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GIUSTO, Andressa Barbosa. Tecnologia do broto como propagulo na produgao de
minitubérculos de batata-semente: Avaliagdo do ELISA na detec¢do de quatro virus
regulamentados. 2006. 128f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia da Producéo
Agricola) — Pés-Graduacéo — IAC.

RESUMO

A producao e comercializagao de batata-semente no Brasil ¢ regulamentada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Percentuais maximos de
tolerancia sdo estabelecidos para quatro virus regulamentados: PLRV, PVY, PVX e
PVS. O teste ELISA ¢ a técnica recomendada para essas avaliagdes. Considerando a
inovadora tecnologia do aproveitamento de broto, destacado de tubérculos/batata-
semente, como material de propagacao (broto/batata-semente), tornou-se necessario
responder se os resultados de ELISA determinados em tubérculos/batata-semente
correspondem com os dos respectivos brotos/batata-semente. A correlagdo entre a
detec¢do dos quatro virus regulamentados, por DAS-ELISA, em trés tecidos
correspondentes: (1) tubérculo dormente; (2) broto apical destacado; e (3) folhas da
planta-progénie, foram avaliadas (Experimento 1). Nesses experimentos utilizou-se lote
de tubérculos dormente com incidéncia superior a 50% de cada virus, exceto do PVX
(incidéncia de 25%). O resultado DAS-ELISA (405nm) da planta progénie serviu como
parametro decisivo para a presenca (acima de duas vezes a média dos controles
negativos) ou auséncia do virus nos tecidos 1 e 2. Foram adotados dois delineamentos,
sendo: (a) em blocos casualizados para os virus PLRV e PVY, com 15 tratamentos e 25
repeti¢des. Os tratamentos representaram um arranjo fatorial de trés origens de tecidos
correspondentes com 5 variedades de batata; (b) inteiramente casualizados para os virus
PVX e PVS, com 3 tratamentos e 25 repeti¢des, sendo que os tratamentos representam o
arranjo de trés origens de tecidos correspondentes com 1 variedade de batata. Para os
delineamentos, as analises experimentais via DAS-ELISA foram constituidas por 18
tubérculos dormentes. Os resultados indicaram correlacdo (p5%) na deteccdo dos virus,
nos trés tecidos comparados. Desse modo, o percentual de cada um dos quatro virus
analisados, via DAS-ELISA, em lotes de tubérculos dormentes, pode ser considerado
como indicador seguro quanto ao DAS-ELISA de brotos destacados desses lotes.
Concluiu-se que: (1) Estando os tubérculos/batata-semente com percentual de virus
dentro dos limites de tolerancia, os brotos destacados desses tubérculos apresentardo

percentual significativamente correspondente; e, com isso, (2) Torna-se desnecessaria a



avaliacado de sanidade do lote de broto/batata-semente, exceto na circunstancia de
infestacdo de insetos vetores de viroses da batata durante o periodo de brotacdo. Nesses
estudos, avaliou-se também a produtividade dos brotos, de quatro variedades de batata,
na producdo de minitubérculos/batata-sementes (Experimento 2) e desses na produgdo
de tubérculos/batata-semente (Experimento 3), sob condi¢des de telado e campo
comercial, respectivamente. Tanto os brotos como os minitiberculos foram tratados
com o fungicida Maxim® ou com o regulador de crescimento ProGibb®. No
Experimento 3, os resultados mostraram que, independente do tratamento quimico, as
variedades estudadas n3o mostram diferenga significativa na producdo total de
tubérculos em relagdao ao controle sem tratamento. No Experimento 2, houve diferenga
significativa (p.5%) na produ¢do em funcdo da interacdo variedades/tamanho do broto
estudado. Os resultados sustentam a alternativa do broto/batata-semente, tanto no
aproveitamento deste quando descarte de lotes de tubérculo/batata-semente basica como
na importagdo direta, os resultados obtidos contribuem para a inclusdo definitiva da

nova tecnologia do broto/batata-semente, nas normas oficiais de certificagao.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., DAS-ELISA, PLRV, PVY, PVX, PVS.



GIUSTO, Andressa Barbosa. The sprout technology for seed-potato minituber
production: Evaluation of ELISA in dormant-tuber x sprout x plant progeny leaf
tissues for detecting regulated viruses. 2006. 128f. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia da Producdo Agricola) — Pés-Graduacao — IAC.

ABSTRACT

Detached sprouts from high grade seed-potato tuber stocks, mainly from the
annually imported basic lots, have been moved from discarding dumpers to aphid-proof
screen houses, planted as seed-potato propagating material. This shifting has resulted in
an innovative technology to produce high grade (“pre-basic”), virus-free seed-potato
minitubers. In a recently revised seed-potato production and commercialization
normative, the Brazilian Ministry of Agriculture has considered, for the first time, the
use of sprouts detached from basic tuber/seed-potato as propagating material
(“sprout/seed-potato”). In the normative, four main potato viruses: PLRV; PVY; PVX;
PVS, have tolerance rates established and tuber-ELISA samples, from each seed-potato
lot, indexed. In order to know whether or not the tuber-ELISA sample evaluation, for
the four mandatory tested viruses, would correspond with the incidences in detached
sprouts this thesis research was carried out aiming (Experiment 1) to determine ELISA
correlation between detection of the four regulated viruses in tissues of: (1) dormant
seed-potato tubers versus (2) respectively detached sprouts; and (3) plant progeny
(daughter) leaves. The leaf-ELISA results were taken as conclusive for the virus
(infection) presence. Seed-potato tubers, used for theses studies, were selected from
dormant-tubers samples that had shown at least 50% detection for each of the four virus
except PVX (25%), as determined on routine tuber/seed-potato ELISA evaluations, at
the “APTA-IAC/CPD-Fitossanidade/Laboratorio de Viroses da Batata”. For result
analyses, two delineations were applied: (a) random blocks (composed of 18 dormant
tuber samples each) for viruses PLRV and PVY, with 15 treatments and 25 repetitions,
with each treatment representing a factorial arrangement of the three corresponding
tested tissues (1,2 and 3), with 5 potato varieties; (b) entirely randomized samples (18
dormant tubers each) for viruses PVX and PVS, with 3 treatments and 25 repetitions,
while the treatments represent the arrangement of three corresponding tissue of one
potato variety. The results indicated that a statistical correlation (Tukey test, p 5%),
exist among the antigen detected for each virus in the three compared tissues. Therefore,

the percentage for each one of the four analyzed viruses, as determined in a particular



dormant tuber-ELISA, can be accepted and considered representative of the percentage
that their detached sprouts would show if indexed by ELISA. Based on these results, it
is possible to accept that tuber seed-potato stocks, meeting the tolerance rates for the
four regulated virus would not show a significantly different rate when compared with
that in its detached sprouts. Therefore, additional sprout-ELISA sample analyses for
determining incidence of the same four regulated virus could be not necessary.
Exception would be in particular circumstances, such as virus insect vector presence in
sprouted tuber seed-potato stocks. In addition to the above studies, two other
experiments were carried out. In Experiment 2, the sprout performance of four currently
most grown potato varieties were evaluated as to its minituber productivity under aphid-
proof screen house conditions; and in Experiment 3, the evaluations were focused on
minituber performance in commercial seed-potato field conditions. In either experiment,
both sprouts and minitubers were treated with a fungicide trade named Maxim® or with
a growth regulator trade named ProGibb®. In Experiment 3, regardless of treatment
applied to the minitubers, the results shown no significant differences (p 5%) on total
tuber/seed-potato production among the studied varieties, as compared to not treated
control plots. In Experiment 2, significant minituber yield differences (p.5%) were
observed as a function of variety/sprout-size. Based on these theses results, the
alternative sprout/seed-potato system can be considered a feasible and suitable

innovative technology for high grade, virus-free minituber/seed-potato production.

Key words: Solanum tuberosum L., DAS-ELISA, PLRV, PVY, PVX, PVS.



1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) ¢ uma das culturas mais afetadas pelas
moléstias de virus. Contribuem para isso os seguintes fatores principais: elevado
potencial de indculo representado por plantas hospedeiras, cultivadas ou de vegetacao
espontanea; presenga de populacdo de vetores praticamente durante todo o ano;
dificuldade de reconhecimento de sintomas primarios ou da infec¢do da estagdo corrente
causados pelos virus sob condi¢des de campo, principalmente em fins de ciclo; e
propagagdo vegetativa por tubérculos contribuindo, como regra, para a perpetuacgao via
tubérculos-filha (batata-semente) da maioria dos virus que afetavam a planta-mae,
resultando no actimulo de virus e impedimento, pelas normas de certificagdo, o
continuado uso de parte da produgdo como batata-semente para o plantio seguinte. Este
ultimo fator € o responsavel pela rapida degenerescéncia do estoque basico de batata-
semente, seja de origem importada ou nacional. Esses estoques sdo geralmente de boa
sanidade inicial e se enquadram nas normas oficiais de produ¢do, editadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), como a vigente
Instrucao Normativa N° 12, de 10 de junho de 2005.

Mesmo quando plantados sob normas de certificacdo fitossanitaria, lotes de
batata-semente, com alta sanidade inicial plantados sob sistemas de cultivo altamente
tecnificado e, portanto recebendo protecdo fitossanitaria intensiva, o desafio da rapida
degenerescéncia continua a ser fator limitante na producdo de batata-semente brasileira.
A limitacao para apenas 3 ou 4 geragdes ou multiplicagdes sucessivas, sob condi¢oes de
campo, faz com que o pre¢o do insumo batata-semente de alta sanidade, livres de virus,
seja superior a 35% dos custos da producdo, o que representa 2 a 3 vezes acima dos
paises da Europa e América do Norte, onde esse fator de degenerescéncia ocorre de
forma mais lenta.

No Brasil, a bataticultura enfrenta, de forma bastante expressiva, o impacto das
moléstias causadas particularmente por dois virus, o Potato leafroll virus (PLRV) e o
Potato virus Y (PVY), este tltimo merece destaque atualmente, por apresentar variantes

exoticas, como o pvyN™

que estd presente nos principais estados produtores, porém
ndo era relatado no territdrio nacional ha até poucos anos atras.

O PLRV e o PVY sdo, em geral, disseminados rapidamente nas culturas quando
o meio oferece condi¢des favoraveis a multiplicacdo dos afideos vetores. Porém, na

legislacdao brasileira outros dois virus sao também restritos e regulamentados: Potato



virus X (PVX) e Potato virus S (PVS). Esses dois ultimos virus sdo geralmente
considerados de pouca significancia econdmica além de dificil reconhecimento visual
em campo ¢ de rapida re-contaminag¢ado pela eficiente transmissao por contato mecanico.
Sao considerados raros no Brasil e praticamente ausentes nos campos de produgdo de
batata-semente certificada. Entretanto, estdo presentes como componentes normais em
estoques basicos de batata-semente de algumas variedades mais suscetiveis,
principalmente as produzidas em paises da América do Norte, exportadores de batata-
semente para o Brasil.

Buscando reduzir custos com qualidade na obtengdo de estoques basicos de
batata-semente livres de virus, diferentes sistemas de producao de batata-semente basica
(ou pré-basica), dentro de ambiente protegido (telados anti-afideos) vém sendo
praticado no Brasil. Esses sistemas visam produzir grandes quantidades de batata-
semente livre de virus a fim de reduzir o nimero de multiplicagdes sucessivas, isto &, de
plantios em campo para aumento do lote de batata-semente certificada. Entretanto,
devido ao alto custo envolvido em todo processo, desde a obtencdo do propagulo até o
produto final (estoque de batata-semente livre de virus), esses sistemas ainda limitam-se
a poucos produtores. Pelo plantio em alta densidade, visando aproveitamento de
espagos, os lotes de batata-semente bdasica produzidos nesses sistemas sao
genericamente denominados de ‘minitubérculos’.

Entre os sistemas de producdo de minitubérculos no Brasil, predomina ainda o
de plantulas oriundas de laboratérios de cultura de tecidos, transplantadas e
aclimatizadas dentro de telados anti-afideos.

Na demanda de um sistema de produgdo de minitubérculos a baixo custo, mas
com alta qualidade sanitaria e de relativa simplicidade de produg¢do, surgiu a tecnologia
de aproveitamento dos brotos como propagulos para a producdo de minitubérculos.
Esses brotos sdo destacados de tubérculos de batata-semente de alta sanidade (classe
basica importada ou nacional). A pratica da desbrota ¢ rotineira e visa eliminar a
dominancia apical dos brotos nos tubérculos/batata-semente, induzindo a emergéncia de
maior nimero de brotos de forma mais homogénia. Conseqiientemente, obtém-se maior
numero de hastes por planta-cova, o que resulta em maior nimero de tubérculos-filha,
por unidade de batata-semente.

Ja ha alguns anos, toneladas de brotos que sempre tiveram como destino o
descarte (lixo), vém sendo utilizados como material de propagacdo, produzindo

minitubérculos de alta sanidade e livres de virus, sob condi¢des de telado anti-afideos.



A técnica do broto para produgdo de minitubérculos de batata-semente
(broto/batata-semente) ¢ uma tecnologia ja comprovada na pratica em termos de
eficiéncia do ponto de vista fitossanitario; simplicidade de execu¢do; e baixos custos
operacionais. Por isso, tem apresentado crescente interesse no segmento da producao de
estoque basico de batata-semente ao nivel de pequenos e médios produtores. Essa
tecnologia vem se expandindo, com resultados de produtividade em campo semelhante
aos de minitubérculos produzidos em outros sistemas.

Mais recentemente, as vantagens que a tecnologia do broto/batata-semente
oferece quando comparado com o sistema convencional de tubérculo/batata-semente,
vém sendo considerada, no que se refere a possibilidade de se substituir a
movimentagdo (exportacao-importagdo) de estoques basicos de batata-semente na forma
convencional de tubérculos de batata-semente para apenas brotos. Dessa forma, a
tecnologia do broto/batata-semente apresenta-se promissora na diminui¢do dos custos
com transporte de batata-semente, dos gastos com importagdao anual desse insumo e no
risco da movimentagdo/introducdo/disseminacdo de microorganismos de solo
(geralmente associados a movimentacdo de batata-semente na forma de tubérculos
inteiros).

Foi visando responder as questdes sobre a possibilidade e eficacia de detecgao
das principais viroses da batata-semente em amostra de brotos, quando destinados a
producdo de minitubérculos, conforme regulamentado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, para produgdo de batata-semente (IN - N° 12), que o presente
trabalho procurou avaliar a eficiéncia do teste de imunodiagnose (DAS-ELISA) para
lotes de brotos destinados a producao de minitubérculos com certificado fitossanitério.

O trabalho foi conduzindo visando os seguintes objetivos:

Avaliar a correlagdo da detec¢do dos quatros virus regulamentados para a
producdo de batata-semente: Potato leafroll virus (PLRV), Potato virus Y (PVY),
Potato virus X (PVX) e Potato virus S (PVS), por DAS-ELISA, em trés tecidos
correspondentes a cada tubérculo: tubérculo dormente, broto apical destacado e folhas
da planta progénie.

Avaliar a nova tecnologia do broto/batata-semente em vista a produtividade
tanto na fase de broto produzindo minitubérculos dentro de ambiente protegido, como

na fase de minitubérculo produzindo tubérculos em campo comercial.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Batata, um alimento universal

A batata (Solanum tuberosum L.) ¢ a cultura oleracea mais importante ndo s6 no
Brasil como em todo o mundo. E umas das culturas que desempenham importante papel
na nutrigio humana, sendo uma das fontes de subsisténcia da populagio. E considerada
a quarta fonte alimentar da humanidade, situando-se logo apds o trigo, milho e arroz
(HAWKES, 1993; PEREIRA & DANIELS, 2003).

Entre os brasileiros, a batata ndo constitui um alimento basico para a populagao,
como ocorrem entre 0s europeus, norte-americanos € em muitos outros povos latino-
americanos (LILJEBERG, 2002). Assim, enquanto hd paises europeus nos quais o
consumo anual médio por pessoa supera os 100 kg, no Brasil ndo atingem 6 kg
(FUNDACAO IBGE, 2005). O grosso da produgio é adquirido na forma natural e
preparado na cozinha doméstica, em restaurantes, bares e lanchonetes. Mesmo
atualmente, ainda ¢ minima a parcela do consumo constituida por produtos
industrializados de batata, embora venha crescendo nos ultimos anos, oferecendo boa
oportunidade a industria (MACHADO, 2005; SHYMOYAMA, 2003).

A batata possui uma série de nutrientes importantes para fungdes vitais do
organismo que estdo relacionadas com a prevencao e tratamento de doengas. Possui um
perfil protéico favoravel a sua utilizagdo pelo organismo, sendo considerada de bom
valor biolégico. Faz parte de uma dieta balanceada, sendo fonte importante de
carboidratos, fibra alimentar, potassio, além de outros nutrientes. Apresenta ainda um
baixo teor de lipideos e ¢ isenta de colesterol (ACEVEDO & BRESSANI, 1989;
BEHALL et al., 1989; CHAMP & FAISANT, 1996; FREITAS, 2001; PEREIRA et al.,
2005).

A batata quando (A) crua, (B) cozida ou (C) frita, segundo dados de FRANCO
(1992); IBGE (1997); UNICAMP (2005), um tubérculo de 100g contém: (A) 78,5 (B)
85,3 (C) 274,0 Kcal de Calorias; (A) 1,8 (B) 2,0 (C) 4,3 g de Proteinas; (A) 17,6 (B)
19,1 (C) 36,0 g de Carboidratos; (A) 0,1 (B) 0,1 (C) 13,2 g de Lipideos; (A) 0,0 (B) 0,0
(C) 0,0 mg de Colesterol; (A) 543,0 (B) 394,0 (C) 305,5 mg de Potassio; (A) 69,0 (B)
56,0 (C) 89,0 mg de Fosforo; (A) 6,0 (B) 4,0 (C) 4,65 mg de Sddio; (A) 0,26 (B) 0,30
(C) 0,25 mg de Vitamina B6; (A) 12,8 (B) 10,0 (C) 8,28 mcg de Folato; (A) 19,7 (B)
13,0 (C) 6,88 mg de Vitamina C; e (A) 1,6 (B) 1,8 (C) 1,21 g de Fibra.



Perante os dados apresentados, segundo PEREIRA et al. (2005), uma dieta com
batata contém importante fonte de carboidratos 1til em varios processos de controle e
manutengdo da saude, apresentando alto indice de saciedade. E importante considerar o
modo de preparo deste alimento para melhor beneficio nutricional. Assim, a batata
cozida teria sua ingestao mais recomendada que outros modos de preparo. Salienta-se a
facilidade de preparo, os aspectos culturais relacionados com a sua aceitacdo e ainda a
importancia da desmistificacdo da batata como alimento que engorda e como sendo
prejudicial a satide. Desta forma, podemos tirar proveito dos beneficios nutricionais e
funcionais que esse tubérculo pode nos oferecer.

Num mundo em que a populagdo cresce, com incremento maior justamente em
regides de menor desenvolvimento, inclusive agricola, a batata tem ainda muita

contribui¢do a dar, continuando na sua missao de alimentar & humanidade.

2.2 Importancia econémica e social da batata

A bataticultura reveste-se de grande importdncia econdmica e social, com
intensa utilizagdo de mao-de-obra, contribuindo significativamente para o mercado de
trabalho (AGRICULTURAL, 1998; SA, 2001). No Brasil, a produgio de batata ja foi
considerada uma cultura de pequenos produtores, que utilizava principalmente a mao-
de-obra familiar, sobretudo no sul de Minas Gerais, maior produtor do pais. Somando-
se a producdo dessa regido mais a de outros tradicionais estados produtores, como Sao
Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, t€ém-se 90% da producao nacional. No entanto, o que
se observa na cadeia agroindustrial da batata ¢ uma grande mudanga em relacdo ao
mapa da produgdo nos ultimos anos. Essa alteracdo foi possibilitada pelos avangos
promovidos pela tecnologia e implementagdo de novas variedades, bem como pela
mudanca fundiaria e de gerenciamento das propriedades. Novas regides produtoras
surgiram no novo mapa produtivo, destacando-se os estados de Goiés e da Bahia, onde
grandes produtores se firmaram e ja influenciam tanto na oferta nacional quanto no
comportamento dos precos (ZEIRO & DELEO, 2003; SHIMOYAMA, 2004).

O Produto Interno Bruto da cadeia produtiva da batata, envolvendo a geragdo de
renda ao longo da cadeia até a comercializa¢do final ao consumidor, foi estimado em
1,3 bilhdes de dolares, anualmente (CAMARGO FILHO, 2001). Em termos sociais, no
meio rural brasileiro estima-se que sdo gerados 40.000 empregos diretos ¢ 120.000

indiretos; além desses, mais 80.000 empregados durante a comercializacdo. Esta ¢ a



situagdo atual, entretanto, ¢ viavel expandir o consumo interno de batata em 50%, desde
que os precos se tornem estdveis e haja estimulo ao consumo de produtos

industrializados (CAMARGO FILHO, 2001; CHOER, 2003).

2.3 Producéo: &rea cultivada, produtividade, mercado

A producdao mundial de batata, em 2004 atingiu o total de 328,866 milhdes de
toneladas em uma area de 19,132 milhoes de hectares. O Brasil contribui com menos de
1% dessa producao mundial: 2,892 milhdes de toneladas em uma area de 138,6 mil
hectares. A produtividade da batata brasileira 20.865 kg/ha superou a produtividade
média do mundo em 21,3% (FAO, 2005; [IUAMATO, 2005).

No mercado internacional, o movimento das importagdes e exportacdes da batata
brasileira, nos ultimos 10 anos (1994 — 2004), vem apresentando flutuagdes
significativas. No ano de 1994 as importacdes foram de 212.062.710 kg e as
exportagdes foram de 49.004 kg, o que representou US$ 32 milhdes em evasdo de
divisas. Ja no ano de 2004 as importagcdes foram de 115.765.616 kg e as exportagdes
foram de 262.691 kg, o que representou US$ 60 milhdes em evasdo de divisas.
Comparando os anos de 1994 e 2004 verificou-se que as importacdes tiveram pouca
reducdo 45%. Essas variagdes sdo sensiveis a pequenas valorizagdes do real em relagao
ao dolar americano, acarretando um super abastecimento do mercado interno com a
batata de outros paises (VILELA et al., 2005).

Em decorréncia desse comportamento, entre 1994 a 2004, as importagdes,
relacionadas com o alimento batata, foram responsaveis por aproximadamente US$ 641
milhdes de gastos em divisas brasileiras. Os maiores volumes de importagao foram de
batatas preparadas, conservadas e congeladas (76,8%), sendo seguido pelas batatas
frescas (17,6%) e batata-semente (2,1%). Dividindo-se a safra brasileira total de batata
pela populagio de 182.957 mil habitantes, registrada pela FUNDACAO IBGE (2004),
obtém a disponibilidade per capita da producdo de 15,808 kg/habitante. Neste aspecto
consumo, em relacdo a disponibilidade de 15,808 kg/habitante, quando comparada as
pesquisas de orgamento familiar realizadas pela FUNDACAO IBGE (2005), obtém-se
um consumo anual de 5,271 kg/habitantes. Esse consumo ¢ quase 18 vezes menor que
da populacao norte-americana e européia (CEAGESP, 1998). Essa comparacao esta
associada em parte a maior diversidade do Brasil e disponibilidade de fontes de

carboidratos, mas também revela o potencial de aumento de participacdo da batata na



alimentagao brasileira (GODOY, 2001; BOTEON et al., 2005).

O custo médio da producao, em 2004, foi de R$ 13.666,00/ha (AGRIANUAL,
2004). Considerando o valor do doélar médio em 2004 de R$ 2,9259, cada hectare
cultivado com batata custou US$ 4.670/ha. Esse custo de produgdo é superior ao de
paises da Europa e da América do Norte. Esse fato estd associado em grande parte,
cerca de 40%, ao insumo batata-semente de alta sanidade em decorréncia de elevados
gastos com defensivos no controle principalmente de viroses transmitidas por insetos
vetores presentes o0 ano inteiro, situacdo oposta a dos paises produtores no hemisfério

norte (REESTAMAN, 1970; HIRANO, 1998).

2.4 Batata-semente: viroses, legislacdo e tecnologia de producéo brasileira

Entre as viroses causadoras de degenerescéncia da batata-semente importada, as
de maior importancia econdmica sdo as transmitidas por afideos (PUTTEMANS, 1934;
1935; COSTA, 1965; CUPERTINO, 1972; YUKI, 1982; SOUZA-DIAS, 1983ab;
ANDRADE & FIGUEIRA, 1991; SLACK; 1993; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d),
pois resultam na necessidade de renovacdo do estoque bésico, isto ¢, na compra
periddica, a cada 2 ou 3 ciclos, de lotes de batata-semente de alta sanidade, livre ou
com baixo indice de viroses (YUKI, 2002; SOUZA-DIAS, 2002a).

No Brasil, houve a necessidade de se estabelecer um programa de certificagao
de batata-semente a partir da década de 1930, quando foi verificada a importancia das
moléstias causadoras de degenerescéncia da batata-semente. O estoque basico de batata-
semente nacional sempre foi, historicamente, suprido pela importacdo anual desse
insumo, chegando a gastos de divisas equivalente a 15 ou 20 milhdes de dolares durante
a década de 80, com importa¢do de quase 500 mil caixas de 30 kg por ano (SOUZA-
DIAS, 2000a).

Atualmente, com os conhecimentos sobre epidemiologia e controle das viroses,
bem como de programas oficiais de certificagdo da produgdo de batata-semente no pais,
com conscientizagdo mais generalizada da necessidade de aplicagdo de técnicas de
monitoramento de viroses a cada ciclo de producdo, a dependéncia do estoque basico
importado vem sendo bastante reduzida.

Nos ultimos cinco anos, a importagdo anual de batata-semente no Brasil tem
variado entre 8,6 a 2,4 mil toneladas. Considerando o valor médio de US$ 35.00/caixa

de 30 kg, o dispéndio em divisas do pais com a importagdo tem sido de US$ 3 a 9 mi-



lhdes/ano (AGRIANUAL, 2004).

De acordo com Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, a
legislagdo (Instru¢do Normativa N° 12, de 10 de junho de 2005), prevé percentuais de
tolerancias para os diferentes virus e categorias de batata-semente nacional:

= PVX — Basica, 2,0 %; Certificada de 1* Geracao, 3,0 %; e Certificada de 2*

Geracgao, 5,0 %;

» PVY — Basica, 3,0 %; Certificada de 1* Geracao, 6,0 %; e Certificada de 2°

Geragao, 8,0 %;

» PLRV — Basica, 2,0 %; Certificada de 1* Geracao, 5,0 %; ¢ Certificada de 2*

Geragao, 6,0 %; e

= PVS — Basica, 2,0 %; Certificada de 1* Geragao, 3,0 %; e Certificada de 2°
Geragao, 5,0 %.

Referida Instru¢do Normativa prevé também tolerancia maxima total na
porcentagem de viroses para a produgdo de batata-semente: Categoria/Tolerancia —
Basica — 4,0 %; Certificada de 1* Geragao — 8,0 %; e Certificada de 2* Gera¢do —a

12,0 % (BRASIL, 2005).

Quanto ao uso do “broto” como propagulo, ou material de propagacao
vegetativo para produ¢do de minitubérculos de batata-semente, recentemente, a
Comissdo Técnica da Batata, em sua mais recente revisdo sobre ‘normas gerais para
certificagdo de batata-semente’, a Instru¢do de Servico CSM/DFIA/DAS/MAPA — N°
2/05, de 19 de abril de 2005, editada pela Coordenacdo de Sementes ¢ Mudas —
(MAPA), considerou, pela primeira vez, com énfase e destaque, a possibilidade de
utilizagdo de broto como batata-semente, conforme se 1€: ““...quando se tratar de broto,
este pertencerd 4 categoria do tubérculo que originou” (BRASIL, 2005; SOUZA-DIAS,
2006).

Segundo SOUZA-DIAS & COSTA (1985), desde 1980 vém trabalhando,
demonstrando e registrando a contribuicdo do aproveitamento do broto destacados de
lotes de batata-semente basica importada, de alta sanidade, como semente. Entretanto,
somente nos ultimos 10 anos, ¢ que o descarte dos brotos, vem deixando de ocorrer, isto
¢, de ser jogado no lixo e passando a ser plantados dentro de telados. Nota-se uma
conscientizacdo maior € um comportamento inédito do bataticultor brasileiro (SOUZA-

DIAS, 2006).



2.5 Etiologia e sintomas dos virus regulamentados para a producdo de batata-

semente nacional

1. Enrolamento da folha da batateira — Potato leafroll virus — PLRV

O PLRYV, pertence ao género Polerovirus e a familia Luteoviridade. Apresenta
particulas isométricas , com 24nm de didmetro e tem como 4cido nucléico o RNA de
fita simples, com aproximadamente 5,6 kb (HARRISON, 1984; WATERHOUSE, et al.,
1988; SALAZAR, 1996; D’ARCY et al., 1999).

Em plantas de batata, os sintomas morfologicos causados pelo PLRV podem ser
de dois tipos: os provenientes de infeccdo na estacdo corrente, chamados primarios, e os
provenientes de tubérculos contaminados oriundos de plantas infectadas na estacdo
anterior, chamado secundarios (WILSON & JONES, 1993; FIGUEIRA, 1999;
ROBERT, 1999; SOUZA-DIAS, et al., 1990; RAGSDALE et al., 2001; SOUZA DIAS,
2004a).

A infec¢do primaria pode ocorrer na fase de brotos da batata-semente (nas
caixas, antes do plantio) ou nas plantas recém-emergidas (3 a 5 cm de altura, com trés
ou quatro foliolos). Os sintomas primarios aparecem nas folhas jovens, no topo da
planta, que mostra folhas mais eretas e as bordas dos foliolos enroladas para cima
(SOUZA-DIAS et al., 1983a; SALAZAR, 1996). Estes ficam quebradigos, com uma cor
amarelo palido, e algumas cultivares de batata podem reagir com epinastia € um
arroxeamento ou avermelhamento das bordas dos foliolos. Se a infec¢do primaria
ocorrer no final do ciclo, a planta pode ndo mostrar nenhum sintoma (JEFFRIES, 1998).
Existe, caso de sintomas primdrios, onde as plantas sdo severamente afetadas, infectadas
logo no inicio do ciclo da cultura, podendo apresentar alteragdes semelhantes as
observadas nos sintomas secundarios (SALAZAR, 1996; FIGUEIRA, 1997;
RAGSDALE et al., 2001; SOUZA-DIAS, 2004a; SOUZA-DIAS & IAMAUTI; 2005d).

A expressdo de sintomas pode ocorrer em fun¢do da insolagdo e idade da planta,
geralmente aos 20 — 30 dias ap6s a emergéncia. Os sintomas secundarios ocorrem
principalmente nas folhas inferiores e as demais folhas formam um angulo agudo em
relacdo a parte superior da planta, que fica enfezada, com internddios curtos e maior
ramificagcdo, produzindo tubérculos pequenos e escassos e apresentando, em alguns
casos, clorose, arroxeamento das bordas dos foliolos e necrose dos vasos proximos do

estoldo (DE BOKX et al.,, 1996). Na infec¢do secundaria a doenca ¢ sempre mais



severa, mesmo nao sendo tdo pronunciada no topo da planta, como ocorre na infec¢ao
primdria (SALAZAR, 1996; FIGUEIRA, 1997; RAGSDALE et al., 2001; SOUZA
DIAS, 2004a; SOUZA DIAS & IAMAUTI; 2005a).

Em plantas de batata, os sintomas citologicos do PLRV provenientes de infec¢ao
em estacdo anterior (infec¢do secundaria), mostram uma necrose na regido dos tubos
crivados e nas células companheiras, na por¢do da haste localizada logo acima do
tubérculo. As células afetadas pelo PLRV mostram um tipo de goma amarelada, que
lembra lignina ou suberina, e que aparece nas paredes celulares e no limen das células
que sofreram colapso. As células do parénquima ficam hipertrofiadas, comprimindo as
células necrodticas. A necrose do floema caminha tanto em direcdo ao topo como em
direcdo as raizes e também aparece antes dos sintomas externos se tornarem visiveis. Ja
as infecgdes primarias, a necrose caminha primeiramente em dire¢do ao topo, de modo
que, em alguns casos, € possivel perceber o ponto de infeccdo pela posicdo em que
comega o enrolamento das folhas. Uma grande quantidade de calose ¢ depositada nos
tubos crivados do floema de peciolos, hastes e tubérculos infectados (DOUGLAS, &
PAVEK, 1972; HADIDI et al., 1993; SALAZAR, 1996; FIGUEIRA, 1997; KITAJIMA
etal., 1997; D’ARCY et al., 1999; RAGSDALE et al., 2001).

A relagdo virus-vetor do PLRV nao ¢ transmitida mecanicamente através do
suco de plantas infectadas. Sua transmissao s6 € possivel através de afideos vetores e ¢
do tipo persistente circulativo, ndo propagativo (VAN DEN HEUVEL et al., 1991b;
VAN DEN HEUVEL et al., 1993; VAN DEN HEUVEL et al., 1994; SOUZA-DIAS,
2004a). Uma das caracteristicas que distinguem os luteovirus ¢ o alto grau de
especificidade com os vetores. Ainda que mais de 20 espécies de afideos tenham sido
relatadas como vetores, cada virus s6 ¢ transmitido por uma ou poucas espécies (CLAY,
et al., 1996; GARRET et al., 1996; GILDOW, 1999; ROBERT & BOURDIN, 2001).

Os virus para serem adquiridos precisam ser ingeridos por afideos, alimentando-
se nos tecidos do floema infectado, o que exige um tempo maior para aquisicdo e
transmissdo do que o requerido por outros tipos de virus (VAN DEN HEUVEL, 1991a).
Os luteovirus sdo transportados através do epitélio do proctodacum e liberados na
hemocoel (GARRET et al., 1993). Ainda que o reconhecimento de luteovirus, que
regula a obtencdo do virus, se dé€, provavelmente no proctodaeum, pouca seletividade
ocorre neste sitio (GILDOW & GRAY, 1993). O tempo necessario para aquisi¢cao ¢
variavel, dependendo da estirpe do virus, do inseto vetor e da planta hospedeira. Os

dados existentes na literatura sao variaveis, relatando um tempo minimo de aquisi¢ao



desde 2 minutos até 4 horas (THOTTAPILLY et al., 1977, WATERHOUSE et al.,
1988; COSTA, 1998; ROBERT & BOURDIN, 2001).

O Myzus persicae pode adquirir o PLRV de uma planta infectada num periodo
tdo curto como dois minutos (LEONARD & HOLBROOK, 1978; ROBERT &
BOURDIN, 2001). O contetdo de luteovirus e a eficiéncia de transmissao do virus pelo
inseto aumentam com o periodo de aquisicdo (GRAY et al., 1991; POWER & GRAY,
1995) até um tempo 6timo depois do qual a eficiéncia de transmissdo se torna constante.
Para o PLRV esse periodo foi de 5 a 7 dias (TAMADA & HARRISON, 1981;
SALAZAR, 1996). Para a maioria dos luteovirus, é possivel se conseguir uma
transmissao eficiente com um periodo de aquisi¢ao e de inoculagao igual ha 24 horas
(WATERHOUSE et al., 1988; KOSTIW, 1991).

O periodo de laténcia, compreendido pelo tempo necessario para que o afideo
comece a transmitir o virus, apds a sua aquisi¢do, também nao é muito constante,
podendo variar de um para outro virus (SYLVESTER, 1980). TANAKA & SHIOTA
(1970) encontraram um periodo de laténcia para o PLRV, em seu inseto vetor, varidvel
entre 12 e 54 horas. Esse periodo pode ser também influenciado pela temperatura,
aumentando quando esta diminui. SYLLER (1994), apesar de ter observado que o
conteudo de virus em afideos que se alimentaram a 27 °C era menor que o daqueles que
se alimentaram a 15 °C, ndo notou nenhuma influéncia dessas temperaturas no periodo
de laténcia do virus. O periodo de laténcia ¢ um parametro dificil de ser estimado,
sujeito a muitas variagdes; portanto autores t€ém optado por trabalhar com o periodo
médio de laténcia chamado LPso (VAN DEN HEUVEL et al., 1991b; VAN DEN
HEUVEL et al., 1993).

Alguns trabalhos ja mostraram que os vetores que sdo injetados com hemolinfa
de outros vetores viruliferos (contendo particulas de PLRV) sdo mais infectivos e tém
um periodo de laténcia mais curto dos que se alimentam em plantas infectadas
(SUGAWARA et al., 1974; SALAZAR et al., 1995; ROBERT & BOURDIN, 2001),
indicando que a passagem das particulas do intestino posterior do inseto (proctodéu)
para o sistema salivar, via hemolinfa, provavelmente seria a rota normal para as
particulas que seriam transmissiveis para a planta (TAMATA & HARRISON, 1981;
SYLLER, 1994; GILDOW, 1999). Portanto o periodo de laténcia deveria estar
associado ao tempo gasto pelo virus, apds ser ingerido pelo inseto, para chegar a sua
rota final dentro do afideo, o duto salivar, de onde ¢ ejetado nos tecidos da planta

(GILDOW & GRAY, 1993; NOVY et al., 2002).



O pulgao Macrosiphum euphorbiae é altamente ineficiente para transmitir o
PLRV quando injetado com hemolinfa contendo particulas, o que ndo ocorre com
Myzus persicae (HARRISON, 1958; PETERS, 1967, HOLBROOK, 1978; YUKI, 1982;
DE BOKX, 1987; ROBERT & BOURDIN, 2001). Entretanto, apds se alimentar em
plantas infectadas, uma quantidade razoavel de particulas pode ser detectada em M.
euphorbiae (TAMADA & HARRISON, 1981, TERRADOT et al.,, 1999). Essas
observacdes sugeriram primeiramente que a especificidade virus-vetor seria
determinada ndo propriamente pela falha do vetor em adquirir o virus e que a maior
barreira ndo estaria no intestino do inseto, mas sim na eficiéncia das glandulas salivares
acessorias (GILDOW & ROCHOW, 1980). TAMATA & HARRISON (1981)
sugeriram primeiramente que a especificidade virus-vetor depende de trés fatores
principais: a) restri¢do de particulas de virus no floema; b) habilidade das particulas
virais em passar da hemolinfa para a saliva; e c) estabilidade da particula viral no
intestino, na hemolinfa e na saliva do inseto.

Outros fatores que poderiam interferir na transmissibilidade dos luteovirus
através do vetor t€m sido investigados (VAN DER HEUVEL et al., 1993; JOLLY &
MAYO, 1994; WANG et al., 1995). VAN DER HEUVEL et al. (1994) investigaram a
influencia de uma bactéria endossimbiodtica do género Buchnera na transmissdo do
PLRYV através do pulgdo Myzus persicae. Esses autores sugeriram que essa bactéria
teria um papel fundamental na determinacdo da natureza de persisténcia do virus no
vetor, e que a proteina denominada simbionina seria um ponto chave para essa
interacdo. Também existem evidéncias recentes que sugerem a possibilidade de moscas
brancas serem um outro eventual, porém ainda pouco eficiente inseto vetor (SOUZA-
DIAS, 2005b)

No Brasil, estes vetores sdo comuns durante todo o ano, a existéncia de fonte de
in6culo abundante representada por plantas cultivadas e da vegetacdo espontanea
possibilita alta taxa de dissemina¢do durante todo o ciclo da cultura (FIGUEIRA, 1998;
SOUZA DIAS & TAMAUTI, 2005a). Esse fato, somado a forma de persisténcia do
PLRYV no inseto vetor, leva ao tipo de disseminagdo denominado ‘de fora para dentro’
da plantacdo. Esse tipo de disseminagao contribui para que plantios feitos com lotes de
batata-semente totalmente livres do PLRV terminem o ciclo com mais de 20% de
contaminag@o nos tubérculos produzidos, caso ndo haja a prote¢do quimica da planta
com inseticida sistémico em sua capacidade plena de disponibilidade do principio ativo

(SOUZA-DIAS, 2004a).



Por outro lado, lotes de batata-semente livre do PLRV podem chegar ao final do
ciclo com praticamente zero dessa virose quando inseticidas sist€émicos sdo aplicados no
sulco (geralmente aplicados sobre os tubérculos-semente) e complementados com
inseticidas na parte aérea durante o ciclo (RAGSDALE et al., 2001; SOUZA-DIAS,
2004a).

2. Mosaico Y da batateira — Potato virus Y — PVY

O PVY, pertence ao género Potyvirus e a familia Potyviridade. Apresenta
particulas alongadas, flexuosas e helicoidais, com 730nm de comprimento por 11nm de
diametro e tem como acido nucléico o RNA de fita simples, com aproximadamente 9,6
kb (DE BOKX & HUTTINGA, 1981; BARNETT, 1992; VAN DER VLUGT et al.,
1993; KITAJIMA et al., 1997; BERGER et al., 1999; BROWN, 2001).

Em plantas de batata, os sintomas causados pelo PVY, dependem da variedade e
das condig¢des de fertilidade do solo, temperatura, umidade, e, principalmente, da estirpe
do PVY (HEBRARD et al., 1999; ROBERT & BOURDIN, 2001; SOUZA DIAS &
IAMAUTI, 2005a), sendo o virus mais comum e importante causador de mosaico. Os
sintomas do mosaico sdo geralmente visiveis em folhas novas e mostram que as areas
mosaicadas comeg¢am nas nervuras (DE BOKX et al., 1996; ELLIS et al., 1997; MAKI-
VALKAMA et al., 2001). S3o mais visiveis em plantas em crescimento ativo e
diminuem em intensidade quando cessa o crescimento (SALAZAR, 1996; LLAVE et
al., 1999). Quanto as estirpes, a nivel mundial, ¢ conhecida pelo menos trés: PVY™,
PVY® e PVY® (CHRZANOWSKA, 1994; BANTTARI et al., 1993; SALAZAR, 1996;
ELLIS et al., 1996; DANIELS & SCHONS, 2003; SOUZA-DIAS & IAMAUTI,
2005d).

A estirpe PVY" ¢ mais predominante na Europa e inclusive Russia, bem como
partes da Africa e América do Sul (DE BOKX, 1981). No Brasil, foi detectada em lotes
de batata-semente oriundos da Argentina (SOUZA-DIAS et al., 1992c). Foi também
detectada na América do Norte, em um surto ocorrido no inicio da década de 90. E
possivel, entretanto, que a origem de isolados do PVY" identificado no Canadé seja
européia (COFFIN et al., 1991; SINGH, 1991; BRUNT et al., 1996; BROW, 2001).
Quanto aos sintomas, na infec¢do primaria, ocorrem geralmente anéis ou pontuagdes
necroticas nas folhas. A invasdo sistémica do virus acarreta o aparecimento de sintomas

de mosaico nas folhas apicais (ROBERT & BOURDIN, 2001; FRANC & BANTTARLI,



2001; BRUNT & LOEBENSTEIN, 2001). Esse mosaico ¢ geralmente leve e aparece no
final do ciclo (HOA et al., 1991). Pode haver casos de apenas uma haste da planta-cova
expressar sintomas, porém testes de hastes sem sintomas de uma mesma planta-cova
(oriundas de uma mesma batata-semente) mostram a presenga do virus (SINGH, 1993;
JEFFRIES, 1998; NOVY et al., 2002).

Os sintomas secundarios manifestam-se na forma de mosaico e folhas de
tamanho reduzido, geralmente de dificil reconhecimento em campo, caso condi¢des
nutricionais adequadas e plantas livres de virus ndo estejam presentes na plantacdo
(BAULCOMBE et al., 1993). Sintomas de depressao das nervuras nas folhas apicais ¢
redu¢do no crescimento, dependendo das condi¢des climaticas (dificeis de serem
reconhecidas em temperaturas abaixo de 10°C ou acima de 21°C) podem ser observados
(FARINELLI et al., 1992; BOONHAM, 1999; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d). A
infec¢do que ocorre no final de ciclo geralmente ndo se manifesta na folhagem, mas o
virus pode ser translocado para os tubérculos, onde geralmente ndo causa sintoma
algum. Hé evidéncias de perdas relacionadas com o aumento no teor de agticares (‘sugar
spot’) nos tubérculos de algumas variedades, o que causa prejuizo no processamento
(ROBERT & BOURDIN, 2001; RAGSDALE et al., 2001).

Nos ultimos anos, uma estirpe derivada da estirpe PVY", identificada pelas
letras TN em adigdo a da estirpe N: PVYN™ (DE BOKX & PIRON, 1990; SINGH,
1991; SOUZA-DIAS et al., 1992c; CURLETT, 1995; ROSNER & MASLENIN, 1999;
RAGSDALE et al., 2001), tem recebido aten¢do mundial devido a alta viruléncia e
agressividade, em termos de rompimento de resisténcia de variedades de batata as
estirpes de PVY. Os sintomas, além de mosaico bastante evidente, com foliolos apicais
ondulados e de tamanho menor que os de plantas sadias, tem caracteristica marcante,
quase que exclusiva e distinta dentre as demais, que ¢ a da expressdo inicial
(CEROVSKA, 1998), sintomas de arcos e anéis em forma de erup¢do da epiderme
avancam para necrose dos tecidos apos colheita e armazenamento (MCDONALD et al.,
1991; SINGH, 1992; WEIDEMANN & MAISS, 1996; WEILGUNY & SINGH 1998;
SOUZA-DIAS et al., 1995d; 2005a; SOUZA-DIAS, 2001b).

A estirpe PVY® encontra-se disseminado no mundo todo e é predominante na
América do Norte (BANTTARI et al., 1993). Quanto aos sintomas, na infec¢do
primaria, ocorre geralmente variacdo de mosaico ao amarelecimento dos foliolos apicais
(FARINELLI et al., 1992; DANIELS & SCHONS, 2003; SOUZA-DIAS & IAMAUTI,

2005d). Foliolos afetados geralmente t€ém as nervuras enrugadas e aspecto deformado.



As folhas geralmente desenvolvem necrose nas nervuras acompanhadas de anéis ou
riscas pardas. A necrose avanca para o peciolo, derrubando a folha ou deixando-a
pendurada & haste, restando apenas as folhas do ponteiro que mostram
encarquilhamento (HOA et al., 1991). Desse modo, a planta adquire aparéncia de uma
palmeirinha ou pinheirinho, podendo expressar sintomas em apenas uma haste da
planta-cova, o que torna a presenca do virus bastante sugestiva da ocorréncia de
infec¢do primaria (disseminacdo durante a estagdo corrente) (ROBERT et al., 2000).

Os sintomas secundarios sao geralmente menos severos, compreendidos por leve
mosaico, menor desenvolvimento da planta e afundamento das nervuras das folhas.
Essas folhas curvam-se para baixo em relagdao as hastes (GIBSON, 1991). Pode nao
haver necrose na infec¢do secundéria, e quando se manifesta nas folhas e hastes, esta ¢
mais fraca que a necrose observada na infeccdo priméria (JONES, 1990). Algumas
variedades reagem de forma hipersensivel ao PVY®, manifestando sintomas de riscas e
anéis necroéticos, parecidos aos do PVYC, inclusive com reagcdo de necrose nos
tubérculos. Quando o PVY® ocorre em infeccio conjunta com o Potato virus X (PVX),
os sintomas da infeccdo secundaria sdo muito mais severos, mas sempre limitados &
parte aérea, conferindo as folhas um aspecto aspero, enrugado, denominado de mosaico
rugoso (KERLAN, 2000; BRUNT & LOEBENSTEIN, 2001; RAGSDALE et al., 2001,
SOUZA-DIAS & TAMAUTI, 2005d).

A estirpe PVY® ocorre com mais freqiiéncia na Australia e algumas regides da
Europa (DE BOKX, 1981). Quanto aos sintomas, na infeccdo primaria, ocorre
geralmente mosaico e enrugamento das folhas (HOA et al., 1991; DANIELS &
SCHONS, 2003).

Na infec¢do secundaria ¢ comum aparecer necrose em forma de risca,
terminando com circulo ou ponto necrotico. As folhas também apresentam mosaico
rugoso, semelhante aos da interagdo com PVX (BRUNT & LOEBENSTEIN, 2001). As
necroses sdo mais severas que na infec¢do primaria e podem causar morte da planta.
Geralmente ocorrem necroses internas e externas aos tubérculos. Ha grande nimero de
variedades de batateira hipersensiveis a0 PVY® (VALKONEN et al., 1995; DE BOKX
et al.,, 1996; BUS, 1996; RAGSDALE et al.,, 2001; RADCLIFFE & RAGSDALE,
2002).

A relacdo virus-vetor-hospedeira do PVY ¢ do tipo ndo circulativa e nem

persistente das particulas virais no afideo vetor. Em geral, a transmissao das diferentes



variantes do PVY pelo vetor depende de componentes auxiliares, referidos
eventualmente como auxiliares ou HC — Helper Component (COSTA, 1998).

A proteina HC ¢ um dos produtos génicos mais estudados dos potyvirus, e para o
qual o maior niimero de fungdes ja foi atribuido (MAIA & BERNARDI, 1996). O papel
de HC na transmissdao de potyvirus por afideos foi determinado por meio de
experimentos nos quais afideos se alimentavam de preparacdes purificadas de PVY,
através de membranas. Esses afideos ndo se tornavam viruliferos e ndo eram capazes de
transmitir o virus (GOVIER & KASSANIS, 1974a). Quando extrato de planta infectada
contendo HC era adicionado a preparacao viral purificada, os afideos adquiriam o virus
e o transmitiam para plantas sadias (GOVIER & KASSANIS, 1974b). Evidéncias
diretas da fun¢do de HC na transmissdo, foram obtidos por meio de estudos utilizados
isotopos radioativos ou imunomarcac¢do, que demonstraram a presenca dessa proteina
nos estiletes de afideos recém alimentados em plantas infectadas por potyvirus
(BERGER & PIRONE, 1986; AMMAR et al., 1994;).

O modelo proposto para a atuagdo de HC na transmissdo prevé a formagao de
uma ponte entre a parede interna do estilete do afideo e a particula viral (BERGER &
PIRONE, 1986; HARRISON & ROBINSON, 1988; AMMAR et al., 1994). Essa ponte
seria formada por um dimero de HC (HARRISSON & ROBINSON, 1988), que
reconheceria a proteina capsidial por meio da seqiiéncia conservada D/E-A-G
(ATREYA et al., 1990; BAULCOMBE et al., 1993). Evidéncias do papel de HC no
movimento do potyvirus foram obtidas a partir de estudos genéticos (CRONIN et al.,
1995) ou por meio da microinje¢do de HC em células do meséfilo de Nicotiana
benthamina (ROJAS et al., 1997). Com base nesses estudos os autores concluiram, que
HC atua no movimento a longa distancia (via floema), porém ¢ mais razoavel supor
uma falha no movimento célula-a-célula (via plasmodesmas) especifica entre células do
parénquima floemdtico e elementos de tubo crivado (ZERBINI & MACIEL-
ZAMBOLIM, 1999).

Assim sendo, o PVY pode ser transmitido mecanicamente, por enxertia de haste
e por afideos (YUKI, 1982; DE BOKX, 1987; PETERS, 1987, HOLBROOK, 1978;
DRAPER & GUDMESTAD, 1992). Sao varias as espécies de afideos capazes de
adquirir e transmitir o PVY, mesmo aquelas que ndo se alimentam na planta de batata
(SALAZAR, 1996). Por outro lado, o fato de o PVY se localizar apenas nos estiletes
bucais dos afideos, pode ocorrer limpeza ou perda das particulas virais nas picadas de

prova (FRANC & BANTTARI, 2001). Assim, antes mesmo de se estabelecerem na



planta e decidirem proceder a alimentacdo, inserindo os estiletes em células mais
profundas (floema), as particulas do PVY podem ser inoculadas e conseqiientemente
causarem a infeccdo da planta (ROBERT & BOURDIN, 2001). A disseminagdo do
PVY ocorre dentro da plantagdo, a partir de plantas infectadas dentro do batateiral
(SOUZA-DIAS, 2004a).

Em geral, a planta com infec¢do primaria ou secunddria de PVY tém sua
producdo reduzida em 15 a 80% em fungdo da fase de desenvolvimento da planta na
infeccdo. Perdas maiores sdo geralmente em associagdo com outros virus, como o PVS
e PVX. Nos ultimos 10 anos, passou o PVY a predominar batateirais estando
relacionado ao indculo oriundo de batata-semente infectada, porque o pulgdo adquire e
perde o PVY rapidamente, em picadas de prova. Portanto, a dissemina¢do dentro do
batateiral ¢ mais comum em nossas condi¢des, ao contrario do que ocorre com o PLRV
de fora para dentro, pulgdo nao perde o PLRV durante alimentacdo (SOUZA-DIAS &
IAMAUTI, 2005d).

3. Virus X da batateira — Potato virus X — PVX

O PVX, pertence ao género Potexvirus. Apresenta particulas alongadas e
flexiveis, com 515nm de comprimento por 13nm de didmetro e tem como 4acido
nucléico o RNA de fita simples, com aproximadamente 6,4 kb.(BERCKS, 1970;
BEEMSTER & DE BOKX, 1987; KITAJIMA et al, 1997, BRUNT &
LOEBENSTEIN, 2001; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d).

Os sintomas causados pelo PVX sdo de dificil identificacdo em inspecdes visuais
(BRUNT & LOEBENSTEIN, 2001; FRANC & BANTTARI, 2001), exceto quando em
sinergismo com outros virus como o PVY em que a expressdo fenotipica da planta ¢é
geralmente de mosaico severo com aparéncia rugosa nas folhas (GOULDEN et al.
1993; SADVAKSOVA, 1996; DE BOKX et al., 1996). A doenga caracteriza-se por
sintomas muito leves de mosaico nas folhas geralmente irreconheciveis no campo.
Nota-se mosaico internerval em pequenas faixas. Esses sintomas sdo mais visiveis na
metade inferior da planta. Apenas quando comparada com uma planta sadia nota-se
ligeira reducdo de tamanho das folhas e do crescimento geral da planta afetada
(JEFFRIES, 1998). Muitas variedades desenvolvidas nos ultimos anos sao

extremamente resistentes ao PVX, porém outras variedades respondem a infeccdo por



meio de lesdes necroticas que impedem a invasao sistémica do virus (SOUZA-DIAS,
2000ab; FIGUEIRA, 2002; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d).

O PVX apresenta alta estabilidade e ndo depende de insetos vetores para sua
transmissdo (WATTS et al. 1997; SANTA CRUZ et al. 1998). E de facil transmissdo
por contato entre folhas (vento, animal), pelo toque mecanico de plantas (tratos
culturais, irrigacdo), de tubérculos (classificadeiras, cortes de batata-semente,
plantadeiras) e brotos (praticamente qualquer manipulacdo do tubérculo brotado ou na
movimentagdo dentro de caixas ou plantadeiras). Autores como, FEIGELSTOCK et al.
(1995), QUERCI et al. (1995) e WATTS et al. (1997) acreditam que a patogenicidade
do PVX ndo esta limitada a uma Unica mudanga no aminoacido e sugerem que outras
regides do genoma do virus, além do gene da proteina da capa, podem estar envolvidas
na interacdo virus-hospedeiro. Assim como outros virus do género, o PVX ndo ¢
transmitido pela semente verdadeira, mas eficientemente perpetuado pelos tubérculos
semente (BEEMSTER & BOKX, 1987; BEUKEMA & VAN DER ZAAG, 1979;
SOUZA DIAS et al., 1995a; FRANC & BANTTARI, 2001). O PVX ¢ capaz de
sobreviver indefinidamente em células hospedeiras vivas (MATTHEWS, 1991), de
modo que, uma vez presente, esse pode permanecer infectivo nos tubérculos, desde que
o tubérculo mantenha a sua capacidade fisiologica de brotagao.

No Brasil, nos ultimos 20 anos, o PVX praticamente desapareceu dos campos de
producdo de consumo plantados com batatas-semente oriundas de programa nacional de
certificagdo, mesmo apds ter passado por varias multiplicagdes sucessivas (SOUZA-

DIAS & IAMAUTI, 2005d).

4. Virus S da batateira — Potato virus S — PVS

O PVS, pertence ao género Carlavirus. Apresenta particulas alongadas e
flexiveis, com 650nm de comprimento por 12nm de didmetro e tem como 4acido
nucléico o RNA de fita simples, com aproximadamente 7 kb (BEEMSTER & BOKX,
1987; KITAJIMA et al., 1997; FRANC & BANTTARI, 2001)

Os sintomas provocados pelo PVS geralmente sdo latentes, de modo que ¢ muito
dificil, e as vezes impossivel, fazer a sua diagnose visual em condi¢des de campo
(SALAZAR, 1996; DE BOKX et al., 1996). Alguns cultivares sdo mais suscetiveis e
mostram um aprofundamento das nervuras na parte superior da folha, que pode se tornar

rugosa (BEEMSTER & BOKX, 1987; DANIELS et al., 1994; JEFFRIES, 1998). Outras



reagem com um mosqueado leve, e as vezes a formagcdo de uma banda quase
imperceptivel ao longo das nervuras. As folhas velhas geralmente ndo ficam
uniformemente amarelas, podendo apresentar manchas acinzentadas, as vezes
bronzeadas (BRUNT & LOEBENSTEIN, 2001). Em raras ocasides, dependendo da
cultivar e da severidade da estirpe, as folhas podem apresentar bronzeamento,
rugosidade severa e desenvolver manchas necroticas na sua superficie superior
(FIGUEIRA, 2002). O crescimento das hastes de uma planta-cova ¢ mais aberto e
espalhado (SOUZA-DIAS, 2000b).

A maioria dos isolados de PVS conhecidos ndo possuem vetor na natureza,
sendo que a sua transmissao se da por enxertia, por inoculacdo mecanica e pelo contato
entre a planta sadia e a planta infectada. Desse modo, o principal meio de introdugdo do
PVS no campo ¢ através de sementes contaminadas, apds o que, a sua disseminacdo
ocorre facilmente através do contato natural entre as plantas vizinhas, de implementos
agricolas, roupas, nas operagdes mecanicas durante o transporte, classificacdo, e
também no armazenamento durante a fase de desenvolvimento dos brotos (FIGUEIRA,
2002; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d).

Mesmo na auséncia de vetor, a disseminag¢do desse virus geralmente na planta
infectada apresenta maior nimero de tubérculos do tipo Il a IV (< 40mm). Plantas com
infeccdo primaria podem ter apenas parte de seus tubérculos infectados (FLETCHER,
1996). As perdas devido ao PVS sdo questiondveis, havendo evidéncias de que o PVS
sozinho pode reduzir de 10 a 15%. Porém, se ocorrer infeccdo conjunta com PVX ou
PVY, as perdas na producdo podem passar dos 30% (SOUZA-DIAS & TAMAUTI,
2005d).

Assim como o PVX, o PVS ¢ facilmente transmitido por contacto. H4 evidéncias
de que Myzus persicae e Aphys nasturtii atuam como vetores, por meio de transmissao
ndo persistente, particularmente da estirpe PVS® (SLACK, 1983; WARDROP et al.,
1989; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d).

Recentemente, o PVS foi motivo de discussdao em nivel de comissao técnica do
Ministério da Agricultura, quando em Abril de 2004 foi oficializada uma nova
regulamentac¢do de producao de batata-semente que excluia o PVS da lista dos virus nao
quarentendarios, mas regulamentados (Instru¢do Normativa N° 5, de oito de margo de
2004, DOU de nove de margo de 2004), conforme previa a regulamentacdo anterior
(Instrugdo Normativa N° 18, de cinco de setembro de 2001, DOU de 11 de setembro de

2001), na qual era estabelecido o limite de tolerdncia de 0,5% na classe basica (Gnica



categoria permitida para importacdo). Essa decisdo beneficiava interesses de
exportadores de batata-semente de origem Canadense, que por considerarem o PVS nao
danoso economicamente e de rapido potencial de re-contaminagdo dos lotes de batata-
semente basica, aceitavam a presenga do virus como “componente normal” no sistema
de certificagdo de batata-semente naquele Pais e, portanto solicitavam ao Departamento
de Defesa e Inspe¢do Vegetal a liberacdo da exigéncia de cumprimento do nivel de
tolerancia contido na legislacdo vigente (MORANDINI, 2001).

O PVS chegou a ser detectado em niveis superiores a 80% em caixas de batata-
semente da cv. Atlantic, recém importada do Canadd (SOUZA-DIAS & SILVA,
2001d). O retorno da inclusdo do PVS na legislagdao nacional de batata-semente se deu
apos intensiva rejeicdo da IN 5, oficialmente expressa ao ministério da Agricultura por
parte da comunidade de virologistas e fitopatologistas, representados pela Sociedade

Brasileira de Fitopatologia e Grupo Paulista de Fitopatologia (ALARCAO, 2004).

2.6 Viroses: incidéncia, produtividade e qualidade de tubérculos semente

Dentre os inumeros problemas fitossanitarios que afetam a cultura da batata
estdo as moléstias de virus, conforme se nota pelos inlimeros autores que atribuiram e
atribuem as viroses os mais sérios prejuizos economicos que se verificavam na cultura
da batata, principalmente no que se refere a degenerescéncia da batata-semente
(PUTTEMANS, 1935; COSTA & KRUG, 1937; SILBERSCHMIDT, 1937; SOUZA-
DIAS et al., 1984ab; DE BOKX & VAN DER WANT, 1987, SALAZAR, 1996;
BERGER & GERMAN, 2001; LOEBENSTEIN et al., 2001; PEREIRA & DANIELS,
2003; SOUZA-DIAS & IAMAUTI, 2005d).

A cultura da batata ¢ afetada por mais de 40 diferentes viroses, relatadas em
varias localidades produtoras do mundo (BERGER & GERMAN, 2001; JEFFRIES,
1998). Apesar do grande numero de viroses que podem infectar a batateira, poucos
virus destacam-se como causadores de doencgas importantes, tanto no Brasil (BRIOSO
et al., 1996; PEREIRA & DANIELS, 2003; SOUZA-DIAS & BETTI, 2003) como em
outras partes do mundo (DE BOKX & BEEMSTER, 1987; SALAZAR, 1996;
JEFRRIES, 1998).

Dentre os poucos virus causadores de degenerescéncia da batata-semente no
mundo, destacam-se o PLRV e o PVY como os mais importantes (SCHULTZ &
FOLSON, 1923; PUTTEMANS, 1934; COSTA & KRUG, 1937; SILBERSCHMIDT &



KRAMER, 1942; COSTA, 1948, 1965; KAHN & MONROE, 1963; CUPERTINO &
COSTA, 1970; SIQUEIRA, 1976, HOOKER, 1981; SOUZA-DIAS et al., 1983ab,
1990, 1992abc, 1993ab; AVILA et al., 1983; AVILA & BEEK, 1987; BEEMSTER &
DE BOKX, 1987; WEIDEMANN, 1988; ANDRADE & FIGUEIRA, 1991, 1992;
FIGUEIRA & PINTO, 1995; STEVENSON et al., 2001; RAGSDALE et al., 2001).

Em menor escala aparece o PVX e o PVS, estes dois virus sdo considerados
causadores de perdas ndo significativas economicamente e de modo geral estdo ausente
ou raramente encontrados em batata-semente produzida sob sistema de certificacdo no
Brasil (SOUZA-DIAS, 2000b; FIGUEIRA 2002; SOUZA-DIAS & TAMAUTI, 2005d).
Enquanto no Brasil esses dois virus ndo estdo presentes, praticamente, €, portanto com
indices de tolerancia inferior a 5% na batata-semente de menor classificacao
(Certificada de 2* geragdo), em outros paises, destacando-se os paises do Cone Sul, o
percentual oficial de tolerancia chega a ser 10 vezes superior (SOUZA-DIAS, 2000ab).
Conforme anteriormente mencionado, ha paises da América do Norte em que niveis de
100% do PVS e, ou PVX sdo considerados passiveis de classificagdo como batata-
semente (AVERRE, 1998) o que torna necessdrio proteger a bataticultura nacional
contra a introducdo de sementes com baixa qualidade fitossanitdria, que poderiam
comprometer os campos brasileiros de producao (SILBERSCHMIDT & MALLOZZI,
1961; COSTA, 1965; SOUZA-DIAS et al., 1995ab; HIRANO, 1996ab; SOUZA-DIAS,
2000ab, 2001bd; 2003; 2005ab).

O insumo batata-semente é, no Brasil, o componente mais caro no cultivo da
batata (SOUZA- DIAS, 1995; 2002; DANIELS, 1995; FURUMOTO & LOPES, 1997,
ANABA, 2001; 2002; AGRIANUAL, 2004) devendo estar livre de virus para garantir
produtividade satisfatoria. Verifica-se que lavouras instaladas com tubérculos colhidos
pelos produtores na safra anterior apresentam reducdo acentuada na produtividade. Isto
acontece devido a alta taxa de infeccdo dos tubérculos por virus, causado
principalmente por dois fatores: suscetibilidade do gendtipo e intensiva presenca de
vetores. No Brasil, ambas as condi¢des sdo amplamente satisfeitas (DANIELS, 1995;
SOUZA-DIAS & TRISTAO, 1997b; COSTA, 1999; SOUZA-DIAS, 2004b).

Nos ultimos 20 anos, a aplicacao de conhecimentos gerados no Brasil sobre
epidemiologia de viroses € métodos virologicos de producao de batata-semente
(CUPERTINO, 1970; SOUZA-DIAS et al., 1986; FIGUEIRA, 1999; SOUZA DIAS,
2002a; IAPAR, 2002; HIRANO, 2003; DANIELS & SCHONS, 2003) t€ém contribuido

com a tecnologia de producdo de batata-semente brasileira, apresentando resultados



positivos que se revelam na reducao da quantidade de batata-semente importada e
aumento da batata-semente bésica nacional (AGRIANUAL, 2003; 2004).

Além disso, em fun¢do dos conhecimentos gerados e transferéncia desses para o
segmento de produgdo de batata-semente, produtores de batata-semente e de batata-
consumo buscam fazer maior € melhor multiplicagao dos propagulos (batata-semente)
adquiridos com qualidade e sanidade, amortizando o investimento nesse insumo.
Entretanto, a dependéncia brasileira da batata-semente importada ainda representa ao
pais gasto em divisas da ordem de US$ 5 milhdes/ano (FIGUEIRA, 1999; CDA, 2000;
SOUZA-DIAS, 2002a; INFORMATIVO — FUNDAG, 2003).

2.7 Sistemas de producéo de batata-semente

A utilizacdo de semente de alto padrdo genético e fitossanitario ¢ fundamental
para a exploracdo comercial da batata e merece atencao especial por parte do produtor.
Dentre outras razdes, isso se justifica por ser a semente o insumo mais alto no custo de
produgdo (de 30 a 40%) e por ter reflexos diretos na produtividade e na qualidade dos
tubérculos formados (KRIJTHE, 1962; SOUZA-DIAS & COSTA, 1984; 1985; ASSIS,
1984; 1999; EZETA & SCHEIDEGGER, 1985; SLACK, 1993; BEUKEMA & VAN
DER ZAAG, 1990; STRUIK & WIERSEMA, 1999; DANIELS, 2001; WATAD et al.,
2001; SOUZA-DIAS, 2002a; STARK & LOVE, 2003).

Varios sistemas de producdo de batata-semente (basica, certificada de 1* geragao
e certificada de 2% geragdo) sdo utilizados na exploragao comercial da cultura, podendo
ser desenvolvidas sob condigdes especiais de campo, estufa ou laboratorio. Estao
atualmente em aplicagdo diferentes técnicas de multiplicagdo de produgdo e
multiplicagdo de batata-semente, visando material de propagac¢ao livre de virus,
principalmente na forma de minitubérculos. Entre essas técnicas destacam-se as
seguintes:

a) Semente botanica — consiste na multiplicacdo via sexuada, pratica usada com

sucesso na China, inclusive para producdo comercial, porém o grande problema deste
método para producdo comercial é conseguir a uniformidade das populacdes, devido a
possibilidade de ocorrer uma variabilidade genética muito grande, ndo atendendo as
caracteristicas agrondmicas desejaveis (ACCATINO & MALAGAMBA, 1982;
FEDALTO, 1982, 1983; FEDALTO & MIZUBUTI, 1984; BEUKEMA & VAN DER
ZAAG, 1990; STRUIK & WIERSEMA, 1999; FRANC, 2001; STARK & LOVE, 2003;
FILGUEIRA, 2003).



b) Propagacdo vegetativa — consiste de tubérculos brotados, método mais

utilizado atualmente, constitui-se no grande entrave desta cultura. Nestes alojam-se
patdgenos sistémicos causadores de enfermidades, que transmitidas de geracdo a
geragdo, tornam-se continuas, adquirindo um papel fundamental na degenerescéncia da
batata-semente, afetando a produgdo maxima de um campo em que outros fatores nao
sdo limitantes. Outra pratica adquirida em paises desenvolvidos e que sofrem os
mesmos problemas, ¢ o corte da batata-semente utilizado para multiplicacdo
(BEEMSTER & ROZENDAAL, 1972; CARDOSO, 1981; PARRAGA & CARDOSO;
1981; COSTA & MULLER, 1982; FEDALTO & MIZUNUTI, 1984; SOUZA-DIAS &
COSTA, 1984a; LOPES, 1997; BEUKEMA & VAN DER ZAAG, 1990; STRUIK &
WIERSEMA, 1999; WATAD et al., 2001; FACCIOLI, 2001; STARK & LOVE, 2003).

c¢) Cultura de meristemas — consiste no crescimento de tecidos meristematicos

em meio de cultura artificial, sob condig¢des assépticas, medindo de 0,1 a 0,5 mm e
contendo um ou dois primordios foliares. Este € um processo eficiente para obter
plantulas completamente isentas de virus e outros organismos, sistémicos ou nao, além
de ser seguro quanto a estabilidade genético do material obtido. Os minitubérculos
obtidos destas plantulas sdo utilizados como propagulos na obten¢do de matrizes para a
producdo de sementes da classe basica. No entanto, para a produgdo de minitubérculos
in vitro é necessario se conhecer os mecanismos de tuberiza¢ao envolvidos no processo.
A tuberizacdo da batata ¢ controlada por fatores ambientais, principalmente a
temperatura ¢ o fotoperiodo. Dias curtos com noites frias causam estimulos que
induzem a tuberizagdo, enquanto que o contrario retarda ou inibe o processo. O
principal inconveniente, a possibilidade de ocorrer contaminacdo e a demora na
diferencia¢do do tecido meristematicos em meio de cultura. Isto se deve ao fato de que
os explantes utilizados serem de tamanho pequeno e por isso, apresentam dificuldades
de sobreviver e se desenvolver in vitro (MURASHIGE & SKOOG, 1962; QUAK, 1977,
MELLOR & STACE-SMITH, 1977; ROCA et al., 1978; BRYAN, 1983; ASSIS, 1984;
1999; RESENDE & PAIVA; 1985; BOKX & VAN DER WANT, 1987; BEUKEMA &
VAN DER ZAAG, 1990; MORRENHOF, 1997; STRUIK & WIERSEMA, 1999;
BERGER & GERMAN, 2001; FACCIOLI, 2001; STARK & LOVE, 2003).

d) Cultura de tecidos — consiste em colocar um fragmento de qualquer 6rgao da

planta num meio adequado e em condigdes assépticas. Sob estas condi¢des, o material
vegetal é capaz de crescer ¢ dar origem a plantas que possuam a mesma informagao

genética da planta mae. Mediante as técnicas do cultivo de tecidos € possivel multiplicar



rapidamente as plantas “elites”. Porém, apresenta algumas desvantagens, como por
exemplo, a exigéncia de maior desenvolvimento de meios de cultura adequados para
certas espécies que sdo de dificil cultivo in vitro e a ocorréncia, bastante comum, de
varia¢do somaclonal (HUSSEY & STACEY, 1984; KARP et al., 1989; YOUNG, 1990;
BEUKEMA & VAN DER ZAAG, 1990; STRUIK, 1991; BENZ et al., 1995;
VREUGDENHIL et al., 1998; ASSIS, 1999; STRUIK & WIERSEMA, 1999; BERGER
& GERMAN, 2001; FORTES & PEREIRA, 2003; STARK & LOVE, 2003).

e) Selecdo clonal — a selecdo de um material propagativo livre de virus

agronomicamente desejavel ou representativa da variedade ou espécie ¢ condig¢do
essencial para um bom programa de obten¢io de material sadio. E considerado
interessante que esse tipo de selecdo seja feito antes do tratamento curativo e
indispensavel apds a obten¢do de clones sadios. Para a primeira etapa, os proprios
produtores ja podem selecionar clones com boas caracteristicas agrondmicas, que
podem servir de base para os trabalhos de isolamento de material sadio ou obtencao de
material sadio. A avaliacdo das caracteristicas agrondmicas dos clones resultantes de
tratamentos curativos visa essencialmente detectar a presenca de variagdes somaticas ou
mutagdes, que podem produzir plantas sadias, mas fora do padrao do ponto de vista
morfologico e também na produtividade. Assim sendo, ¢ indispensavel que a avaliagao
clonal seja executado, pois no sistema que envolve a multiplicacdo rapida de clones
sadios através da micropropagacao in vitro podem ocorrer conseqiiéncias extremamente
danosas. Isto €, a partir de uma unica plantula obtida ¢ possivel conseguir milhares ou
milhdes de plantas, e se o clone original submetido a propagacao for portador de alguma
variagdo somadtica, podera resultar em sérios prejuizos na produgdo, tanto qualitativa
como quantitativamente (DE BOKX, 1972; DE BOKX & MOOI, 1974; HALL &
TEVIOTDALE, 1976; SOUZA-DIAS & COSTA, 1984a; ASSIS et al., 1981; BRYAN
et al., 1981a; BEUKEMA, 1983; BEUKEMA & VAN DER ZAAG, 1990; BARKER &
WOODFORD, 1992; GOPAL et al., 1997; STRUIK & WIERSEMA, 1999; WATAD et
al., 2001; STARK & LOVE, 2003).

f) Micropropagacdo — consiste no seccionamento das plantulas, formando

microestacas constituidas de segmentos da haste com uma ou duas folhas, e que sdo
recolocadas em novo meio de cultura. Apds duas a quatro semanas de crescimento essas
microestacas originam novas plantulas que poderdo ser novamente multiplicadas ou
plantadas em estufas. Se uma planta estiver infectada, a manipulacdo desta podera

contaminar todas as outras em razdes do uso dos mesmos utensilios (ROCA et al., 1978;



BEUKEMA, 1983; ASSIS, 1984; JONES, 1988; BEUKEMA & VAN DER ZAAG,
1990; EWING & STRUIK, 1992; GRATTAPAGLIA et al., 1998; STRUIK &
WIERSEMA, 1999; BERGER & GERMAN, 2001; STARK & LOVE, 2003).

g) Multiplicacdo por estaquia — baseado na capacidade que possuem as varias
partes da planta de formar raizes, a utilizacdo de miniestacas de plantas de batata
oriundas da micropropagacdo e recém aclimatizadas, pode, constituir um método
bastante eficiente para aumentar a taxa de multiplicagdo e produzir um grande nimero
de plantas na primeira gera¢do de um programa de producdo de semente basica. A partir
de um unico individuo sadio, ¢ possivel a produ¢do de dezenas de novas plantas,
mantendo-se a integridade genética e a qualidade sanitaria da muda produzida.
Procedimentos para obtencdo das mudas, plantas oriundas da cultura de tecido sdo
transplantadas para a casa de vegetacdo em bandejas de semeadura com substrato
esterilizado. Entre 15 a 30 dias de aclimatizacdo, as plantas apresentam de 8 a 10 folhas
e aproximadamente 8 a 10 cm de altura. Com o auxilio de bisturi ou tesoura
devidamente esterilizada, corta-se a planta acima do primeiro ou segundo n6 basal, ou
seja, deixa-se de uma a duas gemas axilares e respectivas folhas para que a planta venha
a brotar novamente e, desta forma, originar nova parte aérea, a qual podera servir de
material para novas estacas. A partir da parte aérea obtida, sdo feitas miniestacas de
folhas e gema Unica e para evitar possiveis problemas de desidratagdo do material
propagativo, recomenda-se que as miniestacas, uma vez cortadas, sejam imediatamente
acondicionadas em papel tolhada umedecido. Com este procedimento, podem ser
obtidas de 8 a 9 miniestacas por planta, com tamanho aproximado de 1,0 a 1,5 cm.
Possiveis problemas do método, se uma planta estiver infectada, seria a manipulag¢do
desta que poderd contaminar todas as outras em razao do uso dos mesmos utensilios;
danificacdo da gema axilar junto a uma folha bem vigorosa; e desidratacdo do material
propagativo (BRYAN et al., 1981abc; 1983; QUEVEDO et al., 1981; MARINUS,
1987, BEUKEMA & VAN DER ZAAG, 1990; UPADHYA, 1994; RANALLI, 1997,
STRUIK & WIERSEMA, 1999; STARK & LOVE, 2003; PEREIRA & FORTES,
2004).

h) Hidroponia — consiste em dois sistemas, um utiliza como plataforma telhas de
fibrocimento e outro ¢ constituido por calhas de PVC articuladas, ambos adequados a
produgdo tanto a partir de minitubérculos como de plantulas micropropagadas. E
eficiente na produgdo de semente, especialmente pelo aumento da taxa de multiplicacao.

Possui facilidade de implantagdo e simplicidade no manejo dos sistemas, o que facilita a



sua adogao. Cuidado especial deve ser tomado durante a aquisi¢ao de propagulos, assim
como, a solucdo nutritiva empregada (BOERSIG & WAGNER, 1988; ROLOT &
SEUTIN, 1999; FURLANI, 1999; STRUIK & WIERSEMA, 1999; DANIELS et al.,
2000; CHANG et al., 2000; PEREIRA, et al., 2001; MEDEIROS et al., 2002; STARK
& LOVE, 2003; MEDEIROS, 2003).

1) Método cova/pré-plantio — propde uma metodologia que possibilita selecionar

batata-semente (amostras de campos de producdo de semente basica ou registrada) com
baixo teor de virus, das variedades nacionais e importadas. A metodologia visa
combinar o teste obrigatorio de avaliacdo da sanidade através do pré-plantio ou pré-
cultura com a sele¢do da batata-semente de plantas (cova ou haste) testadas como sadias
que tiveram a produgdo das covas colhidas individualmente. Com base no teste de um
tubérculo por amostra (material colhido) de planta-cova, este método servird para fins
de restauracdo ou limpeza do lote (infecgdes acima de 10%), portanto, eficiente na
manutencao de lotes de batata-semente em niveis satisfatorios de sanidade. Além, de ser
de facil execugdo, estd ao alcance do produtor que se dispde a produzir batata-semente
basica ou registrada. Podendo ainda, interagir com outros métodos na producdo de
batata-semente, como por exemplo, no teste de pré-cultura, o nimero de amostras para
selegdes pode ser aumentado sem grande despesa, pois hd aproveitamento da batata
produzida. O niimero de amostras para sele¢des pode ser aumentado sem grande
despesa no teste de pré-cultura, pois ha aproveitamento da batata produzida (SOUZA-
DIAS & COSTA, 1984a).

J) Broto/batata-semente — consiste no plantio de brotos destacados de tubérculos

de alta sanidade, livre de virus. Esse sistema de propaga¢do passou a ser considerado
como uma forma de aumento na taxa de multiplicacdo do lote de batata-semente,
particularmente os de alto valor comercial como os importados, permitindo redugdo no
valor unitario. Nos ultimos 10 anos, os sistemas de producao de batata-semente basica,
na forma de minitubérculos, através do plantio de brotos, dentro de telados (anti-
afideos) vém tendo maior interesse e sendo mais aplicado, a medida que se despertou
para a realidade da pratica de desbrota da batata-semente basica, de alta sanidade,
origem importada ou nacional. Essa desbrota que ¢ recomendada e praticada
regularmente visa aumento do niimero de brotos por tubérculos semente e, portanto
maior numero de hastes por planta-cova, com reflexo no aumento na taxa de
multiplicagdo em campo (maior nimero de tubérculos-filha por unidade de tubérculos

semente). Atualmente, varios produtores, em diferentes estados produtores do Brasil ja



passaram a fazer um novo agronegocio, no aproveitamento (plantio) de brotos (que
antes eram descartados), plantando-os e produzindo um lote adicional de batata-semente
basica (minitubérculos, livres de virus). Essa tecnologia, de baixo custo e relativamente
simples, vem sendo reconhecida e recomendada como tecnologia inovadora de
producao de batata-semente pelas vantagens econdmica-social-fitossanitaria que oferece

(http://www.tecnologiasocial.org.br). Recentemente, essa tecnologia foi selecionada por

um juri internacional e indicada para concorrer ao Prémio de Inovag¢do Tecnologica no
Congresso Mundial da Batata, ocorrido em Emmeloord, na Holanda
(http://www.europoint-bv.com/events/?potato2005/264), pois introduziu e demonstrou,
através de importagcdo apenas de lotes de brotos de diferentes variedades do Alaska para
o Brasil, a viabilidade de um novo e revolucionario sistema de movimentacdo de
batata-semente em alternativa ou substitui¢do do convencional tubérculo semente. Os
brotos tém sido plantados em solo misturado com substrato organico ou diretamente em
substrato utilizados para horti-fruticultura, em vasos, canteiros ou bandejas, sempre
dentro de telados anti-afideos. Este sistema ndo demanda operagdes de mao-de-obra
especializada em vista dos outros sistemas, pois dispensa laboratorio, ambiente e
procedimentos de aclimatizacdo de plantulas ou mudas em telado e ndo necessita de
repicagens constantes devido a relacao custo/propagulo (BRYAN, 1982; SOUZA-DIAS
& COSTA, 1985; 1998a; SOUZA-DIAS, 1996, 2001a; 2002ab; 2004b; SOUZA-DIAS
et al.,, 1998bc; 2004c; 2005¢c; 2006; INFORMATIVO - IAC, 1998; STRUIK &
WIERSEMA, 1999; CANCADO et al., 2001; O AGRONOMICO, 2001; DANIELS,
2003; INFORMATIVO - FUNDAG, 2003; GIUSTO et al., 2004; ABBA, 2005).

2.8 Ciclo da batata

O ciclo da batata apresenta diferentes exigéncias e respostas fisioldgicas nas
diversas fases do seu desenvolvimento (WILTSHIRE, 1996; TAVARES, 2002;
SOUZA, 2003):

Desenvolvimento da brotacdo — periodo que se inicia com a formag¢ao dos brotos

nas gemas (olhos) dos tubérculos. A tnica fonte de energia provém do tubérculo-mae,
pois a fotossintese ainda ndo se iniciou. Este periodo ¢ muito delicado para o
crescimento e a produgdo da planta (HORTON, 1987; DEAN, 1994; DWELLE; 2003;
STARK & LOVE, 2003; SOUZA, 2003).



Crescimento vegetativo — periodo em que as hastes (caules) e as folhas se
desenvolvem sobre o solo. O processo fotossintético € iniciado e a planta comega a ser
formada (ROWE, 1993). Neste estadio, as reservas do tubérculo-mae continuam a ser
usadas para crescimento e formagao de raizes e hastes. Existem suficientes reservas nos
tubérculos para suportar o crescimento da planta por cerca de 30 dias (UNIVERSITY
OF CALIFORNIA, 1986). Todavia, estas reservas e nutrientes minerais continuarao a
ser usados até a exaustdo do tubérculo-semente (MOORBY, 1978). Alguns autores
consideram as fases de desenvolvimento da brotagdo e crescimento vegetativo como
unicas, dependendo muito da cultivar, da época de plantio, da temperatura do solo, das
condigdes climaticas e da idade fisioldgica da batata-semente (ROWE, 1993; DEAN,
1994; DWELLE; 2003; STARK & LOVE, 2003; SOUZA, 2003).

Inicio da tuberizacio — existem varias teorias sobre a natureza do estimulo a

tuberizagdo. Aceita-se, de modo geral, a a¢do do equilibrio hormonal endoégeno na
estimulagdo do crescimento produzido pela planta (MOORBY, 1978; FERNANDEZ,
1988), que ¢ muito influenciado por temperatura, cultivar, idade fisiologica da batata-
semente, fotoperiodo, umidade e disponibilidade de nutrientes no solo (THORNTON &
SIECZKA, 1980; KRAUSS, 1985). Inicia-se de duas a quatro semanas apos a
emergéncia (HORTON, 1987), ou seja, aproximadamente cinco a sete semanas apos o
plantio (THORNTON & SIECZKA, 1980). Os produtos da fotossintese sdo usados no
crescimento dos estoldes, desenvolvimento da folhagem e inicio da formagdo dos
tubérculos na extremidade dos estoldes. Os primeiros tubérculos normalmente aparecem
nos estoldes mais velhos. Durante a iniciacdo da tuberizagdo ocorre intensa divisao
celular e muitas gemas axilares tornam-se “olhos”. O agucar produzido pela fotossintese
pode ser convertido em amido e armazenado em células que se expandem nos pequenos
tubérculos formados (REEVE et al., 1973; THORNTON & SIECZKA, 1980). Este ¢
um periodo relativamente curto, geralmente de 10 a 15 dias, cujo termino coincide com
o inicio do florescimento (ROWE, 1993). Nessa fase sdo formados os tubérculos que
serdo colhidos. E também uma fase muito critica para a ocorréncia de doengas, pragas,
deficiéncia de nutrientes, falta de adgua, danos por geada ou granizo, que promovem
perdas irreversiveis (DEAN, 1994; DWELLE; 2003; STARK & LOVE, 2003; SOUZA,
2003).

Crescimento dos tubérculos — O final do desenvolvimento da folhagem

coincide com o inicio do intenso crescimento dos tubérculos, pois os assimilados da

fotossintese sdo direcionados para o crescimento (MOORBY, 1970). Tal fato se deve a



paralisacao do crescimento da parte aérea, em determinado momento, que depende da
cultivar e dos fatores do ambiente (FERNANDEZ, 1988). Neste periodo, os tubérculos
crescem bastante, devido as expansdes celulares que sdo predominantes, com aciumulo
de aguas, nutrientes e carboidratos. Entretanto, as divisdes celulares continuam, porém
se restringem as gemas. Os tubérculos se tornam dominantes canalizadores de
carboidratos e de nutrientes inorganicos (REEVE et al., 1973; MOORBY, 1978;
BURTON, 1978; ROWE, 1993; DEAN, 1994; DWELLE; 2003; STARK & LOVE,
2003; SOUZA, 2003).

Maturagdo — Nesta fase, todos os assimilados sdo direcionados para os
tubérculos; o teor de matéria seca atinge o maximo; a folhagem se torna amarelada, com
reducdo gradual da fotossintese e do crescimento dos tubérculos, até o secamento
completo da parte aérea. A periderme (pelicula) torna-se firme, as gemas ficam
dormentes e o teor de agucares ¢ reduzido até a maturacdo final (UMAERUS, 1981,
UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 1986; ROWE, 1993; DEAN, 1994, DWELLE;
2003; STARK & LOVE, 2003; SOUZA, 2003).

O conhecimento dos fatores fisiologicos que afetam o comportamento da cultura
da batata, em condigdes subotimas de cultivo, contribui para o sucesso desta atividade

(SOUZA, 2003).

2.9 Transmissao de virus: inoculacdo mecanica e enxertia

O procedimento de transmissao de virus ¢ fundamental para o estudo de doengas
viroticas (WALKEY, 1991; BETTI, 1995; JEFFRIES, 1998; FRANC & BANTTARI;
2001).

A inoculag@o mecanica ¢ largamente utilizada para transmissdo em laboratorio a
fim de isolar virus trazidos do campo, transmiti-los em hospedeiras indicadoras, manter
fontes de indculo, estudar os sintomas causados pelo agente viral em diferentes espécies
hospedeiras e testar a sua infectividade (WALKEY, 1991; BETTI, 1995).

Em estudos de infectividade ¢ importante avaliar diferentes concentragdes de
indculo, pois cada virus se comporta de forma diferente (WALKEY, 1991). Alguns
fatores podem afetar a curva de dilui¢do, como: presenca de inibidores no indculo,
estado de agregacao do virus, necessidade de mais de uma particula de virus, alteragao
na suscetibilidade das plantas-teste durante a inoculacio (WALKEY, 1991; BETTI,
1995).



A enxertia ¢ uma pratica horticultural antiga, que consiste na propagagao
vegetativa. Em virologia esta pratica ¢ utilizada na transmissao de virus entre plantas,
sendo util, principalmente, no estudo de virus de dificil transmissdo (WALKEY, 1991;
BETTI, 1995). Com a unido de tecidos entre o cavalo e o enxerto, estando uma das
partes infectadas, a transmissdo ocorrera para a parte sadia (MATTHEWS, 1991,
WALKEY, 1991; BETTI, 1995). A transmissdo por enxertia, juntamente com a
auséncia do patogeno visivel sob microscopia Optica, tem sido um indicador que
determinada moléstia tem como agente causal um virus (MATTHEWS, 1991; BETTI,
1995).

Por enxertia, houve resultados positivos (80%) quando copas sadias foram
enxertadas pelo sistema de garfagem em cavalos e negativos com o uso de cavalos
sadios e copas doentes (CAUQUIL & VAISSAYRE, 1971; HALLIWELL &
CAUQUIL, 1981). Ja os estudos feitos através de enxertia de gemas foram bem
sucedidos nas duas dire¢des (DICKY, 1979).

2.10 Deteccdo de virus pela técnica soroldgica DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich-Enzyme Linked)

A introdu¢do do método de ELISA na fitovirologia aconteceu a partir do
trabalho pioneiro de VOLLER et al. (1976), no qual potencial para deteccdo e
quantificagdo de fitopatogenos foi investigado e adaptado para a cultura da batata no
“East Mailing Research Station”. Desde entdo, o trabalho permitiu que pesquisadores
pudessem avaliar em larga escala o controle da qualidade fitossanitaria dos tubérculos
nos programas de certificagdo de batata-semente. Assim, permitindo ser amplamente
explorado em varios paises produtores, inclusive o Brasil, por apresentar sensibilidade
para a maioria dos virus (CLARK et al., 1976; CLARK & ADAMS, 1977; CLARK &
BAR-JOSEPH, 1984; CASPER, 1977; DE BOKX & MAAT, 1979; GUGERLI, 1979;
ROBERTS & HARRISON, 1979; TAKANAMI & KUBO, 1979; SALAZAR, 1979;
1993; GUGERLI & GEHRIGER, 1980; CLARKE et al., 1980; DE BOKX et al., 1980;
1982ab; SING & MC’DONALD, 1981; VAN REGENMORTEL, 1982; SINGH, 1983;
VETTEN et al., 1983; BERIAN, 1985; BRAUN & OPGENORT, 1987; PIO-RIBEIRO
et al.,, 1994; DANIELS, 1994; DANIELS et al., 1994; MAAT & DE BOKX, 1995;
SOUZA-DIAS, 1995¢c; 1997a; 1999; TRUTA & FIGUEIRA, 2000; ALON & BEM
ZEEN, 2001).



O ELISA ¢ uma técnica sensivel para detec¢do de virus que ocorrem em baixa
concentragdo, particularmente os luteovirus que sdo restritos ao tecido vascular
(D’ARCY et al., 1999). Técnicas derivadas do ELISA como DAS-ELISA consiste na
utilizagdo de anticorpos para a detec¢do do antigeno, permitindo avaliagdo da presenga
de particula viral em amostras de plantas infectadas. O método DAS-ELISA tem como
caracteristicas maximizar a sensibilidade do teste e reduzir a inespecificidade das
reagdes (FLEG & CLARK, 1979; VAN VUURDE & MAAT, 1985; SELF, 1985; VAN
DEN HEUVEL & PETERS, 1989; GERA & MARCO, 2001).

Nos ultimos anos, a técnica sorolégica DAS-ELISA, vem mantendo destaque
dentro dos programas de indexacdo de sementes (testes de virus em laboratorio)
ajudando no processo de complementacdo dos resultados de inspe¢des de campo,
devido a rapidez de detectar virus em grande nimero de amostras.

No Brasil, héa laboratorios oficiais que executam rotineiramente a avaliagao de
sanidade a virus em suporte ao sistema de certificacao. Esse procedimento ¢ obrigatério
na produgdo de batata-semente (IN — N°12) e tem sido crescente a procura de andlises
em sistemas de producdo também informal, aqueles em que produtores desejam
conhecer a porcentagem dos principais virus (particularmente PLRV e PVY) em lotes
de tubérculos a serem vendidos, adquiridos de terceiros ou mesmo a serem mantidos
como batata-semente propria (‘home-saved seed-potato’) (FIGUEIRA, 1999; SOUZA-
DIAS & BETTI, 2003; DANIELS & SCHONS, 2003).

2.11 Rizoctoniose (crosta-preta) (Rhizoctonia solani)

Doenga de solo, onde permanece por muitos anos, ja que o fungo produz
estruturas de resisténcia (esclerodios). Atacam os brotos antes e apds a emergéncia, a
base das ramas (produzindo cancros) e os tubérculos, onde forma “sarna” e esclerddios
superficiais pretos . Espalha-se principalmente através da batata-semente contaminada

(Batata.Net, 2006).

2.12 Acido Giberélico

O 4cido giberélico promove o aumento do nivel endogeno de giberelinas,
resultando na quebra de dorméncia dos tubérculos (RABIE et al., 1992). O 4cido

giberélico associado ao abafamento estimula a brotagdo dos tubérculos, devido ao



aumento da temperatura, diminui¢do da concentragdo de oxigénio e aumento da
concentragdo de gés carbonico (SCHOLTE, 1990).

A aplicagdo de acido giberélico por aspersdao nos tubérculos logo apos a colheita
acelerou a brotagdo, aumentou o numero de hastes e tubérculos ¢ o rendimento de
tubérculos (BISOGNIN et al., 1998). O 4cido giberélico (10mg L) combinado com
etanol estimulou a brotagdo precoce de tubérculos de batata da cv. Bintje e resultou em
um aumento expressivo no numero e comprimento dos brotos aos 18 dias (LUND et al.,
2001).

O abafamento dos tubérculos com bissulfureto de carbono também tem
apresentado bons resultados, devendo-se tomar cuidados especiais com a dose € o
tempo de aplicacdo para cada cultivar, ja que, em algumas situagdes, especialmente em
doses muito altas, pode ocasionar o apodrecimento dos tubérculos (WURR & ALLEN,
1976; SCHOLTE, 1990).



3 MATERIAL E METODOS

Experimento [1]: Eficiéncia do teste sorologico DAS-ELISA em tecidos de
tubérculos dormentes, broto apical destacado e folhas da planta progénie, na

deteccdo dos quatro virus regulamentados na producdo de batata-semente: PLRV,

PVY,PVS e PVX.



Experimento [1]

3.1 Procedimento experimental

3.1.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em laboratdrio e casa de vegetacdo. Este
experimento foi realizado no Laboratorio de Viroses da Batata e Solanaceas em Geral
(LVB) e demais dependéncias do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em
Fitossanidade/Virologia — APTA/IAC (CPDF/V), situado na Alameda Alvaro dos
Santos Costa — Fazenda Santa Elisa, no municipio de Campinas-SP.

O experimento foi realizado durante os anos de 2004 e 2005.

3.1.2 Obtencéo do Material

As amostras de tubérculos e respectivos brotos foram obtidos do material
submetido ao LVB, para analises das principais viroses da batata-semente (PLRV, PVY,
PVX e PVS), conforme Instru¢do Normativa N° 12, de 10 de junho de 2005. Essas
amostras (suspeitas com alto indice de viroses), exceto para PVX e PVS, foram
coletadas e submetidas por bataticultores de campos comerciais destinados a produgao e
certificagdo de batata-semente, localizados em diferentes regides produtoras dos estados
de Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana.

A coleta do material foi feita geralmente em fins de ciclo, constituindo-se de um
tubérculo por planta-cova, na forma de ‘X’ por hectare, ou de caixas na propor¢ao de
0,1% do lote de batata-semente, conforme recomendacdes de amostragens da IN-N° 12.

Para o virus PVX, houve a necessidade da transmissdao do virus em lotes de
batatas-semente, enquanto que para o virus PVS o CPDF/V possuia lotes de batatas-
semente infectadas.

Sendo assim, foram utilizadas neste estudo, amostras de lotes de tubérculos-
dormentes com incidéncia superior a 50% de cada virus avaliado, exceto para o PVX,

com incidéncia de 25% de virus.

3.2 Tecidos estudados e procedimentos de anélises



Foram estudados trés tecidos correspondentes: (1) Tubérculo dormente; (2)
Broto apical destacado e (3) Folhas da planta progénie, em relagdo aos virus PLRYV,
PVY, PVX e PVS.
- Para os virus PLRV e PVY foram estudadas cinco variedades de batata em
relagdo aos trés tecidos correspondentes.

- Para os virus PVX e PVS foi estudada uma variedade de batata em relacao aos
trés tecidos correspondentes.

As condigdes experimentais e os procedimentos de analises foram mantidos
durante a execugao do teste via DAS-ELISA, para os trés tecidos correspondentes,
variedades e respectivos virus.

As variedades de batata estudadas foram as de maior interesse comercial, no
sistema de producdo e certificagdo de batata-semente no Brasil.

3.3 Conducéo do experimento

A) Producéo de lotes de tubérculos infectados com PVX

Face a auséncia de lotes de tubérculos infectados com o PVX nos testes de rotina
do LVB, procedeu-se a inoculacao via transmissdo mecanica (JEFFRIES, 1998;
FRANC & BANTTARI, 2001) e por enxertia (BETTI, 1995) desse virus em plantas
testes, empregadas como rotina na cole¢do ‘in vivo’ desse virus: Datura stramonium —
que apresenta sintoma sist€émico de mosaico (BEEMSTER & DE BOKX, 1987);
Gomphrena globosa — que apresenta lesdes locais em forma de anéis com halo
avermelhado (DE BOKX & VAN DER WANT, 1987); ¢ Nicotiana tabacum L. — que
apresenta anéis, clareamento das nervuras e mosqueado (BEEMSTER & DE BOKX,
1987). Estas plantas foram obtidas em casa de vegetacdo da CPDF/V, sendo
transplantadas para vasos de barro (25 x 35 x 15 cm), contendo composto organico de
uso rotineiro do CPDF/V. Em geral, foram plantadas duas plantas por vaso. O indculo
foi obtido de plantas teste de Gomphrena globosa, por ser facilmente identificavel e
previamente confirmada positiva para PVX em DAS-ELISA.

B) Inoculagdo mecanica

Procedeu-se a inoculacdo mecanica do PVX em plantas de batata variedade
Caesar, (plantas oriundas de tubérculos/batata-semente basica, importada, com
resultados de negativos para PVX via DAS-ELISA). Essa variedade ¢ apontada como
suscetivel ao virus PVX (Tabela — 3). O tampao (Anexo XIV) comumente utilizado
neste tipo de teste foi preparado com 0,625g de sulfito de sodio, 15ml da solucdo de

Na,HPO4 a 0,02 M e 10ml de KH,PO4 a 0,02M, completando-se para 250ml de



solucdao. O pH da solucao foi estabilizado em 7,0 — 7,5. Como fonte de in6culo foram
utilizadas folhas provenientes de plantas de Gomphrena globosa.

As folhas foram maceradas em tampdo de inoculagdo mecanica utilizando
almofariz para rompimento das células e liberacdo das particulas virais. O abrasivo
Carborundum® (carbureto e silicio) de malha 600 mesh foi polvilhado sobre as folhas
para promover o rompimento das células de forma necesséria para a penetragdo do virus

sem danos visiveis de células epidermais.

Posteriormente, umedeceram-se os dedos com o extrato de folha, friccionando

levemente a superficie das folhas. Por fim, lavou-se o excesso com agua.

Este estudo foi realizado em trés grupos de 114 plantas, sendo que seis plantas
foram deixadas como testemunhas. Leituras periddicas foram efetuadas para anotagdes
de sintomas, os quais foram observados apds 15-20 dias das inoculagdes em plantas
testes, mas nao reconhecidos em plantas de batata, como era de se esperar pela condi¢ao

de infecgdo latente do PVX em plantas de batata (FIGUEIRA, 2002).

C) Enxertia

A transmissdo do PVX através de enxertia foi feita na variedade de batata Caesar
através da enxertia de haste de plantas previamente infectadas (‘Caesar’). Utilizaram-se
vasos de barro (25 x 35 x 15 cm) contendo duas plantas, onde uma foi deixada de
testemunha. Transferiu-se o enxerto proveniente da planta infectada para o cavalo sadio

(plantas de batata variedade Caesar).

O método de enxertia utilizado foi por garfagem, utilizando filme pléstico
(Parafilm®™) para unido dos tecidos. Posteriormente foram colocados saquinhos

plasticos
no enxerto de forma a evitar a perda de dgua, onde estes ficaram por uma semana.

Este estudo foi realizado em dois grupos de 54 plantas testes enxertadas de

‘Caesar’ e seis plantas enxertadas com enxerto sadio deixadas como testemunhas.

D) Etapas da extracdo dos tecidos correspondentes
A técnica aplicada neste estudo, foi realizada em trés etapas, envolvendo
extragcdo dos seguintes tecidos:

1) Tubérculo dormente: olho apical + estolao;



2) Broto apical destacado: com 1-5 cm de altura, ap6s quebra de dorméncia
natural; e

3) Folhas da planta progénie: originada do respectivo tubérculo.

E) Amostras: identificacdo, analise DAS-ELISA, armazenamento e plantio

Toda amostra analisada recebeu inicialmente identificacdo numérica seqiiencial,
utilizando caneta do tipo Multimarker — tinta permanente, para qualquer superficie —
(Faber-Castell), de tinta vermelha e/ou azul. Receberam, portanto igual identidade

tanto os tubérculos como seus respectivos brotos e folhas.

e Primeira etapa, os tubérculos dormentes (1) foram analisados via DAS-
ELISA e em seguida acondicionados em sacos de papel pardo e
armazenados em condi¢cdes de temperatura ambiente (sala escura),

aguardando assim a emergéncia de brotacao;

e Segunda etapa, ap6s a emergéncia dos brotos apicais (2), procedeu-se
nos tubérculos a desbrota dos brotos, entdo sendo, submetido para analise

via DAS-ELISA;

e Terceira etapa, os tubérculos apds as duas etapas foram plantados. O
plantio foi efetuado e conduzido dentro de casa de vegetacdo, em vasos
de barro (25 x 35 x 15 cm) contendo composto de uso rotineiro do
CPDF/V. Aos 40 dias ap6s plantio, as plantas emergidas (100% de
emergéncia) tiveram a folhas da planta progénie (3) destacadas
manualmente, da parte apical (para testes de identificagdo dos virus
PVY, PVS e PVX) e baixeira (testes para identificagao do PLRV), sendo
acondicionadas dentro de saco pléstico e em seguida transportadas da
estufa para o laboratério dentro de caixa de isopor, entdo sendo,
submetida a analise via DAS-ELISA.

Para complementacdao das etapas, foram feitas analises visuais nas folhagens,
registrando em protocolo os sintomas evidentes de viroses apresentados em cada
experimento (SOUZA-DIAS & BETTI, 2003).

F) Teste DAS-ELISA

A metodologia usada para realizar o teste DAS-ELISA, foi através do método de

extracao baseado no trabalho de SOUZA-DIAS et al., (1997a; 1999), constituindo-se da

extracdo de suco de um tunico olho apical + estoldo, por meio de um equipamento



odontolégico Mini Motor/15000 RPM, 80 W, 50/60 HZ, 110 Volt, marca Bethil (O
AGRONOMICO 1995; 1998), com pedal acelerador e ponteira de ponta chata usada na
perfuracdo dos tubérculos até a profundidade de 5 mm o suficiente para extrair
pequenas quantidades de suco, na proporgdo de 1:5 (p/v) (O AGRONOMICO, 1999).
Os mesmos equipamentos e procedimentos foram empregados para executar a extragao
dos brotos (Figura 1), quando o tamanho permitia (acima de 3 cm), ou caso contrario,
através de maceracao de tecidos, tanto de brotos como de folhas, em almofariz contendo
1:10 (g/ml) solugdo tamponada, conforme CONVERSE & MARTIN (1993).

Foram utilizados kits de diagnose contendo antissoro ¢ conjugados homologos e
policlonais para os virus PLRV, PVY, PVX e PVS, adquiridos da EMBRAPA/CNPH,
Brasilia-DF.

Utilizou-se microplacas de poliestireno de 96 cavidades com fundo em ‘U’
(GREINER, Labortechnick). As solugdes tampdes de cobertura, lavagem, conjugado
e extra¢ao, bem como o substrato foi o de rotina, recomendado por CONVERSE &
MARTIN (1993).

As placas foram cobertas com o antissoro especifico em tampao carbonato.
Colocou-se sobre as mesmas o papel filtro umedecido com agua destilada, envolvendo
com um filme de PVC para evitar evapora¢ao. Foram entdo colocadas dentro de uma
caixa de isopor forrada com papel imido. Deixou-se ‘overnight’ a uma temperatura de
4°C em camara fria.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com a solugdo de lavagem, alternando-
se a posicdo das mesmas em relagdo ao lavador, descartando-se o residuo com a
utilizacdo de um sistema de aspiragdo (SOUZA-DIAS et al., 1999). Esta operagdo foi
feita 3 vezes. Na ultima lavagem, viraram-se as placas para baixo, batendo-se levemente
sobre um papel absorvente de forma a certificar a auséncia de residuos nas cavidades.

No dia seguinte, com uma micropipeta de 50-250 ul, aliquotas de 80 ul foram
colocadas nas respectivas cavidades da microplaca.

Em cada placa testada foram deixadas seis cavidades: duas com controle
negativo, duas com controle positivo e duas com buffer. As dilui¢des dos antissoros
foram de 1: 1000 para o PLRV — 1: 1000 para o PVY — 1: 2000 para o PVX — 1: 1200
para o PVS.

Colocadas as amostras e os controles, cobriu-as novamente com papel tmido,

envolvendo-as com um filme pléstico e incubando-as por uma noite em refrigerador.



Passado esse periodo, foram feitas 5 lavagens com a solucdo de lavagem da
mesma forma que as realizadas anteriormente na fase de cobertura. Em seguida,
colocou-se o conjugado do antissoro especifico diluido em buffer de extragdo/conjugado
(80 wl/cavidade), cobrindo com papel imido, envolvendo com filme pléstico, colocando
em uma caixa de isopor forrada com papel umido, deixando em refrigerador por uma
noite.

A placa foi lavada em solucdo de lavagem por 5 vezes.

A solugao de substrato foi preparada, calculando-se o volume a ser preparado de
acordo com o numero de cavidades (80 pl/cavidade). A concentracdo da solucdo foi de
1 mg/ml de fosfato de p-nitrofenol (Sigma 104-105) em solugdo de dietanolamina
(tampao substrato). Distribuiu-se 80 pul de solucdo de substrato por cavidade, cobrindo
com papel timido, envolvendo as placas com filme plastico, colocando dentro de uma
caixa de isopor umida a temperatura ambiente. Observou-se ap6s 15-40 minutos a
reagdo, procedendo com a primeira leitura em um aparelho de espectrofotometria de luz
UV/visivel (modelo EL 307C Reader / BIO-TEK Instruments), utilizando um filtro

especifico de 405nm. Apos 2 horas, foi feita a segunda leitura.

G) Interpretacdo dos resultados DAS-ELISA

Umas das dificuldades na diagnose das amostras de batata supostamente
infectadas, através do método DAS-ELISA, esta no momento de decidir se os valores
de absorbancia obtidos sdo, realmente, diferentes daqueles obtidos com a amostra sadia
(controle).

Para diagnosticar as amostras infectadas e sadias, foram considerados positivos
(presenga do antigeno — Figura 2) os valores de DAS-ELISA (Absorbancia 405nm)
superiores a pelo menos duas vezes a média dos controles negativos (SUTULA et al.,
1986), de cada microplaca. Como valor conclusivo quanto a presenca do virus

(antigeno) nos tecidos comparados, foi estabelecido o de folhas da planta progénie.

H) Fonte do controle positivo e negativo para o teste DAS-ELISA
Para controle positivo no teste DAS-ELISA, o LVB mantém uma cole¢do de
plantas infectadas com os virus PLRV, PVY, PVX e PVS em estufas, o mesmo

procedimento ¢ feito para manter o controle negativo, porém com plantas sadias.



1) Variedades
As variedades estudadas estdo identificadas de acordo com o virus analisado
pelo teste de imunodiagnose (DAS-ELISA), com referéncia a sua origem e niveis de

resisténcia (Tabela 1, 2, 3 e 4):

Tabela 1. Variedades estudadas para o PLRV via DAS-ELISA.

Variedade® Origem Resisténcia

Agata Holandesa Moderadamente Resistente
Asterix Holandesa Moderadamente Resistente
Bintje Holandesa Moderadamente Resistente
Monalisa Holandesa Suscetivel

Mondial Holandesa Bastante Suscetivel

'Fonte: BAARVELD et al., 2003.

Tabela 2. Variedades estudadas para o PVY via DAS-ELISA.

Variedade Origem Resisténcia

Agata Holandesa Muito Boa Resisténcia
Aracy (IAC-2)! Brasileira Desconhecida

Asterix Holandesa Bastante Suscetivel
Atlantic’ Americana Suscetivel

Bintje Holandesa Bastante Suscetivel

'Fonte: FILGUEIRA, 2003; 2Fonte: U.S. Potato Board, 2003.



Tabela 3. Variedade estudada para o PV X via DAS-ELISA.

Variedade Origem Resisténcia

T T p
Caesar Holandesa Suscetivel

'Fonte: BAARVELD et al., 2003.

Tabela 4. Variedade estudada para o PVS via DAS-ELISA.

Variedade Origem Resisténcia

IAC Duvira' Brasileira Suscetivel

'Fonte: 1AC, 2003.

3.4 Delineamento estatistico

As andlises experimentais via DAS-ELISA, foram constituidas por 18 tubérculos
dormentes, sendo que os dados analisados correspondem as médias positivas, obtidas
nas detecgdes. Os dados foram analisados através do programa SISVAR
(DEX/UFLA), versao 4.6 (Build 6.0), desenvolvido por FERREIRA (1998) e
aplicado para o teste de Tukey a 5%.

O delineamento estatistico utilizado para os virus PLRV e PVY foi o de blocos
casualizados com 15 tratamentos e 25 repetigdes (Anexo L, IL, III, IV, V, VI, VII,
VIII, IX e X). Os tratamentos representam o arranjo fatorial de trés origens de
tecidos correspondentes com cinco variedades de batata conforme descrito na Tabela

5¢e6.



Tabela 5. Arranjo fatorial empregado para o tratamento do PLRV via DAS-ELISA

com cinco variedades de batata (A) e trés origens de tecidos analisados (B).

Tratamentos Variedades Tecidos Analisados
AlB1 Agata Tubérculo dormente
Al1B2 Agata Broto apical destacado
AlIB3 Agata Folhas da planta progénie
A2B1 Asterix Tubérculo dormente
A2B2 Asterix Broto apical destacado
A2B3 Asterix Folhas da planta progénie
A3B1 Bintje Tubérculo dormente
A3B2 Bintje Broto apical destacado
A3B3 Bintje Folhas da planta progénie
A4B1 Mondial Tubérculo dormente
A4B2 Mondial Broto apical destacado
A4B3 Mondial Folhas da planta progénie
A5B1 Monalisa Tubérculo dormente
A5B2 Monalisa Broto apical destacado
A5B3 Monalisa Folhas da planta progénie

Tabela 6. Arranjo fatorial empregado para o tratamento do PVY via DAS-ELISA
com cinco variedades de batata (A) e trés origens de tecidos analisados (B).

Tratamentos Variedades Tecidos Analisados
AlB1 Agata Tubérculo dormente
Al1B2 Agata Broto apical destacado
A1B3 Agata Folhas da planta progénie
A2B1 Aracy (IAC-2) Tubérculo dormente
A2B2 Aracy (IAC-2) Broto apical destacado
A2B3 Aracy (IAC-2) Folhas da planta progénie
A3BlI Asterix Tubérculo dormente
A3B2 Asterix Broto apical destacado
A3B3 Asterix Folhas da planta progénie
A4B1 Atlantic Tubérculo dormente
A4B2 Atlantic Broto apical destacado
A4B3 Atlantic Folhas da planta progénie
A5BI1 Bintje Tubérculo dormente
AS5B2 Bintje Broto apical destacado
A5B3 Bintje Folhas da planta progénie

O delineamento estatistico utilizado para os virus PVX e PVS foi o inteiramente
casualizados com 3 tratamentos e 25 repeticdes (Anexo XI e XII). Os tratamentos
representam o arranjo de trés origens de tecidos correspondentes com uma variedade

de batata conforme descrito no Tabela 7 e 8.



Tabela 7. Arranjo empregado para o tratamento do PVX via DAS-ELISA com uma
variedade de batata e trés origens de tecidos analisados (A).

Tratamentos Variedade Tecidos Analisados
Al Caesar Tubérculo dormente
A2 Caesar Broto apical destacado
A3 Caesar Folhas da planta progénie

Tabela 8. Arranjo empregado para o tratamento do PVS via DAS-ELISA com uma
variedade de batata e trés origens de tecidos analisados (A).

Tratamentos Variedade Tecidos Analisados
Al IAC Duvira Tubérculo dormente
A2 IAC Duvira Broto apical destacado

A3 IAC Duvira Folhas da planta progénie




Figura 1 — Etapas de extracgdo, adi¢do de suco de broto e lavagem ap6s incubago para
diagnose das quatros principais viroses da batata através da técnica DAS-ELISA: a.
Extragdo do suco do broto apical destacado, aproximadamente 30 mg; b. Adicdo do
suco extraido do broto ou tubérculo dentro de uma cavidade da microplaca, contendo
80ul do tampao de extragdo; €. Microplaca com amostras de suco de broto ou tubérculo,
pronta para incubag@o: 12 a 16 h a 4°C; d. Processo de succdo da amostra; e. Apds
suc¢do a microplaca passa por cinco lavagens com a Solu¢do de lavagem.
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Figura 2 — Microplacas do teste DAS-ELISA, apds adigdo do tampdo substrato
mostrarando cavidades com coloragdo amarela, indicando reagdo antigeno x anticorpo

(teste positivo) para cada um dos quatros virus testados: a. PLRV; b. PVY; c. PVS; d.
PVX.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento [1]



4.1 DAS-ELISA na detec¢ao do PLRV

DAS-ELISA para o antigeno do PLRV, foram avaliados comparativamente em
trés tecidos: (1) tubérculo ’don‘nente; (2) broto apical destacado; e (3) folhas da planta
progénie, das variedades Agata, Asterix, Bintje, Monalisa ¢ Mondial.

Os resultados dessa avaliagdo estdo apresentados na Tabela 9 e pode-se verificar
que foi possivel a deteccao do PLRV nos trés tecidos correspondentes, bem como em
todas as variedades estudadas. As médias de detec¢do desse virus nas folhas da
planta progénie (3), conforme observadas em 25 repeticdes de 18 amostras
(tubérculos), apesar de terem sido consistentemente maiores e seguidas pelas médias
do tubérculo dormente (1) e broto apical destacado (2), ndo mostraram-se, dentro de
cada variedade, significativamente diferentes no teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observa-se na Figura 3, que os valores médios e respectivos desvio padrdo,
indicam sobreposicdo entre tecidos de uma mesma variedade. Esses resultados
revelam a nao diferenca estatistica observada entre a média do niumero de tubérculo
infectado pelo PLRV detectado nos diferentes tecidos avaliados (1, 2 ¢ 3). Em fungdo
da realidade do sistema de producdo de batata-semente, em que ndo se permite a
mistura de variedades, particularmente nas classes basicas, as comparagdes nao
foram feitas entre variedades. Entretanto, o desvio padrdo das médias entre as
variedades Agata (1,83 - 2,35 - 2,01) e Mondial (0,82 - 0,87 - 0,88), para os tecidos
1, 2 e 3, respectivamente, poderiam indicar diferencas significativas em funcdo de
uma maior ou menor resisténcia a infec¢do pelo PLRV. Conforme descricdo no
catdlogo Holandés de BAARVELD et al. (2003), a ‘Agata’ recebe nota 6, indicativo
de moderada resisténcia, enquanto a ‘Mondial’ nota 4,5, indicativo de alta
suscetibilidade. Desse modo, ¢ possivel que diferengas varietais venham a interferir
na deteccdo do PLRYV entre tecido analisados, particularmente em genoétipos de alta
resisténcia ao virus. Nesse caso, a chance maior de ocorréncia de variacdo de
concentragdo e, portanto detectabilidade do PLRV via DAS-ELISA entre os tecidos
estudados poderia ocorrer nos gendtipos em que a resisténcia esta associada a fatores
de restrigdes na replicagdo viral, como, ¢ conhecido na literatura para cultivares de
batata x PLRV: Kathadin (SIBARA, 1985; SOUZA-DIAS & SLACK, 1987); e
Pentland Crown (BARKER & HARRISON, 1985).

Tabela 9. Médias do numero de PLRYV detectado em trés tecidos correspondentes,
analisados através de DAS-ELISA para cinco variedades de batata.

Tecidos Analisados Variedades

Agata Asterix Bintje Monalisa Mondial

Tubérculo dormente 10,68 a 12,00 a 12,56 a 12,56 a 13,80 a
Broto apical destacado 10,20 a 11,80 a 12,20 a 12,28 a 13,60 a
Folhas da planta progénie 11,12 a 12,52 a 12,92 a 12,92 a 14,24 a

* As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado
pelo teste de Tukey.
** Média de 25 repeticdes de 18 amostras por tratamento.



4.2 DAS-ELISA na detecgéo do PVY

Na tabela 10, pode-se verificar que foi possivel a deteccdo do PVY para os trés
tecidos correspondentes (1, 2 e 3), bem como em todas as variedades estudadas,
Agata, Atlantic, Aracy (IAC-2), Bintje e Asterix. Verifica-se nesta Tabela 10 que na
deteccao do PVY, ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade
do teste de Tukey, entre os tecidos x variedade. Entretanto, apesar da ndo variagdo
estatistica observada, as médias de detecgdo do PVY em tecidos de folhas da planta
progénie (3) foram as maiores, sendo seguidas pelas médias do broto apical
destacado (2) e tubérculo dormente (1). Essa mesma seqiiéncia de tipo de tecidos
testado na deteccdo de antigeno do PVY foi observada para todas as variedades
estudadas, exceto para a variedade Bintje, onde tubérculos dormentes (1)
apresentaram média maior que broto apical destacado (2). Diferente do que foi
observado para o PLRV, nota-se que no caso de deteccdo de antigenos do PVY, as
cinco variedades estudadas e apesar de também mostrarem diferenca em niveis de
resisténcia e suscetibilidade, estas ndo apresentaram comportamento de desvio
padrao correspondente a suscetibilidade, conforme mostra a Figura 4. Exemplo dessa
observacdo pode ser notado entre as variedades Bintje (considerada ‘bastante
suscetivel’) versus Agata (considerada ‘muito boa resisténcia’), conforme
BAARVELD et al. (2003). Nota-se que os desvios padroes dos 3 tecidos analisados
foram para a ‘Bintje’: 1,36 (1) ; 1,72 (2) e 1,48 (3); enquanto para a Agata: 1,04
(1); 1,22 (2) e 1,12 (3), portanto com médias relativamente proximas: 1,52 e 1,15,
respectivamente.

Esse resultado pode ser em parte respondido pela presenca do PVY em maior
numero de células (tipo de tecidos) da planta infectada (WEIDEMANN & CASPER,
1982), em contraste com o PLRV que se limita, quase que exclusivamente, a células
de floema (KOJIMA et al.,, 1969; BARKER & HARRISON, 1986; BRUNT &
LOEBENSTEIN, 2001) e, portanto mais sujeito as variagdes de dilui¢des
(TAMADA & HARRISON, 1980) e distribuicdo desse virus (BARKER &
HARRISON 1985; RUSSO et al.,, 1999) nos extratos das amostras durante o
processo de andlises dos diferentes tecidos. Ha também evidéncias de que o PVY
pode apresentar maior invasdo de tecidos da planta de batata infectada em funcao da

estirpe.



BASKY & ALMASI (2005) relatam detecgdo por ELISA em maior concentragdo e
tipo de tecidos examinados (folha, peciolo, tubérculos) quando a infec¢do ¢ por PVY
do grupo N (PVY"), essa estirpe ¢ causadora de necrose nas nervuras em algumas
variedades de fumo, Nicotiana tabaccum, quando comparado com a estirpe comum
(PVY©).

Nas principais regides produtoras de batata do Brasil, as quais foram representadas
pelas amostras avaliadas neste trabalho, houve crescente incidéncia do PVY a partir
de meados da década de 90 (SOUZA-DIAS & TRISTAO, 1997b).
Coincidentemente, nessa mesma ocasido, alarmantes incidéncias de variantes do
PVY" foram detectadas no Canadé (SINGH, RP, 1991; SINGH, RP, 1992;
MCDONALD & SINGH, 1996), pais esse que passou a ser o maior fornecedor de
batata-semente ao Brasil, superando 3 mil toneladas em 1998 (AGRIANUAL 2003),
exclusivamente da variedade Atlantic, cuja alta suscetibilidade ao PVY ja foi
assinalada no Brasil (SOUZA-DIAS, et al., 1995d) e ¢ reconhecida mundialmente,
inclusive pelos proprios exportadores (U.S. POTATO BOARD, 2003).

A introducdo de variantes exodticas do PVY no Brasil, como a do grupo estirpe NTN
PVYN™), que pertence ao grupo do PVY™, mas que se diverge pelo fato de causar
também necrose nos tubérculos, ‘Tuber Necrose’(SOUZA-DIAS, 1992a; 1997b;
2001b; SOUZA-DIAS & TAMAUTI, 2005d; JEFFRIES, 1998), tem sua origem,
bastante provavel da variedade Atlantic importada do Canada (SOUZA-DIAS, et al.,
2000a), onde essa variante foi possivelmente introduzida da Europa, de forma
clandestina (BROWN, 2001). A partir da Atlantic com variantes do PVY", outras
variedades de batata foram contaminadas e a ponto de estabelecer o alto potencial de

indculo sustentados a atual epidemia no Brasil (SOUZA-DIAS, 2004a).

Tabela 10. Médias do nimero de PVY detectado em trés tecidos correspondentes,
analisados através de DAS-ELISA para cinco variedades de batata.

Tecidos Analisados Variedades

Agata Atlantic  Aracy IAC 2 Bintje Asterix

Tubérculo dormente 9,44 a 10,36 a 10,60 a 11,56 a 14,20 a
Broto apical destacado 9,64 a 10,48 a 11,00 a 11,52 a 14,52 a
Folhas da planta progénie 9,96 a 10,88 a 11,44 a 11,84 a 14,76 a

* As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de
Tukey.
** Média de 25 repetigdes de 18 amostras por tratamento.



4.3 DAS-ELISA na detecgéo do PVX

As comparagdes de DAS-ELISA na detec¢ao do antigeno do PVX em cada um
dos trés tecidos analisados, foram feitas com apenas uma variedade: Caesar. Essa
variedade ¢ descrita como altamente suscetivel ao PVX (BAARVELD et al. 2003) e
foi resultante de amostras produzidas por plantas inoculadas experimentalmente,
devido a auséncia de lotes de tubérculos previamente identificados com alta
incidéncia nas analises de rotina do LVB.

Assim sendo, o fato de se ter avaliado apenas uma variedade para o PVX, esta em
fun¢do de dois aspectos: 1- PVX esta praticamente ausente na bataticultura brasileira,
em campos comerciais onde utilizam batata-semente procedente do sistema de
certificagdo (SOUZA-DIAS et al., 2000b; FIGUEIRA, 2001; DANIELS &
SCHOEN, 2003); e 2- PVX ¢ imunogenicamente detectavel em tecidos de folhas,
brotos e tubérculos dormentes, com facilidade, de modo geral (BRUNT &
LOEBSTEIN, 2001).

Na Tabela 11, pode-se verificar que foi possivel a detec¢ao do PVX para os trés
tecidos correspondentes, ndo tendo ocorrido diferenca significativa no nimero médio
da deteccao de antigeno do PVX entre os tecidos analisados. As médias das folhas da
planta progénie (3), apresentaram as maiores detecc¢oes: 3,68, do antigeno do PVX,
sendo seguido pela detec¢do média em tecidos do tubérculo dormente (1), com
média de 3,60 e broto apical destacado (2), com média de 3,36, sempre em 18
amostras repetidas 25 vezes.

Na figura 5, da mesma forma que observado para o PVY, ndo houve basicamente
diferenga nos desvios padrdes das médias de tecidos (1, 2, e 3) com testes positivo
para antigeno de PVX : 1,14; 1,25 e 1,35, respectivamente. Essa observacao sustenta
em parte o fato de ser o PVX um virus invasor das diversas células da planta, e ndo
restrito a um determinado tecido, como ¢é o caso do PLRV.

Tabela 11. Médias do niumero de PVX detectado em trés tecidos correspondentes,
analisados através de DAS-ELISA.

Tecidos Analisados Variedade
Caesar
Tubérculo dormente 3,60 a
Broto apical destacado 3,36 a
Folhas da planta progénie 3,68 a

* As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de
Tukey.
** Média de 25 repetigdes de 18 amostras por tratamento.

4.4 DAS-ELISA na deteccdo do PVS

Assim como no caso do PVX, os resultados de DAS-ELISA para
deteccao do PVS, nos trés tecidos analisados, foi efetuado com uma tunica variedade:
IAC Duvira. Essa variedade vem sendo mantida no LVB, ha mais de 15 anos, com alta



incidéncia do PVS, desde sua introdu¢ao (SOUZA-DIAS et al., 1993a; SOUZA-DIAS,
et al., 1995b). Assim como no caso do PVX, a presenca do PVS ¢ praticamente ausente
nos campos de produgdo comercial de batata onde se pratica a renovagao dos lotes de
batata-semente com material vindo do sistema de certificagao.

Na Tabela 12, pode-se verificar que foi possivel a deteccao do PVS para os trés
tecidos correspondentes (1, 2 e 3), sem variacdo significativa entre eles; seguindo,
portanto, igual comportamento observado para os outros virus (PLRV, PVY, e PVX).
As médias de detec¢do do antigeno nos 3 tecidos analisados foram bastante proximas:
16,00 - 15,92 - 16,44, com desvios padrdes se sobrepondo (0,72 - 0,52 - 0,63),
conforme mostra a Figura 6, nos extratos de tubérculo dormente, broto apical destacado
e folhas da planta progénie, respectivamente.

Essa eficiéncia da detecgdo do PVS nos diferentes tecidos analisados confirma
resultados de outros autores, os quais apontam ser o PVS altamente imunogénico e com
alta eficiéncia na detec¢do por ELISA (BEEMSTER & DE BOKX, 1987) em tecidos de
tubérculo (DE BOKX et al., 1980; BANTTARI & FRANC, 1982) e folhas
(BANTTARI & FRANC, 1982; SINGH & SOMERVILLE, 1992;
SCHIESSENDOPPLER & FORSCHUM, 1990).

Tabela 12. Comparagdo das médias do PVS detectado em  trés tecidos
correspondentes, analisados atraves de DAS-ELISA para uma variedade de
batata.

Tecidos Analisados Variedade
IAC Duvira”
Tubérculo dormente 16,00 a
Broto apical destacado 15,92 a
Folhas da planta progénie 16,44 a

* As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de
Tukey.
** Média de 25 repeti¢des com 18 amostras cada.

Os resultados obtidos via DAS-ELISA para detec¢do dos quatro virus analisados
neste trabalho, revelaram homogeneidade no comportamento entre os trés tecidos
analisados: tubérculo dormente (1); broto apical destacado (2); e folhas da planta
progénie (3). Portanto, o percentual de cada um dos quatros virus analisados, em
lotes de tubérculos dormentes, pode ser considerado como indicador seguro, para
DAS-ELISA de brotos destacados desses lotes, barateando os custos dessa inovadora
tecnologia e preservando a qualidade satisfatoria que esta oferece ao produto final:
minitubérculo de batata-semente.

Conforme mostra o quadro abaixo (modificado de SOUZA-DIAS & BETTI, 2003),

ha fatores que sdo considerados importantes no éxito da diagnose de viroses da batata



por ELISA, particularmente do PLRV em tubérculos dormente e com infeccao
primdria. Esses fatores foram considerados neste trabalho, tais como: a) Extracdo do
suco do tubérculo dormente feita em tecidos de floema, células de maior
concentragdo do virus, especialmente o PLRV; b) Extracdo composta de duas
extremidades dos tubérculos: olho apical + estoldao; c) Diluicdo maxima de 1:5, (p/v)
do extrato (suco dos tubérculos) com o tampao de extracdo; e também d) Alta
qualidade e especificidade do antissoro para detec¢do de PLRV, PVY, PVX e PVS.
Portanto, a eficiéncia na detec¢do dos virus estudados, particularmente do PLRV,

conforme observado nos trés tecidos analisados neste estudo pode estar, em grande

parte, associada a observacao feita aos fatores conforme comparados abaixo.

Autores Tubérculo Local de extrag@o dos tecidos Eficiéncia (%) da deteccao
dormente - quando comparado com ELISA
e D! Extremindade de folhas da planta progénie
Olho Apical Estoldo
GUGERLI (1979) S s? S S 100% para o estoldo, QD?= N;
para a gema apical, QD = S.
TAMADA & S N* S S > 80% para o estoldo, diluicdo do
HARRISON (1980) suco (1/4)
EHLERS & S S/N S S ‘Alta’: para estol&o e olho, QD =N;
VETTEN (1984) para gema apical, QD=S.
HILL & N N S N ‘Baixa’: QD=N; dilui¢do do suco
JACKSOM (1984) 1/20; extracao de 7mm.
FLANDERS et al. S N S N 100%: Melhor 20 dias apds a
(1990) inoculagdo
SOUZA-DIAS et al. S S S S 95 % para o estoldo + gema
(1998)
TRUTA & S N S S 8,2% : Extracao feita do contetido
FIGUEIRA (1999) da polpa central, retirada com um
cilindro de 3mm de didmetro, com
um furador de rolhas,
atravessando o tubérculo desde
estoldo até a gema apical.
KLERKS et al. S N S S 100% para o estoldo + gema
(2001)

! D = tubérculo recém-colhido; QD = quebra de dorméncia; S =sim; e *N = nao.

Deve-se, porém ressaltar casos excepcionais em que testagem adicional dos
brotos seriam necessdarias: 1) Na circunstancia de infestacao de insetos de vetores da
batata durante o periodo de brotagdo, em que, podera ocorrer a transmissao do virus e
esta se limitar aos tecidos do broto apenas, pois poderd ndo haver translocagdo ao
tubérculo mae. Neste caso entdo, havera a necessidade da indexagdo de amostras de

lotes de broto/batata-semente, pois a incidéncia de virus, conhecida inicialmente em



amostras de tubérculos mae, podera nao ser a mesma encontrada nos lotes de
broto/batata-semente; 2) Casos de variedade com alta resisténcia a infec¢do aos virus
estudados, pois em decorréncia de restricdes na replicagdo e/ou movimentagdo
irregular dos virus nos tecidos, pode resultar em falso negativo no ELISA de

tubérculos, devido a baixa concentracao do antigeno.
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Figura 3 — Correlacdo média e respectivos desvios padrées para detec¢ao do
PLRV em trés tecidos correspondentes (1, 2 e 3), analisados via DAS-ELISA
para cinco variedades de batata, em 25 repeticfes com 18 amostras cada.
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Figura 4 — Correlacdo média e respectivos desvios padrées para detec¢do do
PVY em trés tecidos correspondentes (1, 2 e 3), analisados via DAS-ELISA para
cinco variedades de batata, em 25 repetices com 18 amostras cada.
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Figura 5 — Correlacdo média e respectivos desvios padrées para detec¢do do
PVX em trés tecidos correspondentes (1, 2 e 3), analisados via DAS-ELISA, em
25 repeticGes com 18 amostras cada.
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Figura 6 — Correlacdo média e respectivos desvios padrdes para detec¢ao do PVS
em trés tecidos correspondentes (1, 2 e 3), analisados via DAS-ELISA, em 25
repeticdes com 18 amostras cada.



5 CONCLUSOES

Experimento [1]



b)

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

Houve correlacdo estatistica ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey na deteccdo dos virus PLRV, PVY, PVX e PVS nos trés tecidos
comparados: tubérculo dormente (1), broto apical destacado (2) e folhas da
planta progénie (3). Portanto, o percentual de cada um dos quatros virus
analisados, via DAS-ELISA, em lotes de tubérculos dormentes, pode ser
considerado como indicador seguro, isto €, correspondente ao que seria

determinado em DAS-ELISA de brotos destacados desses lotes.

Estando os tubérculos/batata-semente com percentual de virus dentro dos
limites de tolerancia, torna-se desnecessaria a avaliacdo de sanidade do lote

de broto/batata-semente, quando destacados desses tubérculos.



3 MATERIAL E METODOS

Experimento [2]: Broto/batata-semente na produ¢do de minitubérculos apods

submetidos a dois tratamentos quimicos.



Experimento [2]

3.1 Procedimento experimental

3.1.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em telados anti-afideos. Este experimento foi
realizado no Laboratoério de Viroses da Batata e Solanidceas em Geral (LVB) e demais
dependéncias do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Fitossanidade/Virologia —
APTA/IAC (CPDF/V), situado na Alameda Alvaro dos Santos Costa — Fazenda Santa
Elisa, no municipio de Campinas-SP.

O experimento foi realizado durante o ano de 2005.

3.1.2 Obtencéo do Material

As amostras dos brotos foram originadas dos tubérculos-semente (ap6s quebra
de dorméncia natural) submetidos por produtores para testes de imunodiagnose via
DAS-ELISA para o LVB, cujos resultados foram negativos, ou seja, isentas das

principais viroses regulamentadas para a produgdo de batata-semente nacional.

3.2 Avaliacéo do tamanho do broto em relacdo a dois tratamentos quimicos

Foram avaliados o tamanho do broto: (1) Brotos de 2 a 4 cm, sendo considerados
como, ‘Broto-menor’ e (2) Brotos de 5 a 8 cm, sendo considerados como, ‘Broto-
maior’. Estes brotos foram tratados com: (A) Fludioxonil — Nome comercial: Maxim® —
Empresa: Syngenta; (B) Acido giberélico — Nome comercial: ProGibb® — Empresa:
Bayer; e (C) Testemunha, sem tratamento.

As plantas do Broto-menor e do Broto-maior foram avaliadas em: niimero de
haste — altura da planta — didmetro horizontal da folha — diametro vertical da folha —
nimero de minitubérculo por planta — peso de minitubérculo por planta.

As variedades estudadas foram: Agata, Almera, Markies e Monalisa, sendo

composta por uma amostra de 24 brotos, para cada variedade e tratamento empregado.

3.3 Conducéo do experimento:

A) Ensaio
O ensaio foi conduzido em telados anti-afideos no plantio de inverno,

compreendendo o periodo de 14 de maio a 02 de agosto de 2005. O broto-menor € o



broto-maior, foram plantados em bandejas de 200 cm”, sendo plantados dois brotos por
cavidade, contendo Terra Autoclavada + Plantmax™ © + Fibra de coco® N.o 47 (2:2:1) e
15 g de 4-14-8.

Os tratamentos aplicados foram: (A) Fludioxonil e (B) Acido giberélico. A
dosagem aplicada para cada tratamento foi a sugerida pelo técnico representante do
produto, devido a falta de recomendacao especifica para brotos de batata: (A) 40ml/10L
e (B) 1g/10L. Em ambos os tratamentos, o tempo de imersdo na solucdo foi de 10
minutos, e depois colocados para secar a sombra. Em seguida ambos os brotos foram
plantados. A irrigacdo foi feita diariamente até os cinqiientas dias, apos este periodo
com intervalos de um a dois dias dependendo da necessidade.

Apos o plantio, foram feitas as avaliacdes do desenvolvimento das plantas
oriundas dos brotos/batata-semente da seguinte maneira: a) com 20 dias; b) com 40
dias; e ¢) com 60 dias. Apenas as avaliacdes aos 60 dias foram consideradas nas
analises por ter a melhor distingdo entre tratamento versus desenvolvimento das
plantas/variedade.

B) Descricio dos tratamentos, dos substratos e das variedades utilizadas
- Tratamentos:

1) Maxim® = Classe: fungicida — Grupo quimico: fenilpirroles — Tipo de formulacgo:
suspensdo concentrada — Instrug@o de uso: deve ser usado em uma unica aplicacido na
forma de tratamento de sementes, antes da semeadura. E recomendado para batata-
semente, para prevengdo de doenga, como Rhizoctonia solani.

2) ProGibb® = Classe: regulador de crescimento vegetal — Grupo quimico: giberelina
— Tipo de formulagdo: p6 soltvel — Instrucao de uso: ¢ um regulador de crescimento
vegetal, de ocorréncia natural na planta. E recomendado para batata-semente, para
facilitar a brotacao e obter maior produgao.

- Substratos:

1) Terra Autoclavada = substrato estéril para assegurar a imunidade a doengas. A
terra foi submetida a uma temperatura de 121°C em uma autoclave do LVB;

2) Plantmax™™ = foi desenvolvido especificamente para a produgdo de mudas
de solanaceas e brassicas levando-se em consideragdo as exigéncias fisicas e quimicas
da cultura. Produto compostado, estabilizados com cascas processadas e enriquecidas,
vermiculita expandida, turfa processada e enriquecida; e

3) Fibra de Coco® N.o 47 = 0 Golden Mix Granulado é um substrato formulado
a partir de 100% de fibra de Coco, de textura fina, indicada principalmente para

formacgdo de mudas em bandejas e tubetes. Recebe um nivel elevado de adubacdo de



base, sendo recomendada para espécies de hortaligas mais exigentes.

- Variedades

As variedades estudadas neste experimento sio holandesas, como Agata e
Monalisa, estas de maior interesse no mercado atual, quando comparadas com as
variedades Almera e Markies, duas ainda em fase de introducdo no mercado brasileiro,
mas com grande potencial de aceitagdo. A descricdo das variedades, estdo de acordo
com os autores BAARVELD et al. (2003):

a) Agata = Maturagdo — precoce; Tubérculos — grandes, oval, olhos superficiais;
Brotos — moderadamente grande, grosso e cilindrico, cor pouco pronunciado a violeta
avermelhado, escassamente coberto de pélos; Folhagem — de desenvolvimento bom;
Matéria seca — teor baixo; ¢ Rendimento — alto.

b) Almera = Maturagdo — semiprecoce; Tubérculos — grandes, oval-alongados,
olhos superficiais; Brotos — moderadamente grande, cOnico, cor moderadamente
pronunciado a violeta avermelhado, moderadamente coberto de pélos; Folhagem — de
desenvolvimento bastante bom; Matéria seca — teor moderado; e Rendimento — muito
alto.

c) Markies = Maturacao — tardia; Tubérculos — grandes, oval, olhos bastante
superficiais; Brotos — grande, cilindrico, cor pronunciado a violeta avermelhado,
moderadamente coberto de pélos; Folhagem — de desenvolvimento muito bom; Matéria
seca — teor bom; e Rendimento — muito alto.

d) Monalisa = Maturacdo — semitardia; Tubérculos — muito grandes, oval-
alongados, olhos superficiais; Brotos — grande, oval, cor pouco pronunciado a violeta
avermelhado, densamente coberto de pélos; Folhagem — de desenvolvimento bom,;

Matéria seca — teor bom a moderado; e Rendimento — muito alto.

3.4 Delineamento estatistico
Este experimento foi analisado através do programa SANEST (Sistema de
Analise Estatistica), desenvolvido por ZONTA & MACHADO (1984) no Departamento
de Matematica e Estatistica da ESALQ/USP e aplicado para o teste de Tukey ao nivel
de 5%. O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 4 x 3 x 2, utilizando quatro variedades de batata, trés tratamentos quimico e dois

tamanhos de brotos com trés repetigoes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento [2]



4.1 NUmero de haste

Em relacdo ao numero de hastes por planta, observou-se que nao houve
interagdo significativa entre os resultados do broto menor, independentemente da
variedade ou tratamento utilizado. E o mesmo foi observado para os resultados
referentes ao broto maior, conforme mostra a figura 7.

De acordo com WIERSEMA (1987), o nimero de hastes por area (densidade de
hastes) foi definido como sendo o produto da densidade de plantas pelo nimero de
hastes por planta ou nimero de hastes principais por metro quadrado ou, ainda hastes
principais sobre o solo/m?, salientando que cada haste se comporta como se fosse uma
planta individual formando raizes, estoldes e tubérculos. A densidade de hastes também
influi diretamente na producdo de tubérculos, sendo que uma densidade alta de hastes
aumenta o rendimento até certo nivel, mas reduz o tamanho médio dos tubérculos
(maior produgdo de tubérculos pequenos).

Enfim, o numero de hastes, ¢ proporcional ao tamanho do tubérculo, ou seja, do
seu peso ou da area (REESTAMN & WIT, 1959; WURR, 1975). O numero de
tubérculos por planta ¢ determinado pela cultivar, mas também muito influenciado pelo
ambiente (VAN DE ZAAG & BURTON, 1978). Muitas hastes laterais sdo formadas em
plantio de tubérculos com dominancia apical. O numero de hastes ¢ proporcional ao
numero de gemas por tubérculo e a idade fisiologica da batata-semente (SOUZA &

SOUZA, 1999a).

4.2 Altura da planta

Na avaliagio do broto menor, utilizando-se os tratamentos Maxim® (1) e
Testemunha (3), verifica-se que ndo houve interacao significativa entre os resultados
obtidos, independentemente da variedade utilizada. Porém, o tratamento com ProGibb®
(2), verifica-se inicialmente, uma maior média para a variedade Markies, que se
equipara estatisticamente a média obtida pela variedade Monalisa. As médias das
variedades Agata e Almera se encontram igualadas, diferenciando-se da classificagdo
obtida pelo teste de Tukey a 5%, das duas primeiras variedades, conforme a Figura 8.

Na avaliacdo do broto maior, utilizando-se os tratamentos Maxim® (1) e
ProGibb® (2), verifica-se que houve interagdo significativa entre os fatores variedade e

tratamento quimico, ¢ que a variedade Markies obteve uma maior média para os dois



tratamentos. No tratamento Testemunha (3), ndo houve interacao significativa entre os
resultados obtido, independente da variedade utilizada, conforme a Figura 8.

A velocidade de crescimento da planta ocorre de acordo com a época de plantio,
idade fisiolégica, condi¢des climaticas e cultivar (STARK & LOVE, 2003). Foi
verificado neste estudo que os brotos tratados com o Acido giberélico (2) emergiram- se
com estiolamentos e as vezes clordticos, dando aparéncia de plantas doentes. Esse fator
pode estar relacionado com as giberilinas, pois promovem a multiplicacdo e o
alongamento celular. De acordo com BARRETOS & HAYASHI (2005), quando se tem
este estimulo é necessario que a planta esteja bem nutrida principalmente em calcio, ja
que ¢ comum encontrar sintomas de deficiéncia em plantas que receberam este tipo de

hormonio.

4.3 Diametro horizontal da folha

Em relagdo ao didmetro horizontal das folhas, verificou-se que na avaliagdo do
broto menor, houve diferenca estatistica, em relacdo ao broto que recebeu tratamento
com 4acido giberélico/ProGibb® (2) e a ‘Monalisa’ se sobressaiu entre as variedades.
Essa diferenca pode estar relacionada com o estiolamento sofrido pelo broto, havendo
um bloqueio no desenvolvimento da sua area foliar.

Para o broto maior, ndo houve interacdo significativa, independentemente da

variedade ou tratamento utilizado, como observado na Figura 9.

4.4 Diametro vertical da folha

Na avaliagdo do diametro vertical da folha, ndo houve interacdo significativa
entre os resultados broto menor, de acordo com as variedade ou tratamento utilizado.
Foi observado, o mesmo para os resultados referentes ao broto maior, conforme mostra
a Figura 10.

De acordo com CUBILLOS (1978), para obter o maximo potencial produtivo,
em regides tropicais e subtropicais, existem trés requisitos basicos: emergéncia e
desenvolvimento rdpido da planta para absorver ao maximo a energia luminosa num
curto espago de tempo, a folhagem deve atingir o maximo desenvolvimento no
momento do inicio da tuberizagdo e a folhagem deve permanecer por um maior periodo.

ALLEN & SCOTT (1980), relata que em fotoperiodos curtos, as cultivares de



maturacdo precoce sdo mais eficientes. O contrario ¢ verdadeiro para as cultivares de

maturacdo tardia. A producdo de matéria seca também ¢ afetada pelos mesmos fatores.

4.5 Numero de minitubérculo por planta

Na avaliagdo do nimero de minitubérculos por planta, para o broto menor nao
houve interagdo significativa entre os resultados obtidos, independentemente da
variedade ou tratamento utilizado, conforme a Figura 11.

Na avaliacio do broto maior, utilizando-se os tratamentos Maxim® (1) e
Testemunha (3), verificou-se que ndo houve interacdo significativa entre os fatores
variedade e tratamento. Porém, o tratamento com ProGibb® (2), wverifica-se
inicialmente, uma maior média para a variedade Almera. As médias das variedades
Markies, Monalisa ¢ Agata se encontram igualadas estatisticamente, diferenciando-se da
classificagdo obtida pelo teste de Tukey a 5%, da primeira variedade.

O numero, tamanho dos tubérculos produzidos, a taxa de multiplicagdo e o
habito da planta dependem da competicdo entre hastes por luz, nutrientes, dgua, etc., €
variam com a cultivar ¢ as condi¢des de ambiente. Um aumento na densidade
populacional de hastes corresponde a aumento na producdo total, na taxa de
multiplicagdo e decréscimo no tamanho (peso) médio dos tubérculos produzidos. A
maior concorréncia entre plantas (grupos hastes) dentro da planta ¢ fator responsavel
pela diminui¢do ou tamanho ou do peso médio dos tubérculos (ALLEN, 1978; BARRY
et al., 1981; SOUZA & SOUZA, 1999b). Portanto, a densidade de hastes ¢ afetada

principalmente pelo espagamento de plantio e tamanho da batata-semente.

4.6 Peso de minitubérculo por planta

Na avaliagdo do peso de minitubérculos por planta, parar o broto menor, nao
houve interagdo significativa, independentemente da variedade ou tratamento utilizado,
conforme mostra na Figura 12.

Na avaliacio do broto maior, utilizando-se os tratamentos Maxim® (1) e
ProGibb® (2), verificou-se que houve interagdo significativa entre os fatores variedade e
tratamento quimico. No tratamento Maxim® (1) a variedade Monalisa obteve uma
média maior, ndo havendo uma diferenga significativa entre as variedades Markies e
Almera. A variedade Agata obteve uma média menor com a utilizagio deste tratamento.

No tratamento ProGibb® (2), houve uma diferenga significativa com maior média obtida



pela variedade Almera em relagdo as variedades Monalisa, Markies e Agata, conforme
observa-se nas Figuras 12 e 13.

WURR (1974) estudou o efeito de trés pesos de sementes e trés espagamentos na
linha sobre a resposta da produ¢do ao aumento da densidade de plantas em dois
cultivares precoces de batata. Em seu trabalho verificou que ha uma tendéncia de
interagdo entre cultivar e tamanho da semente e entre cultivar e espagamento,
particularmente no caso das classes de tamanho maior.

O peso obtido para este estudo, pode estar relacionado ao tamanho do
minitubérculo produzido em fun¢do do tamanho da bandeja onde foram plantados, de

acordo com as caracteristicas que cada variedade apresenta (BAARVELD et al., 2003).
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Figura 7 — Efeito do tratamento de broto/ batata-semente de tamanho menor (2 a 4cm)
ou maior (5 a 8cm) com o fungicida (Maxim®) ou o regulador de crescimento

(ProGibb®) no numero médio de hastes por planta.

(*) As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de

Tukey; (**) Média de 3 repetigdes.
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Figura 7 — Efeito do tratamento de broto/ batata-semente de tamanho menor (2 a 4cm) ou maior (5 a 8cm) com o fungicida (Maxim®) ou o
regulador de crescimento (ProGibb®™) no niimero médio de hastes por planta.

* kK
() As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de Tukey; 9 Meédia de 3 repetigdes.
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Figura 10 — Efeito do tratamento de
broto/ batata-semente de tamanho
menor (2 a 4cm) ou maior (5 a 8cm)
com o fungicida (Maxim®) ou o

ProGibb Testemunha Maxim ProGibb

Broto Menor** Broto Maior**
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Figura 11 - Efeito do tratamento de
broto/ batata-semente de tamanho
menor (2 a 4cm) ou maior (5 a 8cm)
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Figura 12 — Efeito do tratamento de
broto/ batata-semente de tamanho
menor (2 a 4cm) ou maior (5 a 8cm)



com o fungicida (Maxim®) ou o
regulador de crescimento (ProGibb™) no
peso médio dos minitubérculos.

*

) As médias seguidas por letras distintas diferem
entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de Tukeys;
%) Media de 3 repetigdes.







Figura 13 - Amostras de minitubérculos produzidos de brotos/batata-semente tratados
com o fungicida Maxim® ou como o regulador de crescimento ProGibb® em
comparagao com o Sem tratamento: a. ‘Markies’ broto menor (2 a 4 cm); b. ‘Markies’
broto maior (5 a 8 cm); €. “‘Monalisa’ broto menor; d. ‘Monalisa’ broto maior; €.
‘Almera’ broto menor; f. ‘Almera’ broto maior; g. ‘Agata’ broto menor; h. ‘Agata’
broto maio
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a)

b)

d)

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

Tratamentos quimicos Maxim® ou ProGibb® em broto menor (>2<4 cm)
independentemente da variedade de batata estudada:, Agata, Almera, Markies €
Monalisa, ndo apresentam diferencas significativas entre os fatores: nimero de
haste, didmetro vertical da folha, nimero de minitubérculos por planta e peso de
minitubérculos por planta,. Enquanto, que na avaliagdo com relacdo a altura da
planta e diametro horizontal da folha, houve diferenca significativa quando

utilizou o tratamento quimico com o estimulador de crescimento ProGibb®.

Na avaliagdo do broto maior (>5<8 cm), com relacdo ao ntimero de haste,
diametro horizontal e didmetro vertical das folhas, os tratamentos quimicos
Maxim® ou ProGibb®, independentemente das variedades, Agata, Almera,
Markies e Monalisa, ndo mostraram diferenca significativa . Da mesma forma
que observado para o “broto menor”, na avaliagdo com relacdo a altura da
planta; nimero de minitubérculo por planta; e peso de minitubérculo; houve
diferenca significativa quando utilizou o tratamento quimico com o estimulador

de crescimento ProGibb®.

Tanto o broto menor como o maior quando tratados com o estimulador de
crescimento  ProGibb® pode originar plantulas estioladas e clordticas,
aparentando problema patoldgico, ao contrario dos brotos tratados com o

.® . A . .
Maxim ", os quais apresentaram aparéncia de plantas sadias.

O tamanho do broto/batata-semente pode apresentar resposta varietal
significativa no desenvolvimento e/ou produtividade das plantas em fun¢do de

tratamento com o fungicida ou o estimulador de crescimento ProGibb®.



3 MATERIAL E METODOS

Experimento [3]: Desempenho dos minitubérculos oriundos de brotos/batata-
semente nas condicdes de cultivo em campo, tratados com dois tratamentos

quimicos.



Experimento [3]

3.1 Procedimento experimental
3.1.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em campo, latossolo-vermelho com textura
argilosa. Este experimento foi realizado na Universidade Jos¢ do Rosario Vellano —
UNIFENAS — Setor de Olericultura & Experimentagdo — Alfenas/MG, coordenadas
geograficas: altitude média de 849, 2 m, latitude de 21°25°45S e longitude de
45°56°50W. A temperatura média anual oscila geralmente entre 21 a 23°C, com relagao
ao regime de chuva, o clima ¢é Umido com precipitagio média anual de
aproximadamente 1.500 milimetros.

O experimento foi realizado durante o ano de 2005.
3.1.2 Obtencéo do Material

As amostras dos minitubérculos foram obtidas através de brotos/batata-semente,
plantados dentro de telados anti-afideos no CPDF/V e indexados como livre de virus via

DAS-ELISA, apresentando alta sanidade em geral.

3.2 Caracteristicas estudadas

As caracteristicas estudadas foram: producdo (kg/ha) e nuamero de
tubérculos/plantas, sob condi¢des de campo, utilizando como material de propagacao,
minitubérculos (22,5 a 44,5 mm) oriundos do broto/batata-semente. Os minitubérculos
receberam tratamentos iguais ao Experimento [2].

As variedades estudadas foram: Agata, Almera, Cupido e Markies, sendo
composta por uma amostra de 48 minitubérculos, para cada variedade e tratamento

empregado.

3.3 Conducéo do experimento

A) Ensaio
O ensaio foi conduzido em campo no plantio de inverno, compreendendo o
periodo de 19 de maio a 31 de agosto de 2005. Os minitubérculos receberam os
tratamentos conforme o Experimento [2] e depois foram distribuidos e plantados em

parcelas.



O espagamento utilizado entre as linhas foi de 60 cm e a distancia entre as
plantas nas linhas foi de 20 cm. A irrigacdo foi feita de acordo com a necessidade da
planta em funcdo da temperatura ambiente, pois durante o ciclo da cultura ocorreu
periodo de chuvas. Os tratos culturais foram realizados de acordo com o recomendado

para a cultura.

B) Descrigéo dos tratamentos e das variedades utilizadas
- Tratamentos:
A descri¢ao dos tratamentos vide o Experimento [2].
- Variedades:

As descrigdes das variedades: 1) Agata, 2) Almera e 3) Markies, vide o

Experimento [2].

4) Cupido = Cultivar holandesa. Caracteristicas: Tubérculos — gratdos e
uniformes, oval — alongados; Planta — porte médio alto, com tendéncia a acamamento,

hastes vigorosas de emergéncia e desenvolvimento lento (HAYASHI, 2001).

3.4 Delineamento estatistico

Este experimento foi analisado através do programa SANEST (Sistema de
Analise Estatistica), desenvolvido por ZONTA & MACHADO (1984) no Departamento
de Matematica e Estatistica da ESALQ/USP e aplicado para o teste de Tukey ao nivel
de 5%. O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 4 x 3 , utilizando quatro variedades de batata e trés tratamentos quimicos dos

minitubérculos semente com trés repetigoes.
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4.1 Producéo de tubérculos

Para a produgdo de tubérculos, pode-se verificar conforme as Tabela 13 e 14,
que ndo houve interacdo significativa entre os fatores, variedades e tratamentos.
Independente do uso ou ndo de tratamentos, as quatro variedades apresentaram
produgdo sem diferengas estatisticas, variando de 10170,00 a 15199,11 kg/ha para

Almera e Cupido, respectivamente.

Tabela 13. Teste de Tukey para as médias de produgdo de tubérculos (kg/ha) das

variedades.
Variedade Produc&o de tubérculos (kg/ha)
Cupido 15199,11a°
Markies 12258.,77 a
Agata 11279,11 a
Almera 10170,00 a

) As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de Tukey.
&%) Média de 3 repetigdes.

Tabela 14. Teste de Tukey para as médias de produg¢do de tubérculos (kg/ha) dos

tratamentos quimicos.

Tratamentos Produc&o de tubérculos (kg/ha)~
Testemunha 13868,00 a
Maxim® 12102,33 a
ProGibb® 10409,91 a

&) As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de Tukey.
Ge) Media de 3 repetigdes.

Na Figura 14, verificou-se que as variedades Agata e Cupido mantiveram quase
que homogénea em relacdao aos trés tratamentos. O mesmo nao foi observado para as

outras variedades.
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Figura 14 — Efeito do tratamento de minitubérculo (22,5 a 44,5 mm) com o fungicida
(Maxim®) ou o regulador de crescimento (ProGibb™) na produgdo média de tubéreulos.

4.2 Numero de tubérculos por planta

Em termos da varidvel numero de tubérculos por planta pode-se verificar na
Tabela 15 e 16, que ndo houve significancia entre os fatores variedade e tratamento.
Desta forma, independente do uso ou ndo dos tratamentos quimicos, a média de
tubérculos produzidos por planta, variou de 5,88 Cupido 4 6,66 Agata, respectivamente,

conforme pode ser observado nas Figuras 16, 17, 18 e 19.

Tabela 15. Teste de Tukey para as médias de ntimero de tubérculos/planta das

variedades.
Variedade Tubérculos (n%planta)”
Agata 6,66 a
Markies 6,33 a
Almera 5,88 a
Cupido 5,88 a

* As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de Tukey.
** Média de 3 repetigoes.



Tabela 16. Teste de Tukey para as médias de nimero de tubérculos/planta dos

tratamentos quimicos

Tratamentos Tubérculos (n%planta)”
ProGibb® 6,58 a
Testemunha 6,11a
Maxim® 5,66 a

* As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% indicado pelo teste de Tukey.
** Média de 3 repetigdes.

Na Figura 15, verificou-se que as variedades Almera e Cupido mantiveram
quase que homogénea em relagdo aos trés tratamentos. O mesmo nao foi observado para

as variedades Markies ¢ Agata.
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Figura 15 — Efeito do tratamento de minitubérculos (22,5 a 44,5 mm) com o fungicida
(Maxim®) ou o regulador de crescimento (ProGibb™) no nimero médio de tubérculos
por planta.

Para este experimento vale ressaltar que, quanto maior o tubérculo semente,
maior serd o vigor da planta e o nimero potencial de gemas, de brotos, de hastes e de
tubérculos produzidos.

Por outro lado, menor sera o nimero de estoldes e tubérculos e de tubérculos por
haste (SOUZA, 2003).

Os tubérculos maiores produzem mais estoldes e tubérculos, porém, quanto

maior o nimero de hastes, por planta, menor sera o nimero de estoldes e de tubérculos



por haste, mas nao por planta. ALLEN (1978) relata que os tubérculos menores
promovem melhores densidades de hastes, boas produtividades e maiores retornos
econdmicos. Quanto maior o tubérculo-semente maior a irregularidade de distribuig¢do

de hastes na area (REESTMAN & WIT, 1959).
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Figura 16 — Minitubérculos tratados com o fungicida Maxim®™ ou com o regulador de
crescimento ProGibb® sob condi¢des de campo, producio de 8 plantas, variedade
Agata: a. Produgio dos tubérculos tratados com o Maxim®; b. Produgio dos tubérculos
tratados com o ProGibb”™; ¢. Producéo dos tubérculos Testemunha.
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Figura 17 — Minitubérculos tratados com o fungicida Maxim® ou com o regulador de
crescimento ProGibb® sob condi¢des de campo, produgdo de 8 plantas, variedade
Almera: a. Producdo dos tubérculos tratados com o Maxim®; b. Producio dos
tubérculos tratados com o ProGibb®™; ¢. Producdo dos tubérculos Testemunha.
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Figura 18 — Minitubérculos tratados com o fungicida Maxim® ou com o regulador de
crescimento ProGibb® sob condi¢des de campo, produgdo de 8 plantas, variedade
Cupido: a. Produgdo dos tubérculos tratados com o Maxim®™; b. Producio dos
tubérculos tratados com o ProGibb®™; ¢. Produgdo dos tubérculos Testemunha.
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Figura 19 — Minitubérculos tratados com o fungicida Maxim® ou com o regulador de
crescimento ProGibb® sob condi¢des de campo, produgdo de 8 plantas, variedade
Markies: a. Produgdo dos tuberculos tratados com o Maxim®; b. Producio dos
tubérculos tratados com o ProGibb®™; ¢. Producdo dos tubérculos Testemunha.
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Os resultados obtidos com o Experimento 3 permitem concluir que:

c)

d)

Minitubérculos das variedades Agata, Almera, Cupido e Markies,
provenientes da tecnologia do broto/batata-semente sdo produtivos, quando
utilizados como material de propagacao em campo € nao mostram nenhuma
diferenca significativa (p.5%) na produtividade quando tratados com o
fungicida Maxim® ou com o regulador de crescimento ProGibb® em

comparagdo com controle, sem tratamento.

Minitubérculos tratados com o fungicida Maxim®, apresentam maior
uniformidade no tamanho dos tubérculos progénies, independente da

variedade estudada.

Minitubérculos tratados com o regulador de crescimento ProGibb®,
apresentam deformagdes, com tendéncia ao afilamento, além de promover
desuniformidade no tamanho dos tubérculos, independente da variedade

estudada.
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7 ANEXOS

7.1 Anexo I — Experimento [1]: Andalise comparativa da detec¢do do PLRV via DAS-
ELISA ) nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Agata.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos
Repeticoes 11 10 11
01 13 13 13
02 08 09 09
03 15 12 15
04 06 08 08
05 18 16 18
06 10 11 12
07 07 07 07
08 16 15 17
09 11 12 12
10 17 17 17
11 14 16 16
12 09 07 09
13 04 05 05
14 13 13 13
15 02 01 02
16 12 11 12
17 09 07 09
18 09 08 10
19 06 04 06
20 07 07 07
21 18 17 18
22 08 08 08
23 10 09 10
24 14 12 14

25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.2 Anexo Il — Experimento [1]: Andlise comparativa da deteccdo do PLRV via
DAS-ELISA @ nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo,

variedade Asterix.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos " Positivos Positivos
Repeticoes 14 13 14
01 09 09 10
02 13 11 13
03 16 17 17
04 11 11 11
05 09 10 10
06 07 07 07
07 18 16 18
08 14 15 15
09 11 11 11
10 08 07 09
11 12 12 12
12 17 15 17
13 16 18 18
14 15 14 15
15 09 08 09
16 10 12 12
17 13 13 13
18 08 07 09
19 05 04 05
20 14 15 15
21 18 17 18
22 12 12 12
23 11 12 12
24 10 09 11

25

® Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repeticao.



7.3 Anexo 11 — Experimento [1]: Andlise comparativa da detec¢ao do PLRV via DAS-
ELISA ) nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Bintje.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos
Repeticoes 17 15 17
01 15 15 15
02 13 12 13
03 16 17 17
04 08 09 10
05 09 09 09
06 10 08 10
07 12 12 12
08 13 14 14
09 07 05 07
10 14 14 14
11 17 15 17
12 18 17 18
13 13 13 13
14 09 10 10
15 11 09 11
16 10 12 12
17 14 13 14
18 13 12 13
19 09 10 10
20 11 11 11
21 17 16 17
22 16 16 16
23 15 13 15
24 07 08 08

25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.4 Anexo IV — Experimento [1]: Analise comparativa da deteccdo do PLRV via DAS-
ELISA © nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade

Monalisa.
Tecidos Analisados
(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos ¢ Positivos () Positivos ()

Repeticdes 15 15 15
01 17 15 17
02 18 17 18
03 12 13 13
04 13 12 13
05 11 11 11
06 14 15 15
07 18 16 18
08 10 09 10
09 11 11 11
10 09 11 11
11 05 04 06
12 12 11 12
13 16 15 16
14 10 12 12
15 07 07 07
16 18 17 18
17 14 15 15
18 12 12 12
19 11 09 11
20 15 16 16
21 06 06 06
22 09 08 09
23 17 17 17
24 14 13 14
25

™ Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetig@o.



7.5 Anexo V — Experimento [1]: Analise comparativa da detec¢do do PLRV via DAS-
ELISA © nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade
Mondial.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos ) Positivos
Repeti¢cdes 17 15 17
01 15 16 16
02 12 12 12
03 13 12 13
04 14 12 14
05 18 17 18
06 16 17 17
07 11 13 13
08 13 12 13
09 10 10 10
10 15 16 16
11 12 12 12
12 13 11 13
13 16 17 18
14 17 16 17
15 10 10 10
16 18 16 18
17 10 12 12
18 11 11 11
19 13 12 13
20 14 14 14
21 16 17 17
22 15 13 15
23 11 12 12
24 15 15 15

25

™ Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetig@o.



7.6 Anexo VI — Experimento [1]: Analise comparativa da detecgao do PVY via DAS-
ELISA ) nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Agata.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos
Repeticoes 09 10 10
01 12 14 14
02 08 08 08
03 07 06 07
04 05 05 05
05 10 11 11
06 12 11 12
07 08 08 08
08 06 07 07
09 13 15 15
10 05 06 06
11 15 15 15
12 08 07 08
13 14 14 14
14 13 15 15
15 10 10 10
16 09 08 09
17 08 08 08
18 11 08 11
19 07 09 09
20 13 13 13
21 08 09 09
22 06 06 06
23 12 11 12
24 07 07 07

25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.7 Anexo VII — Experimento [1]: Anélise comparativa da deteccdo do PVY via DAS-

ELISA © nos tecidos (1), (2) ¢ (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Aracy
IAC 2.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos ) Positivos
Repeti¢cdes 09 11 11
01 08 08 08
02 11 13 13
03 13 15 16
04 08 12 12
05 17 18 18
06 15 15 15
07 13 10 13
08 12 14 14
09 06 08 08
10 18 18 18
11 07 05 07
12 06 06 06
13 09 09 09
14 11 12 12
15 04 06 06
16 16 15 16
17 15 14 15
18 11 11 11
19 04 05 05
20 07 05 07
21 09 10 10
22 12 12 12
23 16 15 16
24 08 08 08

25

™ Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetig@o.



7.8 Anexo VIII — Experimento [1]: Analise comparativa da detec¢do do PVY via
DAS-ELISA © nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade

Asterix.
Tecidos Analisados
(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos ¢ Positivos () Positivos ()

Repeticdes 18 18 18
01 15 17 17
02 14 13 14
03 12 14 14
04 17 17 17
05 18 17 18
06 15 14 15
07 14 16 16
08 11 11 11
09 17 17 17
10 15 13 15
11 13 14 14
12 10 12 12
13 17 18 18
14 12 14 14
15 10 10 10
16 11 11 11
17 14 13 14
18 13 15 15
19 16 14 14
20 17 17 17
21 18 18 18
22 12 13 13
23 10 12 12
24 16 15 15
25

™ Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetig@o.



7.9 Anexo IX — Experimento [1]: Analise comparativa da detecgao do PVY via DAS-
ELISA ) nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Atlantic.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos
Repeticoes 08 10 10
01 10 11 11
02 11 10 10
03 09 09 09
04 13 13 13
05 11 14 14
06 09 11 11
07 16 14 16
08 14 14 14
09 08 09 09
10 07 07 07
11 05 04 05
12 09 10 10
13 11 11 11
14 14 13 14
15 16 15 16
16 17 18 18
17 09 09 09
18 10 08 10
19 07 07 07
20 08 06 08
21 06 07 07
22 07 09 09
23 11 11 11
24 13 12 13

25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.10 Anexo X — Experimento [1]: Analise comparativa da deteccdo do PVY via DAS-
ELISA ) nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Bintje.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos
Repeticoes 12 12 12
01 09 11 11
02 14 13 13
03 17 17 17
04 11 09 11
05 10 11 11
06 07 07 07
07 06 08 08
08 13 15 15
09 15 14 14
10 18 18 18
11 11 09 11
12 15 15 15
13 10 11 11
14 14 12 14
15 08 08 08
16 16 17 17
17 09 09 09
18 14 12 12
19 13 14 14
20 11 10 11
21 07 07 07
22 10 10 10
23 06 07 07
24 13 12 13

25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.11 Anexo XI — Experimento [1]: Analise comparativa da deteccdo do PVX via DAS-

ELISA ) nos tecidos (1), (2) e (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade Caesar.

Tecidos Analisados

(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos
Repeticoes 05 04 05
01 01 01 01
02 02 02 02
03 04 03 04
04 03 03 03
05 05 06 06
06 01 02 02
07 04 03 04
08 05 05 05
09 07 06 07
10 10 11 11
11 01 01 01
12 03 02 03
13 05 05 05
14 07 06 07
15 04 05 05
16 03 03 03
17 03 02 02
18 02 01 03
19 01 02 02
20 05 04 04
21 03 03 03
22 02 01 01
23 01 01 01
24 03 02 02

25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.12 Anexo XII — Experimento [1]: Analise comparativa da deteccao do PVS via DAS-
ELISA @ nos tecidos (1), (2) ¢ (3) correspondentes a cada tubérculo, variedade TAC

Duvira.
Tecidos Analisados
(1) Tubérculo (2) Broto
dormente apical destacado ~ (3) Folhas da
planta progénie
Positivos Positivos C ) Positivos

Repeticoes 17 17 17
01 16 15 16
02 17 18 18
03 15 15 15
04 14 14 14
05 16 15 16
06 18 18 18
07 15 15 15
08 17 16 17
09 17 15 17
10 16 18 18
11 14 14 14
12 16 17 17
13 12 12 12
14 17 16 17
15 18 18 18
16 16 15 16
17 18 17 18
18 15 16 16
19 17 18 18
20 14 15 16
21 18 17 18
22 16 15 18
23 14 14 14
24 17 18 18
25

) Valores de (A405nm) considerados positivos quando duas vezes acima do valor dos controles

negativos adicionados em cada microplaca. ) Os tecidos (1), (2) e (3) sdo compostos por 18 amostras
para cada repetigdo.



7.13 Anexo XIII — Experimento [1]: Solu¢des tampao, utilizadas para a preparagdo e
execuc¢ao do teste DAS-ELISA

1- Solucdo tampdo de cobertura (Tampdo Carbonato), pH 9.6

v' 1,59 g de Na,CO;
v' 2,93 g de Na,HCO;
0 Diluir em 1 litro de dgua destilada.

2- Solucdo tampdo PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7.4

1 litro de 4gua destilada

8,0 g de NaCl

0,2 g de KH2P04

2,9 g de NaHPO4 * 2H,0 ou 1,15 g de Na,HPOy;
0,2 g de KC1

0,5 ml de Tween 20

Diluir tudo em 1 litro de 4gua destilada.

SN NN N

3- Solucéao utilizada na preparacdo da solucdo tampao de extracdo e de conjugado

v 20,0 g de Polivinilpirrolidona

v' 2,0 g de ovo albumina

v 0,2 g de NaN; (azida sédica)

0] Diluir em 1 litro de PBS Tween.

4- Solucdo tampdo de substrato, pH 9.8

v" 97 ml de dietanolamina
v' 0,5 g de NaN;
o] Diluir em 1 litro de agua destilada.

5- Solucdo de lavagem

v’ 1 litro de 4gua destilada
v" 1 ml de Tween 20

7.14 Anexo XIV — Experimento [1]: Solugdes utilizadas na preparacdo do tampao
de inoculagdo mecéanica

1- Solucdo tampado de KH,PO,
13,6 g de KI‘I2P04
500 ml de agua destilada

2- Solucdo tampao de Na,HPO4
35,8 g de Na,HPO,
500 ml de agua destilada




7.15 Anexo XV - Experimento [1]: Quadrado médio e significancia para a
caracteristica indicada.

FV GL QM

PLRV
(N° de positivos detectados por DAS-ELISA)

Tecidos ©™ (1-2-3) x Asterix 2 3,453333 )
Tecidos ™ (1-2-3) x Bintje 2 3,240000
Tecidos ™ (1-2- 3) x Monalisa 2 2,573333 O
Tecidos ¢ )(1-2- 3) X Mondial 2 2,680000( )
Tecidos ¢ ) (1-2-3) X Agata 2 5,293333 )
Residuo 366 13,063781
CV% 29,24
D.M.S % 2,40

) Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. ) Tecidos correspondentes a
cada tubérculo: (1) Tubérculo dormente; (2) Broto apical destacado e (3) Folhas da planta progénie.

7.16 Anexo XVI - Experimento [1]: Quadrado médio e significAncia para a
caracteristica indicada.

FV GL QM

PVY
(N° de positivos detectados por DAS-ELISA)

Tecidos ™ (1-2-3)x Aracy IAC 2 4413333 )
Tecidos ™ (1-2-3) x Asterix 2 1,973333 ©)
Tecidos ™ (1-2-3) x Atlantic 2 1,853333 ©)
Tecidos " (1-2-3) x Bintje 2 0,760000
Tecidos ) (1-2-3) x Agata 2 1,720000
Residuo 366 13,117727
C.V % 31,55
D.M.S % 2,41

) Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. ) Tecidos correspondentes a
cada tubérculo: (1) Tubérculo dormente; (2) Broto apical destacado e (3) Folhas da planta progénie.



7.17 Anexo XVII - Experimento [1]: Quadrado médio e significincia para a
caracteristica indicada.

FV GL QM
PVX - Caesar
(N° de positivos detectados por DAS-ELISA)
Tecidos ™ (1-2-3) 2 0,693333 )
Residuo 72 5,266667
CV% 64,71
D.M.S % 1,55

) Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. ) Tecidos correspondentes a
cada tubérculo: (1) Tubérculo dormente; (2) Broto apical destacado e (3) Folhas da planta progénie.

7.18 Anexo XVIII — Experimento [1]: Quadrado médio e significancia para a
caracteristica indicada.

FV
GL QM
PVS - IAC DUVIRA
(N° de positivos detectados por DAS-ELISA)
Tecidos ™ (1-2-3) 2 1,960000 )
Residuo 72 2,611111
CV % 10,02
D.M.S % 1,09

) Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. ) Tecidos correspondentes a
cada tubérculo: (1) Tubérculo dormente; (2) Broto apical destacado e (3) Folhas da planta progénie.



7.19 Anexo IXX — Experimento [2]: Quadrados médios e significancia para as caracteristicas indicadas

Fv GL QM
@ Horizontalda @ Vertical Minitubérculo Peso Minitubérculo
Altura da Planta Haste Folha (mm) da Folha (mm) (n°/planta) (9/planta)
(mm)

(n°/planta)

Blocos 2
Variedade ™ (A) 3 38105,1296296 7 09768519 ) 1852222222 ) 5315555556 ) 16,5324074 ) 2858287037 )
Tratamento C ' (B) 2 75118,1666667 ) 2,7222202 ) 829305556 ) 225138889 ) 45972222 ) 147,3888889
Broto (C) 1 107648,0000000 “”  1,6805556 ) 566,7222222 9 1701,3888889 7 6,1250000 ) 130,6805556
(A) x (B) 6 11412,9074074 9 03518519 7 1382083333 0 2529027778 ) 96712963 7 19,1481481
(A)x (C) 328627037037 Y 0,2731481 ) 54.1666667 7 131,7592593 0 11,9768519 ) 50,6064815 7
(B) x (C) 2 19940,1666667 7 0,2222222 9 200,0138889 ) 260,0972222 ) 0,1250000 7 118,2222222 9
Residuo 52 1959,5567575 0,6816241 98,7622362 199,0598791 5,5737181 44,9075917
20,42 43,38 21,73 22,29 60,49 46,26
CV%
82,78 4,66 58,29 82,71 13,90 39,30
D.M.S %

) Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. 9 Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. ) Broto/batata-semente
oriundo de tubérculos-semente, variedades estudadas: Agata, Almera, Markies e Monalisa. ) Tratamentos estudados: Fludioxonil, Acido Giberélico e Sem tratamento.



7.19 Anexo IXX — Experimento [2]: Quadrados médios e significancia para as caracteristicas indicadas

Fv GL QM
@ Horizontalda @ Vertical Minitubérculo Peso Minitubérculo
Altura da Planta Haste Folha (mm) da Folha (mm) (n°/planta) (9/planta)
(mm)

(n°/planta)

Blocos 2
Variedade ™ (A) 3 38105,1296296 7 09768519 ) 1852222222 ) 5315555556 ) 16,5324074 ) 2858287037 )
Tratamento C ' (B) 2 75118,1666667 ) 2,7222202 ) 829305556 ) 225138889 ) 45972222 ) 147,3888889
Broto (C) 1 107648,0000000 “”  1,6805556 ) 566,7222222 9 1701,3888889 7 6,1250000 ) 130,6805556
(A) x (B) 6 11412,9074074 9 03518519 7 1382083333 0 2529027778 ) 96712963 7 19,1481481
(A)x (C) 328627037037 Y 0,2731481 ) 54.1666667 7 131,7592593 0 11,9768519 ) 50,6064815 7
(B) x (C) 2 19940,1666667 7 0,2222222 9 200,0138889 ) 260,0972222 ) 0,1250000 7 118,2222222 9
Residuo 52 1959,5567575 0,6816241 98,7622362 199,0598791 5,5737181 44,9075917
20,42 43,38 21,73 22,29 60,49 46,26
CV%
82,78 4,66 58,29 82,71 13,90 39,30
D.M.S %

) Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. 9 Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. ) Broto/batata-semente
oriundo de tubérculos-semente, variedades estudadas: Agata, Almera, Markies e Monalisa. ) Tratamentos estudados: Fludioxonil, Acido Giberélico e Sem tratamento.



7.20 Anexo XX - Experimento [3]: Quadrados médios e significincia para as
caracteristicas indicadas.

FV GL QM

Producéo (kg/ha) Tubérculos/Plantas (N°)
Blocos 2
Variedade (A) " 3 41892589,1388 ) 1,2870370 )
Tratamento (B) 2 36152486,5833 ) 2,6944444 ©)
(A) x (B) 6 13684602,4722 5,0648148 )
Residuo 22 16911526,6719 2,5126272
CV % 33,634 25,589
D.M.S % 9607,46 3,69

) Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. **) Minitubéreulos oriundos

do broto/batata-semente, variedades estudadas: Agata, Almera, Cupido e Markies. (

seskook
) Tratamentos
estudados: Fludioxonil, Acido Giberélico e Sem tratamento.
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