantio e inoculacdo em vaso

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo no Laboratdrio de
Bacteriologia Vegetal, CAPSA, Instituto Bioldgico, Campinas, SP, com as coordenadas:
S 22°54°498” ¢ W 47° 00°842” ¢ altitude 707 m.

As sementes de batata utilizadas nos experimentos foram fornecidas pela
empresa Soleil Papa Tecnologia,Vargem Grande do Sul, SP. A cultivar utilizada foi Agata,
considerada a principal cultivar plantada no Brasil, devido a seu elevado potencial produtivo,
boa aparéncia de tubérculos, ciclo vegetativo precoce a médio e baixo teor de matéria seca

(SOLEIL PAPA, 2021). Os vasos foram irrigados diariamente por gotejamento.
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O primeiro ensaio foi realizado no periodo de verdo, o plantio foi realizado no
dia 11/12/2019 e a colheita 04/03/2020, a temperatura média ao longo do ensaio foi de
24,9 °C variando entre 15,4 °C e 34,6 °C. O segundo ensaio foi realizado no inverno, sendo
que o cultivo foi realizado do dia 22/05/2020 a 18/08/2020, a temperatura média de 19,9 °C
foi inferior se comparada ao primeiro ensaio, com maxima registrada de 31,8 °C e minima
7,2 °C. O terceiro ensaio foi conduzido ao longo da primavera de 17/09/2020 a 06/12/2020, a
temperatura média de 24,3 °C, variando entre a maxima de 38,7 °C e minima de 10,9 °C
(Figura 5). As médias das temperaturas ao longo dos periodos experimentais foram estimadas
a partir de dados referentes ao municipio de Campinas, fornecidos pelo Centro de Pesquisas
Meteoroldgicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI, 2021). Entretanto cabe
salientar que podem ter ocorrido varia¢des ainda maiores considerando que os ensaios foram

conduzidos em casa de vegetagdo nao climatizada.

Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Ensaio no verao Ensaiono inverno  Ensaiona primavera

24,9°C(15,4-34,6°C) 19,9°C(7,2-31,8°C)  24,3°C(10,9-38,7°C)

Figura 5. Representacdo dos periodos experimentais e variagdes da temperatura.

Apds os 14 dias de crescimento do indculo de S. scabiei em vermiculita, 0s
100 cm®de cada saco plastico foi adicionado a cerca de 1.200 cm?® de substrato, composto por
fibras de mesocarpo de casca de coco, vermiculita e casca de pinus. Para garantir a
homogeneidade do indculo em todo experimento, cada porcdo de 1.300 cm® de substrato
infectado foi adicionado em um Unico saco plastico transparente de 100L e agitado. Vasos de
2.000 cm?® com 15 centimetros de diametro foram totalmente preenchidos com substrato
esterilizado para tratamentos que ndo receberam o indculo de S. scabiei, enquanto tratamentos
com presenca da bactéria foram parcialmente preenchidos com 700 cm3 de substrato sem
inoculo e posteriormente com 1.300 cm?3 da mistura de substrato com a bacteéria, garantindo o
contato de toda area do tubérculo semente na camada de substrato inoculado. Os tubérculos
semente foram plantados a uma profundidade de aproximadamente trés centimetros.

As inoculacdes dos fitonematoides nos dois primeiros experimentos foram
realizadas cerca de 12 dias apds o plantio utilizando uma micropipeta e as alteracGes para o

terceiro experimento foram descritas no item 4.2,
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4.4. AvaliacOes

4.4.1. Sintomas

A avaliacdo de sintomas foi realizada a partir da comparacdo de sinais
observados em tratamentos com diferentes agentes causais com o objetivo de diagnosticar
diferencas e semelhangas entre os sintomas. Nas analises foram atribuidas notas referentes a
porcentagem de lesdes observadas em tubérculos de batata seguindo-se a escala diagramatica
proposta por Andrade e colaboradores (2019). As notas variaram de 1 a 6 onde: 1 (0-3,0%);
2 (3,1-6,0%); 3 (6,1-12,0%); 4 (12,1-25%); 5 (25,1-50%) e 6 (50,1-100,0%) (Figura 6).

(6.1-12%)

4

(12.1-25%)

5

(26.1-50%)

(>50%)

Figura 6. Escala diagramatica para avaliacdo de percentual de area do tubérculo coberta por
lesGes de acordo com Andrade e colaboradores (2019).
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4.4.2. Fator de reproducéao

Para quantificar a relacdo entre nematoides e lesBes, foi calculado o
fator de reproducdo no terceiro experimento. Fator de reproducdo é a proporcdo entre a
populacéo inicial de nematoides e a populacdo final, sendo que plantas com FR < 1,0 sdo
consideradas resistentes e plantas com FR > 1,0 suscetiveis (OOSTENBRINK, 1966).

4.4.3. Pesquisa com produtores de batata e pesquisadores da area de fitopatologia

A pesquisa foi realizada através de um questionario encaminhado para
22 participantes, produtores de batata e pesquisadores atuantes nas areas deste estudo. Nesse
questionario, foram inseridas imagens de sintomas em tubérculos de batata causados por pelo
menos um dos fitopatégenos (S. scabiei, P. brachyurus e M. incognita), e os participantes
tiveram que dar sua opinido sobre o diagnostico do(s) agente(s) causal(is). Foi esclarecido que
poderia haver fotos com acdo isolada ou simultanea desses. Baseando-se nas respostas dos
especialistas, calculou-se a percentagem de acerto total ou parcial nas respostas para cada

imagem de tubérculo de batata apresentado.

4.4.4. Avaliacdo do numero e massa fresca de tubérculos apds infec¢éo Unica ou mista

Apos o fim do ciclo da cultura, os tubérculos de batata foram colhidos e
avaliados quanto a produtividade, estimando-se o numero de tubérculos e a massa fresca

(em gramas) de cada unidade experimental.

4.45. Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado disposto de
oito tratamentos nos trés experimentos, o numero de repeticbes variou conforme a
disponibilidade de tubérculos e espa¢o na casa de vegetacdo, foram testados seis repeticdes no
primeiro experimento, oito no segundo e sete no terceiro. Um vaso contendo uma planta de

batata representou uma unidade experimental.
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Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. As analises foram

realizadas com o software Rstudio versdo 2.12.2 para Windows.

4.4.6. Avaliacdo de produtos quimicos e biolégico comerciais sobre o crescimento de

S. scabiei — Testes in vitro

No ensaio in vitro, a linhagem de S. scabiei (IBSBF 2950) foi cultivada em
meio YME a 28 °C por 14 dias. Apos esse periodo, os esporos foram raspados com o auxilio
de uma alca descartavel e adicionados em um tubo de ensaio contendo 15 mL de agua
destilada esterilizada, formando a suspensdo bacteriana. Uma aliquota de 200 pL dessa
suspensao foi adicionada em placas de Petri contendo meio YME e espalhada com auxilio de
uma alca de Drigalski. Ap6s a secagem da suspensdo, trés discos de antibiograma
esterilizados (diametro de 0,5 cm) foram colocados em cada placa.

Foram testados seis produtos em seis concentra¢des (10.000, 1.000, 100, 10, 1,
0.1 ppm) com quatro repeticdes para cada dose (Tabela 3).

Para cada disco de antibiograma foi testado uma concentracéo, adicionando o
volume de 15 pL do produto diluido de acordo a concentragdo testada. As placas foram
incubadas em estufa a 28°C por 14 dias. Apds esse periodo foi realizado avaliagdes visuais do

efeito dos nematicidas sobre o crescimento da S. scabiei (IBSBF 2950).

Tabela 3. Produtos comerciais quimicos e biologico na concentragdo de 10.000 ppm.

10.000 ppm

Ingrediente ativo Concentracdo
g (Produto Comercial) mL de dgua destilada
T1  Testemunha - - 100,00
T2  Fluazinam 500 g/L 2,00 98,00
T3  Carbofurano 50 g/kg 20,00 80,00
T4  Cadusafos 200 g/L 5,00 95,00
T5  Fipronil 800 g/kg 1,25 98,75
T6  Abamectina 18 g/L 55,55 44,45

Bacillus subtilis +
T7 ] ) ) ) 200 g/L 5,00 95,00
Bacillus licheniformis
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Incidéncia e caracterizacdo dos sintomas

Para avaliacdo da incidéncia da doenca causada pela acdo dos patdgenos
estudados utilizou-se a escala diagramatica proposta por Andrade e colaboradores (2019).
De acordo com os resultados obtidos verificou-se maiores notas de incidéncia nos tratamentos
onde o in6culo de S. scabiei foi adicionado, T2 (S. scabiei), T5 (S. scabiei + P. brachyurus),
T6 (S. scabiei + M. incognita) e T8 (S. scabei + M. incognita + P. brachyurus) (Tabela 4).

Tabela 4. Média das notas atribuidas as les6es nos tubérculos, por vaso, no verdo, inverno e

primavera de 2020, segundo a escala diagramatica de Andrade e colaboradores (2019).

Notas atribuidas as lesdes

Tratamentos
Verdo Inverno Primavera
T1  Testemunha 1,2 *C 1,1 C 1,0 b
T2 S 4,6 a 57 a 4,9 a
T3 P 1,3 c 14 bc 1,3 b
T4 M 2,5 bc 1,2 c 1,8 b
T5  S+P 4,3 ab 5.5 a 4,6 a
T6 S+M 4,1 ab 55 a 4,8 a
T7  M+P 2,1 c 1,6 b 1,6 b
T8  S+M+P 52 a 5,6 a 51 a
CV% 31,33 6,28 19,81

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Notas: 1 (0-3%); 2 (3,1-6%); 3 (6,1-12%); 4 (12,1-25%); 5 (25,1-50%); 6 (50,1-100%).
S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M.incognita.
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Analisando a incidéncia da doenca causada por S. scabiei, em cada
experimento, foi possivel observar menores indices no primeiro experimento, conduzido no
verdo de 2020, em comparagdo ao segundo experimento cultivado no inverno. Este resultado
pode estar associado ao inicio da tuberizacdo e tempo de exposicdo dos tubérculos ao
patégeno, considerando que no primeiro experimento foram observados 0s primeiros
tubérculos 45 dias ap0os a germinagdo e no segundo experimento 25 dias apos a germinacao,
portanto, houve maior tempo para acdo da bactéria que levou a lesdes maiores.

No segundo experimento, a superficie dos tubérculos foram quase que
totalmente tomadas por lesdes profundas causadas pela bactéria, fato que dificultou, em muito
a identificacdo de lesdes causadas por nematoides. Desse modo visando reduzir o nimero de
lesGes nos tubérculos, a quantidade de indculo de S. scabiei foi reduzida pela metade no
terceiro experimento, o qual foi conduzido ao longo da primavera de 2020. No entanto,
mesmo com essa alteracao, os valores de incidéncia da doenca foram semelhantes ao primeiro
experimento. Nesse caso 0 inicio da tuberizacdo ocorreu 25 dias apds a germinacao, assim
como no ensaio de inverno, portanto, maior tempo de exposi¢do dos tubérculos ao patégeno.

Segundo Rodrigues Neto e colaboradores (2008), os sintomas caracteristicos de
sarna da batata s&o les6es corticosas, deprimidas ou superficiais nos tubérculos e as diferencas
em sintomatologia sdo devidas a fatores como cultivar de batata, agressividade da bactéria,
umidade, temperatura, pH do solo e tempo de exposi¢do do tubérculo ao indculo, sendo que,
guanto mais cedo o tubérculo for infectado maior sera a extensao da lesao.

Também foi observado a partir dos trés experimentos que ndo houve um
padrédo de severidade da doenca causada por S. scabiei (IBSBF 2950), uma vez que foram
observadas lesdes superficiais, erumpentes e profundas em tubérculos de um mesmo vaso e,

em algumas ocasides, no mesmo tubérculo (Figura 7).
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Figura 7. LesOes de sarna na batata causadas por S. scabiei (IBSBF 2950): (A) ensaio no

verdo, (B) ensaio no inverno e (C) ensaio na primavera.

Nos dois primeiros experimentos foram observadas diferencas entre o0s
tratamentos, sendo que essa distincdo ocorreu devido a alta incidéncia de S. scabiei e baixa
dos nematoides, principalmente da espécie P. brachyurus. Desta forma para o terceiro ensaio,
além de reduzir a quantidade de in6culo de S. scabiei pela metade, a populacéo inicial de
P. brachyurus foi alterada para a mesma utilizada para M. incognita em ensaios anteriores, ou
seja, aumentou-se de 2.000 para 5.000 individuos por vaso. Porém, mesmo com essas
alteracGes, os resultados observados nos tratamentos 3, 4 e 7, referentes a incidéncia dos
sintomas causados exclusivamente pelos nematoides, verificou-se notas muito semelhantes,
ndo alcancando a nota média 3 na escala, ou seja, a incidéncia no experimento se manteve em

média, abaixo de 6% de dano (Figura 8).
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B Ensaiono Verdo  ®Ensaiono Inverno & Ensaio na Primavera

Figura 8. Médias das notas atribuidas as lesdes nos tubérculos, por vaso, nas safras no verao,
inverno e primavera de 2020, segundo escala diagramética de Andrade e colaboradores
(2019). (T = testemunha; S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M. incognita)

Os danos causados pela linhagem de S. scabiei (IBSBF 2950) foram
observados desde o inicio da formacdo do tubérculo (Figura 9) e se apresentaram mais
severos do que os observados pelos nematoides na cultivar Agata (Figuras 10, 11 e 12). Esta
observacao pode ser atribuida ao elevado grau de viruléncia da bactéria e também pelo fato de
gue os nematoides precisaram de maior periodo de tempo para migrar das raizes ou do solo e
penetrar nos tubérculos, completar seu ciclo e se multiplicar em nimero suficiente para que 0s
danos fossem aparentes. Os dados obtidos corroboram os de Nunes (2002), que observou que
a severidade causada pela sarna variou em funcdo da suscetibilidade da cultivar e perdas na
producdo chegaram a 83%, engquanto que as perdas causadas por Meloidogyne spp. chegaram
a 35%

Figura 9. Primeiras lesGes em tubérculo de batata causadas por S. scabiei (IBSBF 2950).
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Figura 10. Sintomas observados em tubérculos no experimento de verdo nos diferentes
tratamentos: (T1) Testemunha; (T2) S. scabiei; (T3) P. brachyurus;(T4) M. incognita.

Figura 11. Sintomas observados em tubérculos no experimento de inverno nos diferentes
tratamentos: (T1) Testemunha; (T2) S. scabiei; (T3) P. brachyurus; (T4) M. incognita.

Figura 12. Sintomas observados em tubérculos no experimento na primavera nos diferentes
tratamentos: (T1) Testemunha; (T2) S. scabiei; (T3) P. brachyurus; (T4) M. incognita.
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Ao longo dos experimentos foi observado que lesGes necroticas causadas por
S. scabiei e por P. brachyurus se mostraram muito semelhantes (Figuras 13B e C). O
resultado obtido corroborou o de Holgado e colaboradores (2009), que concluiram em
experimentos de casa de vegetacdo que o diagnostico do agente causal pode ser errbneo se
apenas se considerar o aspecto das lesGes causadas por S. scabiei ou P. penetrans, os autores
também identificaram que pode haver maior expressdo e frequéncia dos sintomas quando ha
infeccdo cruzada em tubérculos de batata.

Também foi observado que nem sempre 0s danos causados por S. scabiei
foram representados por necrose, em algumas situacdes ocorreu apenas a formagdo de uma
camada corticosa (Figura 14A) e sintomas semelhantes foram observados nos danos
provocados por M. incognita, principalmente quando as galhas se concentraram em uma
mesma regido (Figura 14B).

Apesar de ser mais facil a identificacdo de cada patdégeno quando ha maior
expressdo dos sintomas (Figura 15), os resultados obtidos no presente estudo deixam claro o
guanto € importante a amostragem e identificacdo correta do agente causal em areas
contaminadas, principalmente se ocorrer a infeccdo simultanea destes (Figuras 13E, F, G e H).
Sem duavida, essa situacdo pode levar a decisfes que subestimem o prejuizo a ser causado por

esses fitopatdgenos.

Figura 13. LesOGes causadas por fitopatdgenos em tubérculos de batata observados em
microscopio estereoscopico. (A) Testemunha; (B) S. scabiei; (C) P. brachyurus;
(D) M. incognita; (E) S. scabiei + P. brachyurus; (F) S. scabiei + M. incognita;

(G) P. brachyurus + M. incognita; (H) S. scabiei + M. incognita+ P. brachyurus.
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Figura 14. LesGes causadas por fitopatogenos em tubérculos de batata observados em

microscopio estereoscopico. (A) S. scabiei, (B) M. incognita.

Figura 15. Lesdes causadas por fitopatdgenos em tubérculos de batata observados em

microscopio estereoscopico. (A) S. scabiei, (B) P. brachyurus e (C) M. incognita.

No terceiro experimento, além de analisar a inoculagéo de 5.000 individuos de
cada espécie de fitonematoide por vaso, seguindo-se a metodologia dos experimentos
anteriores com aplicacdo dos agentes causais 12 dias ap6s o plantio, também foram
adicionados tratamentos dividindo a quantidade de nematoides em duas aplicacGes, sendo que
2.500 individuos foram inoculados 12 dias apés o plantio e os outros 2.500, 25 dias ap6s 0
plantio, quando ja iniciado a fase de tuberizagéo. Esses tratamentos foram inseridos no estudo,
a fim de observar se haveria maior facilidade de penetracdo nos tubérculos e com isso maior
severidade dos sintomas. Porém os resultados se apresentaram muito semelhantes de acordo
com as medias referentes as notas dadas com base na escala diagramatica
(Figura 16).
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Figura 16. Medias das notas atribuidas as lesdes nos tubérculos, por vaso, ensaio na primavera
de 2020, segundo escala diagramatica de Andrade e colaboradores (2019), com inoculacéo
dos fitonematoides em diferentes datas. (DAP = dias ap6s plantio; T = testemunha;

S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M. incognita)

5.2.  Fator de reproducéo

Para quantificar a relacdo entre nematoides e lesdes, foi calculado o
fator de reprodugdo (FR) e foi verificado que para P. brachyurus o FR foi menor que 0,5
(Tabela 5) em todos os tratamentos analisados, portanto a cultivar Agata nesse experimento,
ndo ofereceu condicdes as populacdes de P. brachyurus de se multiplicar. Este resultado
corrobora o de Lima-Medina e colaboradores (2014) que verificaram o valor de FR=0,5 em
casa de vegetacao para P. brachyurus em Agata, mas diverge de Oliveira (2020) que observou
em campo valores de até FR=4,43 apds cem dias. Para a espécie M. incognita, o valor do FR
obtido no experimento variou de 0,53 a 1,0, muito inferior ao observado por outros autores.
Lima-Medina e colaboradores (2013) obtiveram valor de 9,8 para tubérculos cultivados em
casa de vegetacdo e Silva (2009), verificou fator de reproducdo variando de 23,9 a 31,3 em

duas épocas distintas de cultivo.
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Tabela 5. Fator de reproducdo de P. brachyurus e M. incognita raca 3, em tubérculos de

batata da cultivar Agata.

Populacéo inicial

T ratamentos 5.000 nematoides 12 *DAP 2.500 nematoides 12 *DAP
2.500 nematoides 25 *DAP
P. brachyurus M. incognita P. brachyurus M. incognita
T1 Testemunha 0 0 0 0
T2 S 0 0 0 0
T3 P 0,32 0 0,46 0
T4 M 0 1,03 0 0,94
T5 S+P 0,33 0 0,47 0
T6 S+M 0 0,53 0 1,01
T7 M+P 0,19 0,58 0,20 0,66
T8 S+M+P 0,22 0,91 0,36 0,94

*DAP = Dias ap0s o plantio.

Apesar de terem sido observados baixos valores de FR das espécies
P. brachyurus e M. incognita raca 3, foi verificado que a cultivar Agata, a qual apresentou,
nesse ensaio resisténcia a multiplicacdo dos fitonematoides, também pode ser considerada
intolerante, uma vez que os fitonematoides apresentaram capacidade de causar danos nos
tubérculos, de acordo com o conceito de Dropkin e Nelson (1960).

Para a cultura da batata, a questdo de uma cultivar ser intolerante a um
fitonematoide pode afetar diretamente a qualidade do produto a ser comercializado,
considerando que uma grande parte do que é produzido é destinado ao mercado e o
consumidor tende a rejeitar qualquer injaria na aparéncia do tubérculo. A literatura descreve
que outras culturas também podem apresentar plantas resistentes, porém intolerantes.
Oliveira e colaboradores (1999) concluiram que Coffea arabica cv. Mundo Novo e
C. canephora cv. Apoata sdo intolerantes a P. brachyurus, uma vez que, o desenvolvimento

de pléntulas foi significativamente menor mesmo com fator de reproducédo abaixo de um.
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Recentemente, Santos e colaboradores (2021) também observaram intolerancia
de duas espécies vegetais ornamentais, Asplenium nidus e Lilium speciosum ao fitonematoide
Aphelenchoides pseudogoodeyi. Além de ter sido observado baixo fator de reproducéo,
também foi constatada a necessidade de injdrias ou portas de entrada para que o dano fosse
observado nas folhas destas duas espécies.

A literatura também descreve casos de espécies ou variedades que ndo sdo
resistentes, possibilitando a multiplicacdo de fitonematoides, porém tolerantes, ndo
apresentando um dano aparente. Asmus e colaboradores (2000) citam que muitos cultivares
de milho podem ndo exibir sintomas visiveis de parasitismo mesmo sendo hospedeiros
favoraveis a M. javanica, sendo assim é de grande importancia a sele¢do criteriosa de espécies
e também de variedades comerciais a serem cultivadas em area contaminas ou utilizadas em

programas de rotacédo de cultura.

5.3.  Pesquisa com produtores de batata e pesquisadores da area de fitopatologia

Para averiguar um dos objetivos deste projeto visando a comparacdo de
sintomas causados pelos diferentes patdgenos em estudo, foi também realizada uma avaliacéo
qualitativa, na qual 22 participantes, que trabalnam com a cultura da batata ou atuam na
pesquisa em areas comuns deste estudo, classificaram através da Figura 17, quais
fitopatogenos, S. scabiei, P. brachyurus, M. incognita ou a acdo simultanea destes, foram os
agentes causais responsaveis pelos sintomas observados nos tubérculos de batata.

Os resultados obtidos indicaram que os sintomas causados por esses diferentes
patdgenos podem ser facilmente confundidos, confirmando a hip6tese levantada no presente
estudo, pois apenas 34% das respostas corresponderam ao resultado correto, associando o
agente causal a leséo apresentada. Quando considerado o acerto parcial, no qual ao menos um
dos fitopatogenos responsavel pelas lesdes foi citado, a porcentagem de acerto foi de
aproximadamente 53%. Segundo os dados apresentados na Figura 18, um dos menores
indices de acerto no diagndstico ficou no tubérculo de batata infectado com S. scabiei. O
tubérculo com elevada porcentagem de lesGes (Figura 17E) foi diagnosticado corretamente
por apenas um participante o que corresponde a 4,5% dos entrevistados, sendo que 86,4% dos
avaliadores consideraram que nesse caso, além do agente causal S. scabiei, havia também a
associacdo com um ou com os dois fitonematoides. Nesse caso, a resposta foi considerada

parcialmente correta.
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Figura 17. Imagem utilizada no questionario enviado a produtores de batata e pesquisadores
da area de fitopatologia para avaliacdo qualitativa associando os sintomas aos fitopatdgenos:
(A) P. brachyurus; (B) S. scabiei + M. incognita; (C) S. scabiei + P. brachyurus;
(D) M. incognita; (E) S. scabiei; (F) P. brachyurus + M. incognita;

(G) S. scabiei + P. brachyurus + M. incognita; (H) Testemunha.
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Figura 18. Médias percentuais de respostas corretas e respostas parciais da avaliacdo
qualitativa por meio de questionario. (T = testemunha; S = S. scabiei; P = P. brachyurus;

M = M. incognita)
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Quanto as identificacbes para os agentes causais P. brachyurus (T3) e
M. incognita (T4), as porcentagens de respostas corretas para esses fitopatdgenos foram
maiores do que a porcentagem de resposta parcial, 45,5 e 72,7%, respectivamente, 0 que
sugere maior facilidade para associagdo destes fitopatdgenos as lesdes observadas. Mas, ainda
assim ocorreram respostas associando erroneamente as lesbes, por exemplo, 31,8% dos
avaliadores consideraram que as lesdes observadas na Figura 17A, ndo foram causadas
somente por P. brachyurus e 22,7% nem mesmo considerou esse agente como causador das
lesbes. Para o agente M. incognita (Figura 17D), a porcentagem de respostas parciais foi a
menor obtida, 18,2% dos entrevistados, identificaram de forma incorreta a ocorréncia de
lesdes de M. incognita somada a algum outro agente e apenas 9,1% néo consideraram que as
lesdes foram causadas pelo nematoide das galhas.

Ainda sobre os dados apresentados na Figura 18, os resultados para 0s
tratamentos que associam mais de um agente causal (T5 = S+P; T6 = S+M; T7 = P+M e
T8 = S+P+M) mostraram o quanto pode ser dificil ter uma resposta correta sobre quais
fitopatdgenos estdo causando sintomas, se utilizado apenas diagnostico visual.
No tratamento em que foi inoculado S. scabiei + P. brachyurus (T5), apenas 18,2% das
respostas foram corretas, porem 81,8% citou ao menos um dos patdgenos.

Para o tratamento com S. scabiei + M. incognita (T6) a porcentagem de
respostas corretas foi muito baixa (4,5%), porém os avaliadores identificaram ao menos um
dos agentes causais em 86% das respostas.

Quanto a associacdo de dois fitonematoides inoculados, P. brachyurus e
M. incognita (T7), o percentual de resposta correta foi de 27,3% e de resposta parcial 59,1%.
Esse resultado indica o quanto ¢ dificil a identificacdo do agente causal quando a quantidade
de sintomas é reduzida (Figura 17F). Uma maior porcentagem de respostas corretas foi
observada quando essas duas espécies de fitonematoides foram inoculadas individualmente
(P. brachyurus 45,5% e M. incognita 72,7%) e com observacdo de sintomas mais expressivos.
Em contrapartida, no tratamento em que os trés fitopatdgenos foram inoculados (T8),
a porcentagem de respostas corretas foi de 36,4% e este resultado mostra o quanto também é

dificil identificar os agentes quando a quantidade de lesGes € elevada.
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De forma geral, concordando com Holgado et al. (2009), os sintomas causados
pelos nematoides podem ser facilmente confundidos com aqueles causados pelo agente causal
da sarna da batata. Ademais, lesdes pequenas causadas por Pratylechus spp. podem passar
despercebidas e até mesmo confundidas com lenticelas (OLIVEIRA; ROSA, 2020).

Os resultados obtidos no questionario mostraram o quanto pode ser imprecisa a
identificacdo de lesGes em tubérculos se utilizado apenas a avaliacdo visual e isso tem como
consequéncia a possibilidade de erro nas escolhas de estratégias de manejo da doenca, ou seja,
fica recomendado que, para a diagnose correta, 0 material contaminado deve ser encaminhado
para laboratérios especializados.

De acordo com Oliveira e Rosa (2020), a identificacdo confiavel do agente
causal, baseada na integracdo das técnicas classicas e moleculares, é decisiva no planejamento

de estratégias de manejo como rotacdo de cultura ou uso de cultivares resistentes.

5.4. Massa fresca e nimero de tubérculos

Nas avaliacGes de massa fresca verificou-se que a massa média dos tubérculos
em cada vaso no estudo conduzido no inverno foi até quatro vezes maior que no verdo e duas
vezes maior do que o obtido no experimento na primavera. A origem de algumas variedades
mais populares de batata cultivadas no Brasil sdo provenientes de cruzamentos gerados em
paises de regibes com clima temperado (BISOGNIN, 2012), o que pode ter influenciado
diretamente no resultado nesses ensaios.

Conforme demonstrado na Tabela 6, a testemunha (T1) referente ao ensaio no
verdo apresentou o maior valor de massa fresca obtida, estatisticamente (p< 0.05) superior aos
tratamentos inoculados com S. scabiei (T2), S. scabiei + P. brachyurus (T5) e S. scabiei +
M. incognita (T6). A média da massa referente ao T1 (testemunha) foi de 83,79 gramas (g),
quatro vezes maior que o menor valor observado no tratamento T5 (S. scabiei +
P. brachyurus) com meédia de 20 g, por vaso. Foi também possivel observar que nos
tratamentos onde foram inoculados os fitonematoides P. brachyurus (T3), M. incognita (T4),
M. incognita + P. brachyurus (T7) e S. scabei + M.incognita + P.brachyurus (T8), a
capacidade produtiva ndo foi afetada, ndo tendo sido observadas diferencas significativas

entre estes tratamentos e a testemunha.
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Tabela 6. Médias da massa fresca de tubérculos (em gramas), por vaso, nos ensaios

realizados no verdo, inverno e primavera de 2020.

Massa média dos tubérculos (g) /vaso

Tratamentos
Verdo Inverno Primavera
T1  Testemunha 83,7 *a 2125 a 103,0 a
T2 S 38,3 b 120,5 C 71,6 b
T3 P 50,2 ab 222,6 a 100,0 a
T4 M 53,9 ab 215,9 a 112,6 a
T5 S+P 20,0 b 1474 bc 68,3 b
T6 S+M 29,9 b 133,8 bc 64,6 b
T7 M+P 44,4 ab 182,1 ab 107,7 a
T8  S+M+P 43,5 ab 150,6 bc 54,0 b
CV% 48,05 22,05 18,93

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M.incognita.

Os resultados obtidos no ensaio no inverno mostraram que os tratamentos com
adicdo de S. scabiei (T2), S. scabiei + P. brachyurus (T5), S. scabiei + M. incognita (T6) e
S. scabiei + M. incognita + P. brachyurus (T8), apresentaram valores de massa fresca
menores que o0s demais, com valores estatisticos inferiores a testemunha (T1),
P. brachyurus (T3) e M. incognita (T4), os quais ndo apresentaram diferenca entre si. A maior
diferenca de massa fresca dos tubérculos obtida foi entre T3 (P. brachyurus) com média de
222,62 g e T6 (S. scabiei + M. incognita) com média de 133,85 g. Este resultado sugere que a
presenca de S. scabiei associada ou ndo a outros agentes patogénicos pode influenciar ndo
apenas na qualidade dos tubérculos, mas também na massa frescas dos mesmaos.

Os resultados referentes ao terceiro experimento na primavera confirmaram o
que foi destacado nos ensaios no verao e inverno, sendo observada menor massa fresca dos
tubérculos em tratamentos onde S. scabiei foi inoculado (Figura 19), além de comprovar que a
maior massa obtida no segundo experimento (inverno) estd associada a relacdo

clima/hospedeiro, j& que a menor média obtida no ensaio no inverno (120,5 g) foi superior as
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maiores médias obtidas tanto no periodo de verdo (83,7 g) quanto na primavera (112,6 g). E
importante considerar que nos experimentos realizados no inverno e na primavera o periodo
de exposicdo dos tubérculos aos patdgenos coincidiu com inicio da tuberizacédo, cerca de 20

dias ap6s a germinacao.

(9)
250,0

200,0 -
150,0 -
100,0 -

50,0 -

0,0 -
TL(T) T2(S) T3(P) T4(M)  T5(S+P)  T6(S+M) T7(M+P) T8(S+M+P)

B Ensaiono Verdo ®Ensaiono Inverno & Ensaio na Primavera

Figura 19. Meédias da massa fresca de tubérculos (em gramas), por vaso, Nnos ensaios

realizados no verdo, inverno e primavera de 2020.

A tuberizacdo ocorre a partir da formacédo de tubérculos nas pontas de estoldes
e a batateira precisa estar saudavel para garantir o rendimento ndo apenas em peso, mas
também em ndmero e tamanho de tubérculos. Com relacdo as avaliagbes de numero de
tubérculos produzidos, verificou-se que no periodo de verdo as médias obtidas foram muito
inferiores quando comparadas ao ensaio no inverno e proximo aos valores obtidos na
primavera (Figura 20). No primeiro experimento (verdo), verificou-se que apenas o
tratamento em que foi inoculado S. scabiei + P. brachyurus (T5) apresentou estatisticamente
(p< 0.05) um menor valor com relagdo a testemunha (T1) e M. incognita (T4), os quais

apresentaram as maiores médias quanto ao numero de tubérculos (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias do nimero de tubérculos, por vaso, nos ensaios realizados no verao,

inverno e primavera de 2020.

Ndmero médio de tubérculos / vaso

Tratamentos
Veréao Inverno Primavera
T1  Testemunha 5,8 *a 13,5 b 4,7 a
T2 S 4,3 ab 19,5 a 59 a
T3 P 3,0 ab 15,6 ab 4,4 a
T4 M 58 a 141 b 5,0 a
T5 S+P 2,3 b 17,8 ab 53 a
T6  S+M 3,6 ab 16,2 ab 57 a
T7  M+P 50 ab 14,5 b 4,9 a
T8  S+M+P 3,1 ab 19,8 a 5,6 a
CV% 41,16 21,02 25,15

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M.incognita
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Figura 20. Médias do ndmero de tubérculos, por vaso, nos ensaios realizados no verdo,

inverno e primavera de 2020.
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Os resultados obtidos no inverno divergiram do primeiro ensaio (veréo), sendo
que as menores médias observadas foram as apresentadas pela testemunha (T1) e o0s
tratamentos com M. incognita (T4) e M. incognita + P. brachyurus (T7). Estes foram
estatisticamente inferiores aos tratamentos inoculados com S. scabiei (T2) e S. scabiei +
M. incognita + P. brachyurus (T8), produzindo em média, cerca de cinco tubérculos a mais
para cada vaso.

Essa divergéncia com relacdo a maior quantidade de tubérculos em alguns
tratamentos no ensaio de inverno pode estar relacionada ao tamanho dos mesmos, sendo que
foi observada uma maior proporcéo de tubérculos com menos de 25 milimetros de didmetro
nos tratamentos em que S. scabiei foi inoculado (T2, T5, T6 e T8), consequentemente
elevando o valor obtido quanto a média de nimero de tubérculos por vaso (Figuras 21 e 22).
Esses resultados indicaram que tratamentos que mostraram maior incidéncia de lesdes,
também produziram um maior nimero de tubérculos que ndo se desenvolveram, afetando

diretamente os valores de massa fresca.
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Figura 21. Médias do nimero de tubérculos, por vaso, no ensaio no periodo de inverno de

2020. (T = testemunha; S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M. incognita).
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Figura 22. Médias do ndmero de tubérculos, por vaso, menores que
25 milimetros de didmetro no ensaio no periodo de inverno de 2020. (T = testemunha;
S = S. scabiei; P = P. brachyurus; M = M. incognita).

5.5. Avaliagdo de produtos quimicos e bioldgico comerciais na inibigdo do crescimento

da linhagem de Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) - Testes in vitro.

A avaliacdo do efeito de produtos comerciais na inibicdo do crescimento da
linhagem de S. scabiei (IBSBF 2950) foi realizada em testes in vitro como um screening para
se averiguar o efeito de nematicidas utilizados na agricultura. Esse experimento foi realizado
de forma qualitativa apenas para determinar quais produtos resultariam em resposta de
inibicdo de crescimento de S. scabiei.

Os resultados de Fluazinam 500 g/L, fungicida registrado para sarna da batata
(controle positivo), indicaram que as dosagens de 10.000, 1.000, 100 e 10 ppm apresentaram
cerca de 5 mm de halo de inibi¢do de crescimento da bactéria. Para a dosagem 10 ppm, o halo
de inibicao foi inferior aos demais, cerca de 2 mm (Figura 23). Este resultado corrobora
Ordufio-Cota e colaboradores (2011) que observaram eficacia a partir da dose de 100 ppm,
com maior efeito inibitério na dosagem de 10.000 ppm. O controle negativo no qual foi
aplicada &gua destilada esterilizada nao apresentou efeito sobre o crescimento de S. scabiei,

conforme o esperado (Figura 24).
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Figura 23. Efeito de Fluazinam 500 g/L nas doses de (1) 10.000 ppm; (2) 1.000 ppm;
(3) 100 ppm; (4) 10 ppm; (5) 1 ppm; (6) 0,1 ppm., sobre o crescimento da S. scabiei.

Figura 24. Placas com crescimento de S. scabiei e discos de antibiograma contendo agua

destilada esterilizada (Controle negativo).

Os ingredientes ativos Carbofurano 50g/kg, Cadusafés 200 g/L e
Fipronil 800 g/kg ndo apresentaram inibi¢do sobre o crescimento de S. scabiei independente
da dose testada (Figura 25).

No presente trabalho a Abamectina 18g/L apresentou potencial no teste in vitro
para inibir a esporulacdo de S. scabiei (Figura 26). O melhor resultado obtido foi para a dose
de 10.000 ppm, mas também foi observado halo de inibi¢do superior a 5 mm para as doses de
10, 100 e 1.000 ppm , superando o resultado obtido no controle positivo (Figura 26C). Porém
mais estudos precisam ser realizados para verificacdo da eficacia deste produto em casa de
vegetacdo ou em campo considerando que as avermectinas sao rapidamente degradadas, além

de oferecer risco a ambientes aquaticos. (NOVELLLI, 2010).
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Figura 25. Efeito de nematicidas sobre o crescimento da S. scabiei. (A) Carbofurano 50g/kg.
(B) Cadusafés 200 g/L; (C) Fipronil 800 g/kg. (1) 10.000 ppm; (2) 1.000 ppm; (3) 100 ppm;
(4) 10 ppm; (5) 1 ppm; (6) 0,1 ppm.

Figura 26. Efeito de Abamectina sobre o crescimento da S. scabiei. (A) Controle negativo;
(B) Controle Positivo - Fluazinam 500 g/L; (C) Abamectina 18g/L; (1) 10.000 ppm;
(2) 1.000 ppm; (3) 100 ppm; (4) 10 ppm; (5) 1 ppm; (6) 0,1 ppm.
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Ainda foi testado um produto biolégico que possui em sua composicdo duas
espécies diferentes de Bacillus, B. subtilis e B. licheniformis com concentracdo minima de
1,0 x 101 UFC/g e 200 g/kg (Figura 27). O resultado obtido pode ser considerado promissor
pois, além da observacdo de halo de inibicdo, foi possivel observar que préximo a area
aplicada ndo ocorreu esporulacdo de S. scabiei (Figura 27C). Também se verificou que a
utilizacdo de diferentes concentracdes do produto ndo afetaram o tamanho do halo, o qual foi
de aproximadamente 5 mm em todas as doses testadas. Esse resultado pode ter relagdo com o
fato do produto ser composto por organismos biolégicos, que apresentaram rapido
crescimento quando cultivado em meio de cultivo favoravel.

Considerando estes resultados, seria interessante estudos mais elaborados para
averiguar o potencial e a eficacia de diferentes concentracfes de abamectina e/ou de
B. subtilis associado a B. licheniformis em areas contaminadas por fitonematoides e sarna ou
em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo. Se a hipOtese de controle destes
fitopatogenos for verdadeira, haverd& uma op¢do de manejo dessas doengas de forma

simultanea reduzindo custos.

Figura 27. Efeito de Bacillus spp. sobre o crescimento da S. scabiei. (A) Controle negativo;
(B) Controle Positivo - Fluazinam 500g/L; (C) B. subtilis 1,0 x 10* UFC/g 200g/kg e
B. licheniformis 1,0 x 101t UFC/g 200g/kg. (1) 10.000 ppm; (2) 1.000 ppm; (3) 100 ppm;
(4) 10 ppm; (5) 1 ppm; (6) 0,1 ppm.
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CONCLUSOES

Os sintomas causados por S. scabiei e pelos nematoides M. incognita e P. brachyurus
podem ser facilmente confundidos quando as lesdes s&o iniciais e pequenas.

N&do foi observada maior porcentagem de lesbes devido a agdo conjunta dos
fitopatogenos, porém o dano pode ocorrer de forma simultanea, dificultando a
identificacdo e 0 manejo adequado.

Menor incidéncia dos sintomas de sarna foi observada nos ensaios nos periodos de
verao e primavera.

A cultivar Agata, sob as condicdes estabelecidas e avaliadas no terceiro experimento,
ndo se mostrou boa multiplicadora das especies P. brachyurus e M. incognita raga 3,
porém a cultivar pode ser considerada intolerante, uma vez que sintomas foram
observados em todos os ensaios.

A avaliacdo visual dos sintomas realizada por pesquisadores e produtores de batata
confirmou a hipotese do quanto pode ser dificil a diferenciacdo dos sintomas causados
por esses fitopatdgenos e consequentemente identificacdo dos mesmos.

A infeccdo causada por S. scabiei resultou na reducdo de massa fresca dos tubérculos.
O numero de tubérculos observados por vaso no ensaio no inverno foi maior nos
tratamentos em que S. scabiei foi inoculado, interferindo diretamente no tamanho e
massa fresca dos tubérculos.

Abamectina (produto quimico) e B. subtilis associado a B. licheniformis
(produto bioldgico) apresentaram potencial na inibicdo de crescimento de S. scabiei
(IBSBF 2950).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Muitos sdo os fatores que influenciam no desenvolvimento da batata cultivada
no Brasil, temperatura, fotoperiodo, radiacdo solar e disponibilidade hidrica sdo fatores
abioticos que influenciam a produtividade em &reas de cultivo de batata (BISOGNIN et al.,
2009), entretanto pragas e doencas também representam perdas significativas na cultura.

Streptomyces scabiei e os fitonematoides P. brachyurus e M. incognita sdo
fitopatdgenos de grande importancia e ampla ocorréncia no Brasil, entretanto ndo ha relato de
pesquisa anterior no pais que tenha avaliado a relacdo entre esses agentes causais.
Considerando o objetivo do trabalho de analisar a interagdo e comparar os sintomas causados
por esses, ficou evidente a influéncia do clima nas interacfes desses fitopatdgenos com a
cultura da batata. Foi observada a alta incidéncia de sintomas de sarna em comparacao ao
dano por fitonematoides, que apresentaram baixo fator de reproducdo, sob as condicdes
experimentais propostas, porém a cultivar Agata foi considerada intolerante uma vez que
lesdes causadas por P. brachyurus e galhas causadas por M. incognita foram observadas nos
tubérculos em todos o0s ensaios.

A avaliacdo realizada com produtores e pesquisadores corroborou os resultados
dos ensaios em casa de vegetagcdo, no que diz a respeito a necessidade de amostragem e
anélise de material contaminado por laboratorios especializados. A identificagdo visual de
fitopatdgenos em tubérculos de batata pode ser imprecisa principalmente quando a infeccao
ocorre simultaneamente, pois um dos agentes pode passar despercebido e a diagnose visual
errbnea pode colaborar com a multiplicacdo e disseminacdo dos fitopatdgenos,
consequentemente interferindo nas medidas de manejo adotadas.

A melhor forma de controle destas doencas é através do controle preventivo
evitando-se material, solo ou 4gua contaminada. Considerando a infec¢do simultdnea em uma
determinada &rea e o dificil manejo de sarna e de fitonematoides, torna-se fundamental
associar diferentes estratégias para a redugdo das populacGes desses fitopatdgenos e muita
pesquisa para compreender o manejo integrado. Cabe salientar que os nematicidas com o
ingrediente ativo abamectina ou a associacao entre B. subtilis e B. licheniformis apresentaram
potencial de inibicdo de crescimento de S. scabiei em testes in vitro, 0 que possibilita a
continuidade de estudos com futuros experimentos em vaso e campo visando 0 manejo desses

fitopatdgenos.
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