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Resumo

Os nematodes-das-lesdes-radiculares (NLR), Pratylenchus spp., sdo parasitas,
economicamente, importantes de vérias culturas incluindo, por exemplo, a batata. No entanto,
para que se possam desenvolver estratégias eficazes e sustentaveis para a gestdo destes
nematodes é necessario obter mais informacdes sobre a sua diversidade e patogenicidade. O
objetivo deste estudo foi a caracterizacdo de duas espécies de NLR que ocorrem,

frequentemente em campos de batata Portugueses, P. neglectus e P. penetrans.

Na primeira parte do trabalho, a identidade dos isolados de NLR foi confirmada através de
técnica de PCR. Os resultados permitiram identificar trés isolados de P. neglectus (A5, A9 e
A38) e um de P. penetrans (A34). Na segunda parte do estudo, a capacidade de multiplicacdo
in vitro dos quatro isolados foi avaliada em discos de cenoura inoculados com fémeas
gravidas de NLR. Apds incubagdo a 25°C, durante 84 dias, foram encontradas diferengas
significativas entre os fatores de reproducdo de P. neglectus (FR(as= 88; FR(ag= 183;
FR(ass= 194) e P. penetrans (FRass= 12). Concluiu-se também que o tempo de incubagéo
influenciou a taxa de reproducdo e a densidade populacional dos NLR. Neste estudo avaliou-
se ainda a reproducdo dos isolados A5 e A9 de P. neglectus nas variedades comerciais de
batata Agria e Monalisa, inoculadas com 2000 NLR/batateira. Apds crescimento das plantas
em vaso, durante 84 dias a 25°C, observou-se que ambos os isolados foram capazes de se
reproduzir e completar o seu ciclo de vida nas duas variedades (FR> 1). Embora o isolado A9
tenha demonstrado ter maior capacidade reprodutiva, comparativamente a A5, as diferencas
foram significativas apenas para a variedade Monalisa (FR = 5,9). A populagéo final de NLR
encontrada nas raizes foi superior a encontrada no solo nas variedades Agria e Monalisa
parasitadas com o isolado A9. Foram ainda observadas lesdes nas raizes e protuberancias, em
forma de verruga, nos tubérculos infetados com NLR. Tal como no ensaio de multiplicacdo
em cenoura, os resultados obtidos neste estudo sugerem a existéncia de variabilidade intra-
especifica em P. neglectus, uma vez que os FR obtidos foram diferentes para os isolados
estudados. O conhecimento dos impactos dos NLR na cultura da batata podera, no futuro,

ajudar ao desenvolvimento de estratégias de gestdo mais sustentaveis para estes nematodes.

Palavras-chave: Discos de cenoura, fator de reproducdo, nematodes-das-lesdes radiculares,

Pratylenchus neglectus, Pratylenchus penetrans, Solanum tuberosum



Abstract
Root-lesion nematodes (RLN), Pratylenchus spp., are economically important plant-parasitic

nematodes of several crops, including potato. However, in order to define effective and
sustainable integrated nematode pest management programs, more information about the
diversity and pathogenicity of RLN is needed. The objective of this study was to characterize
two RLN species, P. neglectus and P. penetrans that occur frequently in Portuguese potato
fields. In the first part of the work, the identity of the RLN isolates was confirmed using PCR
techniques. Three out of the four isolates included this study were identified as P. neglectus
(A5, A9 and A38) and one as P. penetrans (A34). In the second part of the work, the
multiplication of the four RLN isolates were evaluated on carrot disc cultures, inoculated with
gravid RLN females. After incubation at 25°C for 84 days, significant differences were found
between the reproductive factors (RF) of P. neglectus (RFas)= 88; RF(ag) =183 RF(a3g)= 194 €
P. penetrans (RFasa= 12). Results have also shown that the incubation time influenced the
rate of RLN reproduction and population densities on carrot. Finally, in the last part of the
work, the reproduction of P. neglectus isolates (A5 and A9) was assessed in the potato
commercial cultivars “Agria” and “Monalisa using an inoculation rate of 2000 RLN/potato
plant. After growth in pots for 84 days at 25°C, both isolates were able to reproduce and to
completetheir life cycle on both potato cultivars (RF>1). Although the reproductive factors
were greater for isolate A9, differences were only significantly higher in cultivar Monalisa
(RF = 5,9). For this isolate, the numbers of nematodes found on roots were significantly
higher than the numbers found in soil, in both cultivars. Moreover, root lesions and wart-like
protuberances in tubers were observed in RLN infected plants. The results found in this study
suggested the existence of intraspecific variation in P. neglectus, since differences in RF were
found between isolates of this species, both on carrot discs and potato plants. Information
about the potential impacts of RLN on potato may contribute, in future, to develop sustainable

strategies to manage these nematodes on potato crops.

Key words: carrot discs, reproduction factor, root-lesion nematodes, Pratylenchus neglectus,

Pratylenchus penetrans, Solanum tuberosum
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CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE NEMATODES-DAS-LESOES-RADICULARES, PRATYLENCHUS SPP.
ASSOCIADOS A CULTURA DA BATATEIRA EM PORTUGAL

1.Introducéo

Os nematodes sdo um grupo de animais vermiformes que se encontram em Vvarios habitats,
como parasitas e, também, como organismos livres. Os nematodes que parasitam plantas
(fitoparasitas) sdo geralmente microscépicos e podem causar estragos em culturas com
interesse agrondémico (Coyne et al., 2007), como por exemplo, na batateira, Solanum
tuberosum. Os nematodes-de-quisto da batateira (NQB), Globodera spp., sdo um problema
frequente em Portugal Continental, encontrando-se presentes nas principais regioes
produtoras de batata (Cunha et al., 2004). Além dos NQB, outros neméatodes, como por
exemplo, 0s nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., tém sido
encontrados em campos de batata nacionais, coexistindo com os NQB (Conceicdo et al.,
2009). Embora haja algum conhecimento sobre a diversidade e patogenicidade dos NQB e
NGR em Portugal, pouco se sabe sobre o impacto de outros nematodes patogénicos como 0s
nematodes-das-leses-radiculares (NLR), Pratylenchus spp. Em Portugal, os NLR tém sido
encontrados em Vvarias culturas, no entanto é necessaria mais informacdo sobre a sua
diversidade e patogenicidade na cultura da batata. Devido as alteracfes climaticas globais,
ocorridas nas ultimas décadas, é possivel que os NLR possam prevalecer sobre os NQB,
agravando as perdas de produtividade desta cultura. Os NLR de uma forma geral, apresentam
uma vasta gama de plantas hospedeiras limitando o uso de rotacéo de culturas e potenciando o

risco de um aumento da densidade populacional destes nematodes.

Deste modo, é fundamental conhecer as espécies de NLR que parasitam a batateira em
Portugal, para que se possam desenvolver estratégias de controlo sustentaveis para a gestdo
integrada destes nematodes, uma vez que as plantas infetadas tornam-se mais suscetiveis ao

ataque de outros organismos patogénicos.

O presente estudo teve como objetivo a caracterizagdo de duas espécies de NLR que ocorrem
frequentemente em campos de batata portugueses, Pratylenchus neglectus e P. penetrans,
(Esteves et al., 2015). Ambas as espécies sdo extremamente polifagas e podem causar
estragos, economicamente importantes, em plantas anuais e perenes. Os objetivos especificos

do trabalho foram:

a) Confirmar a identidade de P. neglectus e P. penetrans atraves de técnicas moleculares
(capitulo 3);
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b) Comparar a capacidade de multiplicacéo in vitro de trés isolados de P. neglectus e um
isolado de P. penetrans (capitulo 4);

c) Avaliar a suscetibilidade de duas variedades comerciais de batata, “Agria” e

“Monalisa”, a dois isolados de P. neglectus (capitulo 5);

A primeira parte do trabalho teve como objetivo confirmar a identificagdo morfoldgica de
quatro isolados de NLR realizada anteriormente no Laboratério de Nematologia do
Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade de Coimbra. Seguidamente, pretendeu-se
comparar a da capacidade de multiplicagdo in vitro desses isolados em discos de cenoura
(capitulo 4). Nesta parte do trabalho pretendeu-se também obter indculo suficiente para os
ensaios seguintes (capitulo 5). A ultima parte do trabalho teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade de duas variedades comerciais de batata, “Agria” e “Monalisa” a dois isolados
de P. neglectus, através da realizacdo de ensaios de vaso. Este estudo foi desenvolvido no
ambito do projeto ‘BIONEM - Gestdo bio-sustentavel de espécies emergentes de nematodes
fitoparasitas da batateira — novas ameagas na Europa’, financiado pela Fundacdo para a
Ciéncia e Tecnologia, FCT (PTDC/AGR-PRO/2510/2012).

2.Revisao bibliografica

2.1 Cultura da batata: importancia e principais problemas fitossanitarios

A batateira, Solanum tuberosum, é uma planta da familia das Solanaceas de elevado interesse
agronémico que produz tubérculos comestiveis, ricos em amido. Estas estruturas sdo caules
subterraneos que funcionam como 6rgdos de reserva da planta e através dos quais se reproduz
vegetativamente (Ducreux et al.,1986). Devido ao seu elevado valor nutricional, a batata é
atualmente um dos alimentos mais consumidos em todo o mundo. Os principais paises
produtores desta cultura, a nivel mundial, sdo a China, a Russia e a India, atingindo uma
producdo de cerca de 300 milhdes de toneladas/ano (COTHN, 2008; FAOSTAT, 2013). Em
Portugal o consumo de batata tem um papel significativo na alimentacdo, com consumos
anuais médios per capita superiores aos do consumo de cereais (Belchior, 2000). A cultura da
batata € muito importante, quer do ponto de vista agronémico e econdémico, quer do ponto de
vista social, sendo produzida por todo o pais ndo s6 para venda, mas também para

autoconsumo. As principais zonas de producdo no territorio nacional encontram-se nas
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regides da Beira Interior, Beira Litoral, Entre Douro e Minho, Ribatejo e Oeste e Trés-o0s-
Montes (COTHN, 2008). As variedades Desirée, Kennebec, Jaerla, Spunta, Monalisa, Marine,
Astérix e Stemser sdo algumas das mais utilizadas (OMAIAA, 2014). De acordo com o
Instituto Nacional de Estatistica (2013) a cultura ocupa uma area media de 26 000 hectares,
com producBes que rondam, em meédia, 17 toneladas/hectare dependendo das condicdes
climatéricas e ocorréncia de pragas e doencas registadas em cada ano. Tal como acontece em
outras culturas, a batateira é suscetivel ao ataque de doencas e pragas que podem reduzir a
qualidade e/ou a quantidade da producdo. As doencas mais comuns que atacam a batateira
sdo: a alternariose (Alternaria solani), antracnose (Colletotrichum coccodes), mildio
(Phytophthora infestans), podriddo anelar (Clavibacter michiganensis), podriddo humida dos
tubérculos (Erwinia carotovora), mal murcho (Ralstonia solanacearum) e doencas causadas
por virus (virus do enrolamento, virus Y e virus X). De entre as pragas mais frequentes,
destacam-se os ataques de afideos (Macrosiphum euphorbiae), alfinetes (Agriotes spp),
escaravelhos (Leptinotarsa decemlineata), larvas mineiras (Liriomyza huidobrensis),
coledpteros crisomelideos (Epitrix similares) e nematodes fitoparasitas (géneros Globodera,
Meloidogyne, Ditylenchus e Pratylenchuss) (Lopes & Simdes, 2006).

2.2 Nematodes fitoparasitas

Os nematodes sdo organismos invertebrados, ndo segmentados, com simetria bilateral, que
proliferam nos mais diversos habitats, colonizando quase todos os biétopos. Formam um Filo
bem definido que compreende mais de 20 000 espécies descritas, constituindo o grupo de
metazoarios mais abundante no solo. A maioria tem dimens@es reduzidas (1 a 2 mm) e
formato fusiforme, apresentando uma grande variedade tréfica (Nickle, 1991; Bernard, 1992).
Os neméatodes que parasitam plantas designam-se por fitoparasitas ou fitdfagos, sao
geralmente microscopicos e constituem um problema grave para a agricultura (Coyne et al.,
2007). A principal caracteristica morfolégica dos nematodes fitoparasitas é a presenca de um
estilete bucal tipico (Castillo & Vovlas, 2007). As plantas infetadas apresentam-se geralmente
cloréticas, atrofiadas, e/ou murchas, especialmente durante os periodos de maior stress e
temperaturas altas, sintomas que também podem ser atribuidos a outras doencas das raizes ou
a fatores ambientais. A densidade populacional de nematodes, a viruléncia da espéecie ou
isolado e a resisténcia da planta hospedeira sé@o alguns dos fatores que influenciam a
severidade dos estragos causados por nematodes nas plantas, assim como o clima, a
disponibilidade de &gua, fertilidade do solo e a presenca de outros organismos patogenicos
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(Coyne et al., 2007). Os nematodes fitoparasitas pertencentes aos géneros Globodera
(neméatodes-de-quisto), Meloidogyne (nematodes-das-galhas-radiculares) e Pratylenchus
(nematodes-das-lesdes-radiculares) assumem particular relevancia econémica uma vez que
sdo responsaveis por estragos avultados em varias culturas agricolas, ndo s6 em Portugal

como em quase todo o mundo (Jones et al., 2013).

2.3 Nematodes fitoparasitas da batateira com importancia econémica

2.3.1 Neméatodes-de-quisto da batateira (NQB)

Os NQB, Globodera pallida e G. rostochiensis, constituem um grave problema nas areas de
producdo de batata, estimando-se que 9% da producdo mundial seja perdida, anualmente,
devido a estes nematodes (Jones et al., 2013). Ambas as espécies sdo endoparasitas
sedentarios das raizes, caracterizados por acentuado dimorfismo sexual. Os jovens de segundo
estadio (J2) — estadio vermiforme ‘infetivo’- movem-se no solo até encontrarem raizes de
plantas hospedeiras. Com o auxilio do estilete penetram na raiz, junto ao apice, e migram
intracelularmente até se imobilizarem. Sofrem varias mudas até atingirem o estadio adulto. Os
machos adultos mantém a configuracdo vermiforme e tém vida livre e curta no solo. As
fémeas adultas sdo piriformes, depois esféricas e permanecem fixas nas raizes. Apos a
fecundacdo, aumentam de tamanho, devido ao desenvolvimento dos ovos, e rompem a
epiderme da raiz ficando com a parte anterior do corpo no interior da raiz e a parte posterior
do corpo no exterior. A designacdo de quisto deve-se ao fato da fémea, depois de morta, se
transformar num involucro de forma esférica e fortemente pigmentado. Este quisto contém
centenas de ovos e desempenha uma fungdo essencial na sobrevivéncia destes nematodes,
pois protege eficazmente os ovos, permitindo-lhes sobreviver por muitos anos no solo mesmo
sem substrato vegetal (Henriques, 2012). A batateira € o principal hospedeiro dos NQB, mas
também podem parasitar outras solanaceas como o tomateiro, a beringela, entre outras. No
campo, a presenca dos NQB traduz-se pela observacdo de manchas no terreno, mais ou menos
circulares, correspondendo a zonas em que as plantas tém crescimento diminuto, estdo
amarelas e murchas. No entanto, tal como acontece com outros nematodes fitoparasitas, 0s
prejuizos causados por NQB sdo muitas vezes atribuidos a outras causas como, por exemplo,
a outros organismos patogénicos, fertilizagdes inadequadas, escassez de humidade do solo,
entre outras, devido a pouca especificidade dos sintomas (Henriques, 2012). A disseminacao
destes nematodes a grandes distancias é assegurada, principalmente, através da terra infestada

aderente aos tubérculos, aos bolbos, as raizes das plantas e a maquinaria agricola. Os NBQ
4
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sdo um problema frequente em Portugal Continental, encontrando-se presentes nas principais
regides produtoras de batata (Santos et al., 1995; Cunha et al., 2004). Estudos previamente
realizados pela ESAC e Universidade de Coimbra demonstraram que os NQB estao presentes
em todas as regides de producdo de batata, tendo sido detetados, em média, em 50% dos

campos e nalgumas areas, em 100% dos campos (Cunha et al., 2004).

2.3.2 Nematodes-das galhas-radiculares (NGR)

Os NGR, Meloidogyne spp., estdo entre 0os nematodes, economicamente, mais importantes na
agricultura e podem afetar vérias culturas incluindo, por exemplo, a batata. O sinal mais
caracteristico, revelador da presenca destes nematodes, € a presenca de galhas radiculares
(Mai & Abawi, 1987). Estas galhas podem variar no seu tamanho, dependendo da espécie de
nematode envolvida e da localizacdo da galha no sistema radical. As raizes que apresentam
galhas tornam-se mal formadas, desenvolvendo raizes pequenas e grossas, aparentando um
denso e espesso sistema radical. O crescimento e ramificacdo da raiz séo frequentemente
suprimidos (diminuindo o volume e superficie radical) inibindo-se a sintese de citoquininas,
giberlinas e outros metabolitos essenciais ao crescimento da planta. A formacéo destas galhas
resulta da reagdo da planta a entrada e permanéncia do neméatode no cilindro vascular da raiz,
sobretudo devido a secre¢des libertadas pela fémea que induzem fendmenos de hiperplasia e
hipertrofia nos tecidos (Eisenback & Triantaphyllou, 1991). O transporte de 4gua e nutrientes
é afetado, assim como a taxa fotossintética, pondo em causa o funcionamento de processos
bioguimicos essenciais a sobrevivéncia da planta (Mai & Abawi, 1987). Tal como os NQB, os
NGR sdo endoparasitas sedentarios radiculares caracterizados por apresentarem dimorfismo
sexual entre machos e fémeas. Os jovens de segundo estadio eclodem de ovos que foram
depositados pelas fémeas e que se encontram agregados em massas gelatinosas expostas a
superficie das raizes. Muitas espécies de Meloidogyne sdo partenogenéticas ou
partenogenéticas facultativas. Isso significa que os machos ndo sdo necessarios para se
completar o ciclo de vida e ovos viaveis podem ser produzidos pelas fémeas sem que ocorra
fecundacdo. Por essa razdo os machos podem ser raros em algumas espécies e serem apenas
encontrados quando a populacdo de NGR estiver sujeita a algum tipo de stress ambiental.
Embora em Portugal os NGR ndo sejam reconhecidos como pragas graves da batata, varias
espéecies tém sido encontradas nesta cultura e identificadas, incluindo M. arenaria, M.

chitwoodi, M. hispanica, M. incognita, e M. javanica (Conceicdo et al., 2009).
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2.3.3 Nematodes-das-lesdes-radiculares (NLR)

Os NLR pertencem ao género Pratylenchus, sdo parasitas migratérios e entram na raiz
hospedeira para se alimentarem e se reproduzirem. Estes nematodes movimentam-se
livremente no solo e, dentro do tecido radicular, migram de uma raiz para outra, podendo
colocar os seus ovos no solo ou na raiz da planta. O seu aparelho bucal é constituido por um
estilete bucal tipico, que permite que se alimentem do tecido radicular, principalmente do
cortex, da planta infetada (Castillo & Vovlas, 2007). Os NLR apresentam uma vasta gama de
hospedeiros o que limita o uso de rotagéo de culturas, potenciando o risco de um aumento da
densidade populacional destes nematodes. Além disso, as raizes infetadas por NLR podem
potenciar a infecdo por outros organismos patogénicos como é o caso do fungo Verticillium
dahliae, agente causal da verticiliose da batata. A interacdo sinérgica entre P. penetrans e V.
dahliae aumenta o grau de severidade desta doenca (Rowe et al., 1985). Estudos conduzidos
por Holgado et al. (2009), relataram igualmente uma interagdo sinérgica entre P. penetrans e

a bactéria Streptomyces scabies, agente causal da sarna comum da batateira.

2.3.3.1 Hospedeiros e sintomas na batateira

A maioria das culturas herbaceas e vegetais podem sem atacadas por uma ou mais espécies de
NLR. Culturas como a cenoura, milho, banana, forrageiras e leguminosas, amendoim, batata,
tabaco, tomate e trigo sdo frequentemente afetadas. As arvores de fruto também sdo
hospedeiras de NLR, entre elas a macieira, a pereira, 0 marmeleiro, sendo as espécies P.
penetrans e P. vulnus as, economicamente, mais importantes. Os pomares de citrinos podem
ser atacados por P. brachyurus e P. coffeae (Castillo & Vovlas, 2007). Em Portugal, os NLR
tém sido encontrados em varias culturas, incluindo na batata (Abrantes et al., 1987; Esteves et
al., 2015). As espécies P. crenatus, P. neglectus e P. thornei foram identificadas a partir de
raizes de batata amostradas em campos localizados nas regides produtoras no Norte (Porto),
Centro (Aveiro, Castelo Branco, Coimbra, Guarda e Leiria) e Sul (Lisboa, Setubal e Faro) de
Portugal. Em alguns campos detetou-se ainda a coexisténcia de NLR com NQB e NGR
(Esteves et al., 2015).

As plantas infetadas com NLR podem apresentar crescimento reduzido e amarelecimento da
folhagem. As raizes e os tubérculos de batateira podem apresentar necroses graves. As lesoes

nos tubérculos ndo sdo profundas e raramente penetram a camada mais interior. Estas lesdes

6
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variam consoante a espécie de NLR em causa, sendo que no caso de P. penetrans podem ser

observadas protuberancias em forma de verruga (Castillo & Vovlas, 2007).

2.3.3.2 Ciclo de vida de Pratylenchus spp.

O ciclo de vida dos NLR divide-se em seis estadios distintos: estddio embrionario ou ovo,
quatro estadios larvares juvenis e um estadio adulto (figura 1). A fémea deposita 0s seus ovos,
individualmente, (postura isolada sem formacdo de massas de ovos) na raiz da planta
hospedeira ou no solo. Apds o desenvolvimento embrionario, o primeiro estadio juvenil (J1)
sofre uma muda e eclode, dando origem ao segundo estadio (J2). Todos os estadios juvenis e
adultos sdo vermiformes e moveis, a excecao do J1, e todos os estadios a partir do J2 tém a
capacidade de penetrar a raiz, alimentar-se e formar lesGes necréticas acastanhadas que vao
aumentando gradualmente, deixando entradas para fungos e bactérias. Na raiz, os NLR
penetram a epiderme, preferencialmente junto a zona da coifa, migrando intracelularmente até
ao cortex, alimentando-se de células do tecido vegetal, provocando a formacdo de cavidades.
Apbs a lise celular, os neméatodes migram até encontrarem novas células de tecido vegetal
saudavel. A presenca de machos é frequente em algumas espécies e rara noutras, podendo a
reproducdo ser sexuada (anfimitica) ou assexuada (partenogénica). Durante o seu ciclo de
vida, os diferentes estadios de NLR, a partir do J2, podem sair para o solo e voltar para a raiz
ou permanecer no interior da raiz. O ciclo demora, em média, 3 a 8 semanas, podendo ser
influenciado por condi¢cdes ambientais tais como temperatura, humidade, espécie da planta

hospedeira e espécie de Pratylenchus (Castillo & Vovlas, 2007).
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Figura 1- Ciclo de vida Pratylenchus spp.

Adaptado de Agrios, 2005.
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2.4 Medidas de controlo

O controlo de nematodes fitoparasitas € bastante dificil, uma vez que estes organismos vivem
na planta mas também se encontram no solo e, quando as condi¢Bes de temperatura e
humidade s&o favoraveis, multiplicam-se rapidamente. No entanto, existem algumas medidas
que devem ser tidas em conta que vao desde a escolha da semente e do local de sementeira até
a colheita (Pinheiro et al., 2009). Estas medidas podem ser divididas em medidas preventivas,
culturais, fisicas, bioldgicas ou quimicas. Na prevencdo é necessario evitar a entrada do
fitoparasita na &rea de cultivo ou manté-lo em niveis muito baixos, uma vez que a erradicagdo
de nematodes é praticamente impossivel (Pinheiro et al., 2009). O uso de batata de semente
certificada, livre de nematodes, € essencial para manter este grupo de organismos fora da area
de cultivo. De entre as medidas culturais e fisicas, possiveis, destacam-se a rotacdo de
culturas, alqueive, solarizacdo e o uso de plantas antagonistas, armadilha ou com acdo
nematodicida. A utilizacdo de rotacdo de culturas permite reduzir as populaces de nematodes
fitoparasitas, uma vez que ao utilizar culturas ndo hospedeiras estes acabam por morrer por
falta de alimento. Outra medida é a utilizacdo de alqueive que consiste em através de
mobilizacBes de terreno periddicas e da aplicacdo de herbicidas, manter o terreno sem a
presenca de culturas e infestantes. A eficiéncia desta medida depende da sua duracéo,
temperatura e teor de humidade do solo, sendo por isso recomendavel deixar alguma
humidade no solo para que os ovos possam eclodir e os juvenis se movimentem. Com a
mobiliza¢do do terreno os nematodes consumirdo mais reservas energeticas, dificultando a
sua sobrevivéncia. Esta pratica tem como desvantagens o custo elevado para manter o solo
limpo durante um periodo de tempo consideravel, reduzindo os lucros do produtor e o
favorecimento da erosdao em periodos de chuva intensa (Pinheiro et al., 2009). O uso de
plantas armadilha € considerado como um bom método de controlo dos NQB, uma vez que
existem plantas (p.e Solanum sisymbriifolium) que podem atrair e permitir a invasdo de
nematodes, mas nao permitem que estes se desenvolvam até a fase adulta (Timmermans et al.,
2007). A luta bioldgica contra neméatodes fitoparasitas pode resultar da acdo de qualquer tipo
de organismos antagonistas como bactérias (Sayre & Walter, 1981), ou fungos nematofagos
(Kerry, 1990). Por ultimo o controlo quimico é uma medida que, embora seja eficiente, tem
varias desvantagens entre elas, o custo economico e o0 impacto ambiental e para a saude
humana ndo devendo, por isso, ser visto como a Unica nem a forma mais eficaz de reducédo

dos niveis populacionais de nematodes fitoparasitas (Hague & Gowen, 1987).
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3. Identificacdo molecular de NLR

O género Pratylenchus contém mais de 60 espécies descritas (Loof, 1961), que podem ser
identificadas através de diferencas morfobiométricas e morfologicas ou através de técnicas
bioquimicas e moleculares. Os NLR sdo reconheciveis pela sua regido labial fortemente
esclerotizada, sobreposicdo das glandulas esofagicas e contetdo intestinal escuro. As fémeas
possuem um ovario anterior e um saco pos-uterino de comprimento variavel (Tihohod, 1993).
No entanto, a identificacdo morfologica € complexa porque alguns dos caracteres
morfologicos utilizados, além de serem dificeis de observar, apresentam uma grande
variabilidade intra-especifica (Castillo & Vovlas, 2007). A precisdao da identificacdo aumenta
quando aos caracteres morfobiométricos se adicionam outros, sobretudo de natureza
bioquimica e molecular. Os caracteres bioquimicos e moleculares, que tém sido utilizados na
diferenciacdo das espécies deste género, ainda ndo sdo conhecidos para todas as especies.
Desde modo, a identificacdo morfoldgica deve ser complementada com a identificagdo
molecular (Uehara et al., 1998; Waeyenberge et al., 2000; Al-Banna et al., 2004; Yan et al.,
2008). Os fragmentos de expansdo D2 D3 da regido 28 S do acido desoxirribonucleico
ribossomal (rDNA) sdo usados, frequentemente, para identificacdo e caraterizacdo molecular
de NLR (De la Pefia et al., 2007; Subbotin et al., 2008), sendo a técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) amplamente usada (Uehara et al., 1998; Waeyenberge et al., 2000; Al-
Banna et al., 2004). A técnica de PCR é um método que permite a criacdo de multiplas copias
de DNA, a partir de amostras com quantidades de DNA reduzidas. A amplificacdo permite
que os fragmentos de DNA possam ser visualizados em géis de agarose ou poliacrilamida,
através da técnica de eletroforese. A posicdo dos fragmentos no gel, com relacdo a um padrao
com peso molecular conhecido (marcador molecular), permite avaliar o tamanho dos

fragmentos amplificados.

Esta parte do trabalho teve como objetivo verificar a identidade dos quatro isolados de NLR
(A5, A9, A34 e A38) usados neste estudo. A identificacdo feita neste estudo foi molecular,
uma vez que a identificagdo morfologica foi realizada em estudos anteriores. Os isolados
foram extraidos de raizes de batateiras amostradas em campos Portugueses (tabela 1) e

reproduzidos em discos de cenoura a partir da inoculagdo de uma fémea gravida.
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Tabela 1- Origem geogréfica dos isolados de Pratylenchus spp. estudados

Isolado Origem
A5 Coimbra
A9 Leiria

A34 Aveiro
A38 Aveiro

3.1 Materiais e Métodos

3.1.1.Extraccéo de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir de 1-20 nemaétodes, através do método de centrifugagéo
em micro colunas, com o kit comercial “DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen)”. O material foi
digerido usando a enzima proteinase K e o tampao de lise respetivo. Apos incubacéo a 56°C,
600 rpm, durante 3-6 h, as condicdes de tamponizagdo foram ajustadas e o produto foi
transferido para microcolunas com membrana de silica. Esta membrana adsorve o DNA e
possibilita a remocdo da agua presente na solucdo. Apds varias centrifugacdes e lavagens
sucessivas, com tampdes adequados, que eliminam os contaminantes e inibidores
enzimaticos, o DNA retido na membrana foi, finalmente, eluido em 100 pl de tampdo de
eluicdo e guardado a -20 °C, até ser amplificado.

3.1.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Cinco microlitros de extrato de DNA, obtido em 3.1.1, foi usado para amplificacdo do DNA,
através da técnica PCR. A identificacdo molecular foi feita atraves do uso de pares de primers
para amplificagdo da regido 28S do DNA ribossomico (rDNA) (D2A/D3B) (De Lei et al.,
1999) e primers especificos para as seguintes espécies: P. neglectus (PNEG-F1/D3B5) (Yan
et al., 2008) e P. penetrans (PPEN/D3B) (Al-Banna et al., 2004) (tabela 2). As condigdes de

amplificacdo, para cada par de primers, encontram-se descritas na tabela 3.
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As amostras para a PCR, com volume total de 25ul, continham 5 pul DNA, 0,75 U BioTaq
DNA polymerase (Bioline, Germany), 1 x tampd + 1,5 mM de MgCl,, 200 um de
desoxirribonucleotidos trifosfatos (ANTPs) e 0,5 UM de cada primer. O aparelho utilizado foi

0 GeneAmp PCR system 2700 thermocycler (Applied Biosystems).

Os produtos do PCR foram separados atraves de eletroforese (1h, 100 mV), em géis com 1%
agarose, em tampdo Tris Borato EDTA TBE (1x), corado com GreenSafe (Nzytech,
Portugal). O tamanho das bandas foi estimado usando um marcador de DNA molecular de
1000 ou 2000 pares de bases (pb) (Bioline, Germany). As bandas foram visualizadas através
de luz ultravioleta (UV).

Tabela 2- Sequéncia de pares de primers especificos

Fragmento Stduéncia do primer

Primers  Espeécie Referéncia
P (bp) (5-3)

D2A ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG

Pratylenchus spp. 750-1100 De Leij et al., 1999
D3B TCGGAAGGAACCAGCTACTA
PNEG-F1 CGCAATGAAAGTGAACAATGTC

P. neglectus 144 Yan et al., 2008
D3B5 AGTTCACCATCTTTCGGGTC
PPEN TAAAGAATCCGCAAGGATAC

P. penetrans 278 Al-Banna et al., 2004
D3B TCGGAAGGAACCAGCTACTA

11
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Tabela 3- Condicoes de amplificacéo para cada primer

SPP.

Primer

Condicbes de amplificacdo

D2A/D3B

95°C 5 min
94°C 30 seg
55°C 45 seg < 40 ciclos
72°C 1 min

72°C 7 min

PPEN/D3B

95°C 3 min

95°C 1 min

62°C 1 min < 35ciclos

72°C 1 min

72°C 7 min

PNEG-F1/D3B5

95°C 3 min
95°C 30 seg
60°C 30 seg < 35 ciclos
72°C 30 seg

72°C 7 min

3.2 Resultados

A identidade dos isolados A5, A9, A34 e A38 foi confirmada molecularmente através da

utilizacdo de primers que amplificam o género Pratylenchus (figura 2) e de primers

especificos para as espécies P. neglectus e P. penetrans (figuras 3 e 4).
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A5 A38 A9 A34 + - A5 A9 A34 A38 +

Figura 2- Produtos de PCR de Pratylenchus Figura 3 - Produtos de PCR de Pratylenchus penetrans
spp. apds amplificagdo com os primers D2/D3 apos amplificagdo com os primers PPEN/D3B (marcador
(marcador molecular de 2000 pares de bases) molecular de 1000 pares de bases)

A5 A9 A34 A38 +

Figura 4- Produtos de PCR de Pratylenchus neglectus apds
amplificagcdo com os primers PNEG- F1/D3B5 (marcador
molecular de 2000 pares de bases)

Embora se tenham detetado diferengas na intensidade das bandas obtidas, um produto de
cerca de 750 pb foi amplificado em todos os isolados com o par de primers D2A/D3B,
confirmando a identidade de neméatodes pertencentes ao género Pratylenchus (figura 2). O par

de primers de P. neglectus, PNEG-F1/D3B5, amplificou um anico produto de PCR de ca. 140
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pb nos isolados A5, A9 e A38, isolados que foram negativos quando testados com outros
pares de primers especificos (figura 4). Um produto de PCR de ca. 280 pb foi amplificado no

isolado A34, com o par de primers PPEN/D3B (figura 3), carateristico de P.penetrans.

3.3 Discussao

Os isolados de NLR incluidos neste estudo foram identificados como sendo das espécies P.
neglectus e P. penetrans. Ambas as espécies sdo importantes devido a sua ampla distribuicéo
geogréfica e patogenicidade em varias culturas hospedeiras, nomeadamente na batata. Nesta
cultura, outras espécies de NLR, como por exemplo P. alleni, P. crenatus, P. scribneri e P.
thornei, tém sido identificadas na Europa (Castillo & Vovlas, 2007). Para além destas outras
espécies, como P. brachyurus, P. coffeae, P. vulnus e P. flakkensis, sdo responsaveis por
danos em batata em regides tropicais (Jatala & Bridge, 1990). Dada a grande diversidade de
NLR que parasitam a batata, a correta identificacdo € fundamental, para que seja possivel
avaliar a importancia de cada espécie na cultura e para a implementacdo de programas de
gestdo integrada destes nematodes, a fim de evitar a disseminacdo de NLR nas areas de
producdo de batata. Neste estudo foram, por vezes, detetadas diferengas na intensidade das
bandas de DNA observadas no gel apés a eletroforese (figura 2). Este resultado podera ser
explicado devido a variagcbes no nimero de nematodes que foi utilizado para extracdo do
DNA (1 a 20 nematodes), o que tera originado varia¢des na quantidade de DNA extraida. Para
determinar variagOes intra-especificas entre isolados seriam necessarios estudos de
sequenciacdo. As técnicas de PCR que foram usadas neste trabalho ndo permitem detetar

diferencas moleculares entre isolados da mesma espécie.

A identificacdo dos NLR foi feita individualmente para cada espécie de NLR, no entanto, o
desenvolvimento de procedimentos rapidos e baratos que permitam a detecdo simultanea e/ou
identificacdo de diferentes espécies de NLR, pode ser Gtil para inspecGes de quarentena e
andlises de rotina. As técnicas de PCR multiplex poderdo proporcionar uma maneira fiavel
para a detecdo de NLR dado que, com esta técnica, duas ou mais sequéncias podem ser
amplificadas na mesma reagédo (Elnifro et al., 2000). O estado sanitario da batata de semente é
outro aspeto importante na producédo de batata. Assim, o desenvolvimento de métodos diretos,
para extracdo de DNA a partir do tubérculo, pode ser util em testes de diagndéstico de rotina,
para avaliacdo da qualidade do material utilizado para a instalagdo das culturas.
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4. Propagagdo, manutencao e multiplicacdo in vitro de isolados de NLR

A multiplicacdo de nemétodes utilizando a técnica dos discos de cenoura foi, inicialmente,
desenvolvida por O"Bannon & Taylor (1968) e tem vindo a ser amplamente utilizada para
multiplicacdo in vitro de diferentes espécies de NLR, devido a sua simplicidade e baixo custo
(Gonzaga et al., 2010). Esta técnica permite obter condi¢cdes padronizadas para a produgédo de
indculo de nemétodes, possibilitando a comparacdo de taxas de multiplicacdo entre diferentes
populacdes. Além dos NLR, outros nematodes, como por exemplo, Radopholus similis,
podem ser multiplicados utilizando a técnica dos discos de cenoura (O’Bannon & Taylor,
1968).

O objetivo deste estudo foi avaliar a multiplicacdo de diferentes isolados de Pratylenchus e

produzir indculo para os testes de reproducdo em vaso (capitulo 5)

4.1 Materiais e métodos

4.1.1Preparacédo dos discos de cenoura

Na multiplicacdo in vitro foram utilizados trés isolados de P. neglectus (A5, A9 e A38) e um
de P. penetrans (A34). Os isolados foram multiplicados em discos de cenoura desinfetados,
de acordo com método descrito por Castillo et al. (1995), com modificacbes. Foram utilizadas
cenouras frescas que ap6s lavagem com agua da torneira corrente foram transferidas para
dentro de uma camara de fluxo laminar vertical de modo a prevenir possiveis contaminacdes
(figura 5). Dentro da camara, as cenouras foram passadas por 4gua da torneira esterilizada,
desinfetadas com alcool 70% (v/v) e passadas a chama durante alguns segundos.
Seguidamente, com o auxilio de um bisturi estéril, retirou-se a epiderme, flamejando a lamina
a cada corte, e cortaram-se discos de cenoura com espessura aproximada de 6 mm. Apés 3-4 h
de exposicdo a luz ultra-violeta (UV), dentro caixas de Petri (@ 90 mm) estéreis, os discos
foram transferidos, individualmente, para caixas mais pequenas (& 50 mm), as caixas seladas

com parafilme e guardadas a temperatura ambiente, até a inoculacdo com os NLR.
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2-Cenouraslavadas com agua
esterilizada, alcoola 70% (v/v)e
passagema chama

3- Remogio da epidemme
1- Cenouras frescaslavadas flamejando alamina apos cada
corte

5-Exposicioaos UV durante3 a4h 4-Corte emdiscos

Figura 5 - Preparacao dos discos de cenoura para inoculacéo de Pratylenchus spp

4.1.2.Estudo comparativo de multiplicacéo in vitro

No estudo comparativo de multiplica¢do in vitro seguiu-se o0 método descrito por Castillo et
al. (1998). Para cada isolado, 10 fémeas gravidas de NLR (figura 6) foram transferidas, com o
auxilio de uma pestana, para uma gota de agua da torneira autoclavada e colocada no centro
do disco de cenoura. Os discos de cenoura assim inoculados foram incubados a 25°C, no
escuro, durante 56 e 84 dias. Para cada isolado e periodo de desenvolvimento, foram feitas 10

réplicas, num desenho completamente casualizado.
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v 4

Fgura 6- Fémea gravida de Prtylenchus spp

Apos incubacdo, os nematodes foram extraidos por centrifugacéo, disco a disco. Para extracdo
foi necessario proceder & homogeneizagdo de cada disco de cenoura para o que era colocado
num liquidificador com 200 mL de agua durante 30 segundos, crivado (20 um) e a parte de
cima do crivo resuspensa em 50 ml de solucdo de sacarose (r = 1.15). A mistura era depois
levada ao misturador vibratorio, distribuida por 6 tubos de vidro e centrifugada durante 3
minutos a 1500 g. O sobrenadante era crivado (20 pm) e resuspenso em 20 ml de agua. A
densidade populacional final (Pf) (adultos, jovens e ovos) foi determinada a lupa com o
auxilio de uma placa de Doncaster (figura 7). O fator de reproducdo (FR) foi calculado com
base na densidade populacional inicial e final (Pf/Pi). As diferengas entre os FR dos isolados e
a proporcdo de adultos, jovens e ovos foram comparadas através da andlise de variancia
(ANOVA), utilizando o software Statsoft Statistica versdo 7 para Windows. Os dados foram
normalizados, de modo a cumprir 0s requisitos necessarios da andlise de variancia, usando a
funcdo logaritmica.
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Figura 7- Placa de Doncaster usada para contagem de nematodes

4.2 Resultados

4.2.1.Multiplicacéo in vitro dos isolados

Os isolados de P. neglectus (A5, A9, A38) e P. penetrans (A34) reproduziram-se nos discos
de cenoura (figura 8). A partir dos discos inoculados e ap6s um periodo de incubacao de cerca
de 3 meses, foram obtidos nematodes suficientes para iniciar os estudos seguintes. Durante o
periodo de incubacdo observaram-se alteracdes a superficie dos discos de cenoura, adquirindo
um aspeto esbranquicado, e, por vezes, verificou-se a formagdo de ‘“callus”. Surgiram,
também, algumas contaminac@es, porém as cenouras que ndo se encontravam em bom estado

foram descartadas.

Figura 8- Cenoura infetada com Pratylenchus spp.
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4.2.2.Estudo comparativo de multiplicagéo in vitro

Aos 56 dias ap6s inoculacdo (DAI) verificou-se, em todos os isolados de Pratylenchus
testados, um valor de FR> 1. Os valores de Pf dos isolados variaram, em média, entre 43 a
107 nematodes, por disco de cenoura inoculado (tabela 4), tendo sido encontradas diferencas

significativas

Tabela 4 - Populacédo final por disco de cenoura (Pf) e fator de reproducéo (FR) de Pratylenchus neglectus (A5, A9,
A38) e P. penetrans (A34) 56 dias ap6s a inoculagédo (DAI) com 10 fémeas gravidas (Pi)*.

Pratylenchus

Isolado  DAI Pf) FR®
spp.
AS 107417 11£2°¢¢
P.neglectus A9 4744250 5480
56
A38 158+21"¢d 1642 Ped
P.penetrans  A34 43+10*° 4+12P

* Valores médios de dez repeticdes + erro padréo. Médias seguidas pela mesma letra dentro
de uma coluna néo sdo significativamente diferentes (P <0,05) de acordo com o teste de
Fisher LSD (Anexo 1). @ Pf — densidade populacional final, ® Fator de Reproducéio, FR =
Pf/Pi, Pi - densidade populacional inicial.

Considerando os diferentes estadios de desenvolvimento encontrados, verificou-se que a
proporcéao de ovos foi inferior a de adultos e jovens (figuras 9 e 10). Aos 56 DA, a proporc¢éo
de adultos foi significativamente superior a de jovens e ovos, para os isolados A5 e A38 de P.
neglectus (figura 9A). Nos restantes isolados, a proporcéo de jovens foi superior ou idéntica a
de adultos (figuras 9A e 10).

Aos 84 DAI, também foram encontradas diferencas significativas no FR dos isolados de P.
neglectus (tabela 5), com valores de Pf que variaram, em média, entre 121 e 1939 nematodes

por disco de cenoura.
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Tabela 5- Populacéo final por disco de cenoura (Pf) e fator de reproducéo (FR) de Pratylenchus neglectus (A5, A9,
A38) e P. penetrans (A34) 84 dias ap6s a inoculagéo (DAI) com 10 fémeas gravidas (Pi)*.

Pratylenchus

Isolado DAI pfd ER®
spp.

AS 881+323" 8832"
P. neglectus A9 84 1833+469" 183+47"9

A38 1939+835°"¢ 194484 %9
P. penetrans A34 121+332b.cd 12+32b.cd

* Valores médios de dez repeticdes + erro padréo. Médias seguidas pela mesma letra dentro
de uma coluna nédo sdo significativamente diferentes (P <0,05) de acordo com o teste de
Fisher LSD (Anexo 1). @ Pf — densidade populacional final, ® Fator de Reproducéio, FR =
Pf/Pi, Pi - densidade populacional inicial.

Verificou-se que o FR aumentou com o tempo de incubacéo e foi superior nos isolados A38 e
A9. A proporcdo de adultos foi significativamente superior a propor¢do de jovens e ovos nos
isolados A5 e A9 (figura 9 B). De entre todos os isolados testados, o isolado A34 de P.
penetrans mostrou ter menor capacidade reprodutiva em cenoura (tabela 5). Neste isolado, a
proporcdo de adultos aos 84 DAI foi significativamente superior, comparativamente a
proporcao aos 56 DAI (figura 10). Para 0 mesmo isolado, o nUmero de neméatodes obtido por
disco de cenoura foi bastante variavel (tabelas 4 e 5).

Esta variabilidade entre réplicas, na populacdo final obtida, foi observada em todos os

isolados estudados.
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Figura 9- Proporcéo de adultos, jovens e ovos nos isolados Pratylenchus neglectus, A aos 56 DAI e B aos 84 DAI
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Isolado de Pratylenchus penetrans

Figura 10- Proporcéo de adultos, jovens e ovos no isolado de Pratylenchus penetrans

4.3 Discussao

O tempo de incubacdo influenciou a densidade populacional final e a taxa de reproducdo dos
NLR. Aos 84 DAI, a Pf de todos os isolados de P. neglectus testados foi significativamente
superior a Pf observada aos 56 DAI. Resultados semelhantes foram obtidos por Castillo et al.
(1995), com P. thornei. Nesta espécie, a densidade populacional aumentou exponencialmente
com o tempo de incubacdo (25, 50 e 100 DAI), sendo méxima aos 100 DAI, a 25°C. Apds
esse tempo, observou-se um decréscimo na taxa de multiplicacdo de P. thornei devido a
escassez de alimento e competicdo dos nematodes pelo espaco disponivel. Nesse estudo a
reproducdo de P. thornei aos 100 DAI foi bastante superior (FR= 3610) a observada no
presente estudo para P. neglectus (FR= 88 a 194; 84 DAI). No entanto, no estudo de Castillo
et al. (1995), o nimero de fémeas inoculadas em cada disco de cenoura foi superior (Pi = 25
fémeas), comparativamente com um Pi= 10 fémeas, usado neste estudo, para além do tempo
de incubacdo também maior (100 DAI). A multiplicagdo de um isolado de P. neglectus,
obtido a partir de raizes de pessegueiro, Prunus persica, em discos de cenoura, foi
anteriormente avaliada por Verdejo-Lucas et al. (1992) e comparada com os FR de quatro
outros nematodes endoparasitas migratérios, P. thornei, P. vulnus, Radopholus similis, e
Zygotylenchus guevarai. Embora todos os neméatodes estudados tenham conseguido completar

0 seu ciclo de vida e multiplicar-se, 0 nimero de nematodes recolhidos por disco de cenoura,
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apos inoculacdo de 10 fémeas (Pi), incubacdo a 26°C e 90 DAI, variou consoante a espécie
envolvida. As densidades populacionais mais elevadas foram obtidas para os nematodes R.
similis e P. vulnus com FR= 2341 e FR= 1659 respetivamente. P. thornei e Zygotylenchus
guevarai apresentaram FR semelhantes (FR= 202 e FR= 146) mas, mais baixos do que os FR
de R. similis e P. vulnus. A populagéo de P. neglectus aumentou 74 vezes (FR=74), sendo este
aumento inferior ao observado nos restantes nematodes. No entanto, a reproducdo de P.
neglectus, avaliada por Verdejo-Lucas et al. (1992), foi semelhante a observada no isolado A5
avaliado neste estudo. A duragdo do ciclo de vida dos nematodes endoparasitas migratorios
pode variar entre 20 a 50 dias, dependendo da espécie, temperatura e planta hospedeira. Uma
vez que foi utilizado o mesmo hospedeiro (discos de cenoura), o valor inferior de FR
observado em P. neglectus, relativamente a outras espécies de NLR, nomeadamente P.
thornei e P. vulnus, pode ser justificado devido a diferencas nas temperaturas 6timas para
cada espécie de NLR (Verdejo-Lucas et al., 1992). Por outro lado, a cenoura podera ndo ser o
hospedeiro preferencial para multiplicacdo de alguns isolados de P. neglectus. Embora a
técnica da multiplicagdo in vitro de neméatodes em cenoura seja recomendada para obtencéo
de inoculo de NLR (Castillo & Vovlas, 2007), densidades populacionais elevadas de P.
neglectus foram obtidas, anteriormente, em raizes excisadas de milho, tabaco e trevo, apos
incubacdo a 30 °C (Verdejo-Lucas et al., 1992). Neste estudo, aos 84 DAI, foram ainda
encontradas diferencas significativas na reproducdo entre isolados de P. neglectus e na
proporcéao de adultos, jovens e ovos encontrada. Para dois isolados (A5 e A38) a proporc¢édo de
adultos foi significativamente superior a de jovens e ovos, enquanto que para o isolado A9, a
proporcdo de jovens foi superior ou idéntica a de adultos. Diferencas reprodutivas e na
proporcdo dos diferentes estaddios de desenvolvimento ja foram encontradas anteriormente
entre isolados de P. vulnus (Pinochet et al., 1994). Essas diferencas de comportamento foram
confirmadas através de técnicas moleculares (PCR-RFLP), que revelaram a existéncia de
polimorfismos (variagdes nas sequéncias de nucleétidos de DNA) entre isolados de P. vulnus
(Pinochet et al., 1994). A existéncia de variabilidade enzimética entre isolados de P. coffeae
foi também reportada por Andrés et al. (2000), atraves de estudos bioquimicos. As diferencas
de reproducgdo encontradas entre isolados nesta parte do trabalho, sugerem assim, a existéncia
de variabilidade intra-especifica em P. neglectus. No entanto, sdo necessarios estudos
adicionais para confirmar esta variabilidade. De qualquer modo, neste estudo os isolados de
P. neglectus mostraram uma aptidao reprodutiva alta em cenoura, quando comparados com 0s

resultados obtidos para P. penetrans. O isolado A34 de P. penetrans mostrou ter menor
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capacidade reprodutiva, 0 que sugere que este isolado podera ter menor capacidade
reprodutiva em cenoura e, possivelmente, também na batata. De futuro, sera desejavel avaliar
a sua patogenicidade noutras culturas. Estudos moleculares deverdo investigar, ainda, a
existéncia ou nao de diferencas moleculares entre isolados com aptiddes reprodutivas baixas e
altas. Verdejo-Lucas et al., (1992) verificou que as espécies com maior aptidao reprodutiva
em cenoura foram aquelas cuja reprodugdo era, essencialmente, sexuada. Porém, neste
trabalho observou-se o contrario, dado que valores de FR mais elevados foram encontrados

em P. neglectus, uma espécie cuja reproducao € essencialmente assexuada.

5. Avaliacao da patogenicidade de dois isolados de Pratylenchus neglectus
Os estragos causados por NLR nas plantas diferem consoante o isolado e espécie da planta

hospedeira. Enquanto algumas plantas toleram densidades populacionais de NLR
relativamente elevadas, sem causar estragos visiveis, noutras, densidades populacionais
relativamente baixas produzem estragos significativos. O grau de patogenicidade também
pode ser afetado pelo estado nutricional da planta hospedeira e/ou fatores edaficos. Estudos
conduzidos em cerejeira, por Melakeberham (1997), demonstraram que a acumulacdo de
nutrientes nos tecidos vegetais da planta, promove 0 seu crescimento e vigor e,
simultaneamente, influencia, negativamente, as populacdes de NLR. Outros fatores como a
temperatura, humidade, pH e textura do solo podem influenciar a proliferacdo dos NLR na
planta hospedeira. Diferencas de patogenicidade entre isolados de NLR tém sido encontradas
e podem ser quantificadas através da medicdo da sua capacidade de multiplicacdo in vitro e
viruléncia (Pinochet et al., 1994). Essas varia¢fes sugerem variabilidade intraespecifica no

genoma de Pratylenchus (France & Brodie, 1995; Duncan et al., 1999).

Nesta parte do trabalho, a patogenicidade de dois isolados de P. neglectus (A5 e A9) foi
avaliada em duas variedades comerciais de batata distintas, variedades Agria e Monalisa.

A variedade Agria tem um ciclo vegetativo semi-tardio, a cor da pele do tubérculo é amarela,
a polpa é relativamente fina, ligeiramente farinhenta e tem baixo a médio teor de matéria seca
(DGAV, 2013). Esta variedade apresenta resisténcia elevada a Globodera (DRAPN, 2011).
Por sua vez, a variedade Monalisa tem um ciclo vegetativo semi-precoce, a cor de pele do
tubérculo varia de branca a amarela, tem uma polpa firme e baixo teor de matéria seca. Esta
variedade tem baixa resisténcia aos NQB (DRAPN, 2011). A resisténcia destas duas

variedades aos NLR, no entanto, ndo é conhecida.
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5.1.1 Materiais e métodos
Os ensaios de patogenicidade dos isolados de P. neglectus (A5 e A9) foram realizados em

vasos. Batateiras jovens foram inoculadas com NLR (2 000 nemaétodes/planta, populagédo
inicial-Pi) em vasos com 1 kg de solo esterilizado (80-90% de areia, 5-10% de argila, 5-10%
de matéria orgéanica, pH = 6-7). Foram incluidas plantas de controlo, ndo inoculadas com
nematodes. Os tratamentos foram repetidos seis vezes num delineamento em vasos
casualizado. Os vasos foram mantidos numa estufa com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura a 25°C e foram regados, diariamente, com agua da torneira. Na colheita, passados
84 dias, as raizes foram observadas para detetar a presenca / auséncia de lesdes necrdticas, e
foram registados 0s seguintes parametros: peso fresco e comprimento da raiz, peso dos
tubérculos e indice de gravidade do tecido radicular necrosado (IGTN) (figura 11). O IGTN
foi avaliado numa escala de 0 a 10: 0 = 0% tecido necrosado; 10 = 90 a 100% tecido
necrosado (Castillo et al., 1998). Apo6s 84 DAI os nematodes foram extraidos do solo, durante
8 dias, e das raizes, durante 14 dias. Para as raizes foi utilizado o método do funil (Baermann,
1917), tendo sido utilizado um funil de vidro, com um tubo de borracha ligado ao pé do funil,
fechado com uma mola. Utilizou-se um suporte de metal e colocou-se um crivo de 75 pm
dentro do funil, onde foram colocadas as raizes cortadas em segmentos de 1 cm. Os funis
foram cheios com &gua da torneira e foram mantidos durante 48h a temperatura ambiente
(figura 12). Apobs este tempo, extraiu-se a agua abrindo a mola, e voltou-se a colocar nova
agua. A suspensao recolhida foi crivada num crivo de 20 um e os nematodes que ficaram na
parte de cima do crivo foram suspensos em 20 ml de agua e contados a lupa com o auxilio de
uma placa de Doncaster. Este procedimento repetiu-se, 7 vezes, até perfazer 14 dias (Tihohod,
1993). Para o solo foi utilizado o método do tabuleiro (Whitehead & Hemming 1965).
Amostras de 200 g de solo foram colocadas sobre papel fino tipo Kleenex que, por sua vez, se
encontrava suportado por uma rede de plastico de malha grossa colocada sobre um tabuleiro
de pléstico. O solo foi espalhado uniformemente sobre o papel e adicionou-se dgua até o solo
ficar humido (figura 12). Apos 48h, a suspensdo com nematodes foi vertida cuidadosamente
para um copo de vidro, foi crivada num crivo de 20 um e resuspensa em 20 ml de agua da
torneira. A suspensdo foi observada a lupa e o nimero de NLR foi quantificado (figura 9).
Este procedimento repetiu-se até perfazer 8 dias (Coyne et al., 2007). As densidades finais
(Pf) foram determinadas e os fatores de reproducgéo calculados (FR=Pf/Pi). Os resultados

obtidos com as diversas cultivares foram submetidos a analise estatistica (ANOVA).
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Figura 11- Ensaios em vasos com cultivares de batata
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des da raiz e do solo

Figura 12- Métodos de extracdo de nematodes em raizes (método do funil) e no solo (método do tabuleiro)

SPP.
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5.1.2 Resultados

Ambos os isolados de P. neglectus (A5 e A9) foram capazes de se reproduzir nas variedades
Agria e Monalisa aos 84 DAI (FR> 1). Comparativamente a A5, o isolado A9 demonstrou ter
maior capacidade reprodutiva em ambas as variedades testadas. No entanto, essas diferencas
foram significativas apenas para a variedade Monalisa (tabela 5). Ndo foram observadas
diferencas na reproducdo do isolado A5 nas variedades Agria e Monalisa. O peso e 0
comprimento da raiz das plantas inoculadas com nematodes ndo foram significativamente

diferentes dos observados nas plantas que serviram de controlo (tabela 6).

Tabela 6- Reprodugéo de Pratylenchus neglectus (isolados A5 e A9) em Solanum tuberosum L. variedades. Agria e
Monalisa, 84 dias apds inoculagdo com 2000 nemétodes / planta a25 °C*

Comprimento Peso

Variedades Tratamento Peso Raiz (g) _ IGTN® FR®
Raiz (cm)  Tubérculo (g)
Agria Controlo 2,2+0,2%° 37,0+0,1° 3,6+1,3*° 0,0+0,0°  0,0+0,0%°
A5 1,9+0,1%° 33,5%3,3 4,2+0,5*° 0,54#0,2°  1,4+0,4%"°
A9 1,5+0,2%° 33,9+4,9° 3,6+1,0*° 1,0¢0,0°  2,2+0,4"°
Monalisa  Controlo 4,8+0,8%¢ 38,3%3,3° 10,9£2,0°¢  0,020,0* 0,0£0,0%"
A5 2,3+0,2*° 33,624,1° 6,3+0,5**¢  0,7402° 1,1205%°¢
A9 5,0+0,7°¢ 36,6%1,6° 8,0£3,0**¢  25+04°¢ 59+1,2°

* Valores médios de seis repeticdes + erro padrdo. Médias seguidas pela mesma letra dentro de uma coluna nio
sdo significativamente diferentes (P <0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD (Anexo 1). @ indice de
Gravidade do tecido radicular necrosado, IGTN; 0-10, com base na escala 0 = 0%, 10 = 90 a 100% tecido
necrosado. ® Fator de Reprodugdo, FR = Pf (densidade populacional final (substrato + raizes) / Pi (densidade
populacional inicial).

O peso médio dos tubérculos da variedade Monalisa foi significativamente superior nas
plantas que serviram de controlo. Nas plantas inoculadas com nematodes, foram detetados
NLR quer no solo, quer nas raizes (tabela 7). A Pf de NLR encontrada nas raizes foi superior
a Pf encontrada no solo nas variedades Agria e Monalisa parasitadas com o isolado A9. No
isolado A5 o valor de Pf raiz néo foi significativamente diferente do Pf solo (tabela 7). Foram

ainda observadas lesGes nas raizes e protuberancias, em forma de verruga nos tubérculos, nas
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plantas inoculadas com nemétodes, em particular em plantas infetadas com o isolado A9. Nos
tubérculos que continham “verrugas”, foram detetados NLR nos estados juvenil e adulto, apds
a incubacdo de seccdes dos tubérculos em agua. O IGTN variou de 0 a 2,5 sendo

significativamente diferente apenas para o isolado A9 com a variedade Monalisa.

Tabela 7- Populacao final de Pratylenchus neglectus (isolados A5 e A9) no solo e em raizes de Solanum tuberosum L.,
84 dias apds inoculagdo com 2000 neméatodes/planta, a 25 °C*

Variedade PF A5 A9

Agria Raiz 1872,2+720,4°  3179,2+817,7°¢
Solo 915,1+217,5°  1114,7+247,6*°

Monalisa Raiz 783,3+500,5% 8823,0+2519,3"
Solo 1455,0+488,1°  2826,0+803,4*"°

* Valores médios de seis repetices + erro padrdo. Médias seguidas pela mesma letra dentro de uma coluna ndo
sdo significativamente diferentes (P <0,05) de acordo com o teste de Fisher LSD (Anexo I); Pf — densidade
populacional final.

5.1.3 Discussao

Ambos os isolados de P. neglectus foram capazes de se multiplicar e completar o seu ciclo de
vida nas duas variedades de batata testadas apds 84 DAI. Os valores de FR variaram entre 1,1
a 5,9, sendo o isolado A9 o que apresentou maior capacidade reprodutiva. Estes valores séo
semelhantes aos encontrados por Griffin (1992), de 3,2 a 3,9 mas, mais baixos que 0s
encontrados no estudo de Olthof (1990), onde o valor de FR foi de 8,4. Segundo Verdejo-
Lucas (1992), existem varios fatores que podem influenciar a reproducdo e a taxa de
desenvolvimento dos NLR. Este estudo foi conduzido a uma temperatura de 25°C, mas, 0s
trabalhos realizados por Verdejo-Lucas (1992) e por Griffin (1992), em que se verificaram
valores mais elevados de reproducdo de P. neglectus, foram realizados a temperaturas
proximas de 30°C. A utilizacdo de temperaturas abaixo do nivel 6timo de reproducdo pode,
deste modo, ter influenciado os resultados obtidos no ensaio. Algumas variagdes detetadas na
temperatura da estufa durante o periodo em que decorreu o ensaio, poderdo também justificar

os valores baixos de FR que foram obtidos. No entanto, apesar destes valores serem mais
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baixos do que os obtidos com outros nematodes fitoparasitas em batata (Maleita et al., 2012),
o simples facto dos NLR se conseguirem reproduzir em ambas as variedades, é o suficiente
para potenciar 0 aumento progressivo das densidades populacionais destes nematodes no solo,
ameacando a cultura seguinte, mesmo num sistema de rotacdo, se forem culturas hospedeiras
de NLR. Os resultados obtidos talvez possam permitir concluir que 0s ensaios em cenoura
forneceram uma boa indicagcdo sobre o comportamento dos NLR na batata, uma vez que o
isolado A9 que apresentou valores de FR mais elevados no teste de multiplicacdo in vitro, foi
0 que apresentou também maiores valores no ensaio de vasos. Neste ensaio, o IGTN foi
superior na variedade Monalisa com o isolado A9. Dada a maior reproducdo deste isolado
verificou-se que os estragos na zona radicular da planta se tornaram mais evidentes. O nimero
de lesBes necroticas seria provavelmente ainda maior se 0 ensaio tivesse sido prolongado para
além dos 84 DAI. O facto do ensaio ter sido realizado em vaso também podera ter limitado o
comprimento e 0 peso da raiz e dos tubérculos produzidos, uma vez que o espaco disponivel
para o crescimento, tanto da raiz como dos tubérculos, era restrito. Em ensaios de campo estes
valores seriam provavelmente diferentes e mais elevados, pois as raizes ndo teriam qualquer
limitacdo de espaco para crescer e 0s tubérculos poderiam crescer normalmente, ainda que
nessas condicbes os fatores externos como temperatura, humidade, pH e textura do solo,

fossem mais dificeis de controlar.

6. Conclusoes finais/Consideracgdes finais

No final deste trabalho pode considerar-se que 0s objetivos inicialmente propostos foram
cumpridos. Confirmou-se molecularmente a identidade de trés isolados de P. neglectus e um
de P. penetrans, ambas as espécies de NLR sdo importantes devido a sua ampla distribuicdo
geografica e patogenicidade em varias culturas hospedeiras, nomeadamente na batata. Em
relacdo a capacidade de multiplicacdo in vitro destas espécies, podemos concluir que os
isolados de P. neglectus mostraram uma aptidao reprodutiva alta e que o isolado A34 de P.
penetrans mostrou ter menor capacidade reprodutiva em cenoura, 0 que pode sugerir que esta
espécie podera ter menor capacidade reprodutiva no geral e, portanto, também em batata. No
entanto, sdo necessarios estudos futuros com vista a avaliagdo e determinacdo do potencial

reprodutivo de um maior numero de isolados de P. penetrans, para confirmar esta sugestao.
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Mais estudos em vaso ou em campo serdo igualmente importantes para melhor determinar a

capacidade reprodutiva de P. penetrans em batata.

Estudos bioguimicos ou moleculares poderdo esclarecer a existéncia de variabilidade intra-
especifica em P. neglectus, uma vez que neste trabalho foram encontradas diferengas
significativas entre os valores do FR nos isolados estudados. A existéncia desta variabilidade,
na patogenicidade entre isolados de uma mesma espécie de NLR, podera dificultar o processo
de selecdo e melhoramento genético de batata de semente. Dado que a reproducdo obtida in
vitro para P. neglectus foi inferior & descrita para outras espécies de NLR, é possivel que a
cenoura ndo seja um hospedeiro preferencial para esta espécie e, de futuro, deverdo ser

estudados métodos alternativos para a obtencdo de indculo deste nematode.

A avaliacdo da capacidade de reproducdo dos NLR em duas variedades comerciais de batata
revelou que, embora com diferencas, ambos os isolados de P. neglectus foram capazes de se
multiplicar e completar o seu ciclo de vida nesta cultura. Tal como no ensaio de multiplicagéo
em cenoura, 0s resultados obtidos nesta parte do trabalho sugeriram a existéncia de
variabilidade intra-especifica em P. neglectus, uma vez que os FR obtidos foram diferentes
entre os isolados estudados. Esta existéncia serd um problema acrescido, uma vez que, para
além da identificacdo das espécies presentes num solo, haverd necessidade de testar as
diferentes variedades comerciais, com diferentes resultados da mesma espécie, de modo a

avaliar que tipo de interacdo se estabelece em cada situacao concreta.
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