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RESUMO

SILVA, ADELAIDE SIQUEIRA. Percloreto de ferro como sinalizador de injarias
em tubérculos de batata e caracterizacio de isolados de Pectobacterium spp. 2012.
122 f. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia)-Universidade Federal de Uberlandia.
Uberlandia'

O uso de percloreto de ferro como sinalizador de injurias em tubérculos de batata
poderd ajudar evitando perdas de lotes durante o armazenamento e transporte. Os
objetivos do trabalho foram determinar a concentracao da solucdo de percloreto de ferro
e tempo de imersdo para a sinaliza¢do de bactérias pectoliticas em tubérculos de batata;
a qualificacdo de lotes de batata quanto a presenca destas bactérias; a caracterizacdao
bioquimica, fisiol6gica e molecular de isolados de Pectobacterium spp. e indicacdo de
pectobactérias por percloreto de ferro em tubérculos de batata inoculados e lotes
comerciais. Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de Uberlandia,
entre os anos de 2009 e 2011. Para a sinalizacdo de bactérias pectoliticas em tubérculos
de batata, foram utilizadas as concentra¢des 0,0; 8,4; 21,0 e 44,0% de percloreto de
ferro, em que amostras de 10 tubérculos ficaram imersas por 10, 20 e 30 minutos. Em
seguida, avaliou-se, aos 10, 20 e 30 minutos e em temperatura ambiente, o surgimento
de manchas escuras nos tubérculos. Os isolados foram caracterizados cultural,
bioquimica e fisiologicamente pelos testes: Gram, fermentacdo de glicose, catalase,
oxidase, crescimento a 37°C, reducdo de substincias a partir de sacarose, atividade da
fosfatase, produgao de indol e produgdo de 4cido a partir de sorbitol, melibiose, citrato e
lactose, reacdo de hipersensibilidade em fumo e patogenicidade em isca de batata. Para
a caracterizacdo molecular, foram utilizados os primers: EXPCCR/EXPCCEF;
ECAI{/ECA2r, 1491f, L1IRA/LIRG Brlf. Para a indicacdo de pectobactérias pelo
produto estudado em tubérculos de batata-semente inoculados, utilizou-se as cvs. Agata
e Atlantic. Os tubérculos foram perfurados e ndo perfurados com estilete e imersos em
dgua destilada ou na suspensdo bacteriana (isolado UFU A14 de Pectobacterium spp.)
por 5 minutos e incubados em diferentes temperaturas (22°C, 28°C e 35°C) e tempos (0,
24, 48, 72 e 96 horas); em seguida, imersos em solu¢do de percloreto de ferro com
avaliagdo do didmetro da les@o formada. O delineamento foi em blocos casualizados
com quatro repeti¢des, em esquema de parcelas subdivididas no espago 5 x 4. Para a
indicagdo de pectobactérias pelo produto em lotes comerciais de batata, foram utilizadas
as cultivares Agata e Asterix. As amostras com seis tubérculos foram avaliadas as 12 e
24 horas ap0s a coleta e incubadas em cinco temperaturas (8°C, 18°C, 28°C, 38°C e
48°C), em seguida, foram imersas por 10 minutos na solug¢do de percloreto de ferro a
8%, retiradas e deixadas em temperatura ambiente por 20 minutos para avaliacdo
através de uma escala de notas variando de 0 a 4. Os tubérculos de batatas foram
imersos por 10 minutos na solucdo de percloreto de ferro 21% e avaliados apds 20
minutos no ambiente o que foi suficiente para indicar a presenca de fitobactérias. Os
isolados ndo puderam ser caracterizados bioquimica e molecularmente. O teste de
inoculagdo conseguiu comprovar a presenca de pectobactérias nos tubérculos pelo
percloreto de ferro. Para os lotes comerciais, as menores temperaturas sao mais
indicadas para o armazenamento e transporte, e a cv. Agata foi mais suscetivel que
Asterix.

Palavras-chave: Solanum tuberosum, testes bioquimicos, PCR, transporte.

! Comité Orientador: José Magno Queiroz Luz —UFU (Orientador) e Nilvanira Donizete Tebaldi - UFU
(co-orientadora).



il
ABSTRACT

SILVA, ADELAIDE SIQUEIRA. Iron Perchlorate as marker of injury in potato
tubers and characterization of isolates of Pectobacterium spp. 2012. 123 f. Thesis
(Doctorate in Agriculture/Fitotecnia)-Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia'

The wuse of iron perchlorate as a marker of injuryin potato tubers may
help preventloss of lots during storage and transport. The objectives of this study were
to determine the concentration of iron perchlorate solution and the immersion time for
the marking of pectolytic bacteria in potato tubers; the evaluation of potato batches for
the presence of these bacteria; the biochemical, physiological and molecular
characterization of Pectobacterium spp. isolates; and the indication of pectobacteria by
iron perchlorate in inoculated and commercial batches of potato tubers. The
experiments were done at the Universidade Federal de Uberlandia, from 2009 to 2011.
Marking of pectolytic bacteria in potato tubers was done using iron perchlorate
concentrations of 0, 8, 21 and 44%, in which a sample of 10 tubers were immersed for
10, 20 or 30 minutes, and evaluated after 10, 20 and 30 minutes at room temperature,
evaluating the appearance dark spots on the tubers. The isolates were characterized
culturally, biochemically and physiologically by the tests of: Gram, glucose
fermentation, catalase, oxidase, growth at 37°C, reduction of substances from sucrose,
phosphatase activity, indol production and acid production from sorbitol, melibiose,
citrate or lactose, hypersensibility reaction in tobacco and pathogenicity in potato baits.
Molecular characterization was done using the primers: EXPCCR/EXPCCEF;
ECAIf/ECA2r, 1491f, LIRA/L1IRG Brlf. The indication of pectobacteria by the
product studied in inoculated seed potato tubers was done with the cultivars Agata and
Atlantic. The tubers were perforated, or not, with a needle and immersed in distilled
water or in bacterial suspension (isolate UFU Al14 of Pectobacterium spp.) for 5
minutes and incubated at different temperatures (22, 28 or 35°C) and times (0, 24, 48,
72 or 96 hours), and subsequently immersed in the de perchlorate solution for the
evaluation of lesion diameter. The experimental design was randomized blocks with
four repetitions, as split plots in space 5 x 4. The indication of pectobacteria by the
product in commercial potato batches was done with cultivars Agata and Asterix. The
samples with six tubers were evaluated 12 and 24 hours after harvest and incubated in
five temperatures (8, 18, 28, 38 or 48°C), and immersed in 8% iron perchlorate solution
for 10 minutes, removed and left at room temperature for 20 minutes before evaluation
with a rating scale, varying from O to 4. Immersion for 10 minutes in iron perchlorate at
21% and evaluation after 20 minutes at room temperature was adequate to indicate the
presence of pectobacteria. The isolates could not be characterized biochemistry and
molecular. The inoculation test was able to confirm the presence of pectobacteria in the
tubers by perchlorate. Storage and transport of commercial potatoes should be done at
lower temperatures; the cultivar Agata was more susceptible than Asterix to the
pectobacteria.

Keywords: Solanum tuberosum, biochemical tests, rating scale, transport.

! Supervising committee: José Magno Queiroz Luz —UFU (Supervisor) and Nilvanira Donizete Tebaldi -
UFU (co-supervisor).



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A cultura da batata Solanum tuberosum L. é a principal hortalica no Brasil,
apresentando um papel importante na economia do pais devido a produgdo,
comercializa¢do, consumo e exigéncia de um produto de boa qualidade.

A batata, Solanum tuberosum L., é origindria dos Andes peruanos e bolivianos
onde € cultivada hd mais de 7.000 anos. Foi introduzida na Europa por volta de 1570
pelos colonizadores espanhdis e por volta de 1620 foi levada da Europa para a América
do Norte, tornando-se importante fonte de alimento. Historicamente e até os dias de
hoje, é a base alimentar de vérios paises, principalmente os de clima temperado. E
mundialmente caracterizada como um alimento popular, sendo a quarta fonte de
alimento mundial, ficando atrds somente do trigo, arroz e o milho.

No Brasil, teve seu cultivo no inicio do século XX , e atualmente estima-se uma
producdo de 3.459.180 toneladas, com cerca de 139.810 hectares de &rea colhida
(AGRIANUAL, 2011). O estado de Minas Gerais participa com 33,5% do volume de
producdo, seguido apenas pelo Parand (27,9%), Rio Grande do Sul (19,0%) e Sao Paulo
(14,8%) (IBGE, 2011).

Hoje, no Brasil, um dos grandes problemas enfrentado pela batata consumo sao
as perdas na poés-colheita, ocasionadas principalmente por condicionamentos
inadequados, durante o armazenamento e o transporte, devido a presenca de bactérias.

No processo de estocagem de tubérculos de batata, podem ocorrer perdas
significativas de até 100%, sendo atribuidas a podriddes causadas por bactérias
pectoliticas, mais especificamente Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum
(Pca) (VAN HALL, 1902) Hauben et al., 1998, P. carotovorum subsp. carotovorum
(Pcc) (Jones, 1901) Hauben et al., 1998 e Dickeya chrysanthemi (BULKHOLDER et
al., 1953) Hauben et al., 1998 (BENELLI, 2004).

O percloreto de ferro ¢ um sal de férmula quimica FeCl;.6 H,O, cuja forma
hexahidratada é muito utilizada na corrosdo de placas para a preparagdo de circuitos
impressos usados em eletrénica. E também usado como floculante para tratamento de
agua e esgoto; suas solucdes de dgua sdo acidas e corrosivas para a maioria dos metais,

e apresenta coloragdo marrom “café”. Seus efeitos, quando em solucdo aquosa, sdao



semelhantes aos produzidos pelo perclorato, que € considerado um contaminante de
solos em potencial, encontrado no ambiente introduzido por meio de seus compostos em
grandes quantidades na forma de desinfetantes, agentes clareadores e herbicidas, que
nao sdo formados naturalmente no ambiente, causando sérios problemas de saide como
o acimulo de iodo nas glandulas da tiredide. Na tentativa de reduzir seus efeitos, ha
estudos onde bactérias redutoras do perclorato presentes no solo podem agir como
biorremediadores, diminuindo sua acdo no meio (COATES et al., 1999).

O percloreto de ferro tem sido utilizado na Franca como meio de indicar a
presenca ou ndo de danos mecanicos em lotes de batatas, a fim de determinar seu
destino. Com esta indicacdo, € possivel armazenar lotes de batata, no periodo do
inverno, em condicdes adequadas, disponibilizando-as ao mercado consumidor a
medida que preciso, evitando que haja perdas significativas por contaminagdo de
microorganismos durante o periodo que ficam armazenados (informagdo verbal)'.

Assim, os objetivos deste trabalho foram determinar a concentragdo da solugdo
de percloreto de ferro e tempo de imersao para a sinaliza¢do de bactérias pectoliticas em
tubérculos de batata; a qualificacdo de lotes de batata quanto a presenca de bactérias
pectoliticas, aplicando uma escala de notas; a caracterizacdo bioquimica, fisioldgica e
molecular de isolados de Pectobacterium spp. e indicacdo de pectobactérias por

percloreto de ferro em tubérculos de batata inoculados e lotes comerciais.

" Informagio fornecida pela Associagdo Brasileira da Batata (ABBA) em 2009.
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 Botanica da batata

A batata € uma planta dicotiledonea, pertencente ao género Solanum, da familia
Solanaceae, a qual contém mais de 2.000 espécies, embora somente cerca de 150
produzam tubérculos. A batata cultivada no Brasil pertence a espécie tetrapldide
Solanum tuberosum. Esta espécie € dividida em duas subespécies, S. tuberosum subsp.
tuberosum e S. tuberosum subsp. andigena (BORGES et al., 2008).

A batata € uma planta perene, embora cultivada como planta anual, sua parte
aérea € herbacea, com altura variavel entre 50 e 70 cm.

O ciclo vegetativo da cultura pode ser precoce (<90 dias), médio (90-110 dias)
ou longo (>110 dias), dependendo da cultivar.

O ndmero de hastes por planta pode variar, dependendo da brotacdo e da idade
fisiolégica do tubérculo-semente, da regido produtora e das condi¢des climaticas de
cultivo (FORTES; PEREIRA, 2003). Segundo Lopes (1997), uma planta normal de
batata é composta de tantas hastes quanto forem os brotos que emergirem da batata-
semente, folhas compostas, flores, raizes, estoldes e tubérculos.

O caule compreende duas partes distintas: uma aérea e outra subterranea. O
caule aéreo da batata € normalmente oco na sua parte superior, tem sec¢do circular,
quadrangular ou triangular, podendo apresentar asas, que sdo lisas ou onduladas. A
coloragdo predominante é verde, podendo ser arroxeada ou pigmentada. Quando o caule
cresce diretamente do tubérculo-mae ou préximo dele, € chamado de "rama", que pode
ou ndo se ramificar.

Segundo Fortes e Pereira (2003), a planta de batata, por ser bastante ramificada,
pode ser classificada como ereta, aberta ou decumbente, em fun¢do da disposicdo dos
ramos em relacdo ao caule. Uma planta é decumbente quando os ramos encontram-se
prostrados junto ao solo; ereta quando os ramos estdo mais ou menos préximos ao caule
e aberta quando os ramos estdo mais afastados do caule.

Na superficie dos tubérculos, as estruturas mais evidentes sd@o os olhos, cada um
contendo mais de uma gema, e as lenticelas, eles podem variar de acordo com a
cultivar, tamanho do tubérculo e condi¢des de cultivo. Cada olho possui uma gema

principal que também produz brotagdes laterais ou estoloes (LOPES, 2002).



Quando o tubérculo é cortado longitudinalmente, pode-se observar a periderme
(pele), o cortex, o anel vascular, a medula externa e a medula interna, esta mais clara,
que se comunica com os olhos. A pele ou pelicula da batata, formada de 5 a 15 camadas
de células, é praticamente impermedvel a liquidos e gases, protegendo o tecido contra o
ataque de pragas e doengas. Quando a colheita € precoce e o tubérculo ainda ndo estéd
maduro, a pele se solta com facilidade, favorecendo a deterioragdo do tubérculo pela
entrada de patégeno e perda de umidade (BORGES et al., 2008).

A comunicacdo entre a parte interna do tubérculo e o exterior da-se pelas
lenticelas, que sdo pequenos sistemas de comunicacdo e estruturas importantes para a
respiragdo. Segundo Lopes (2002), os tubérculos produzidos em solos muito umidos
apresentam a lenticelose, que consiste em lenticelas abertas e de tamanho aumentado,
provocada por uma reacdo dos tecidos para compensar a baixa disponibilidade de
oxigénio. A lenticelose favorece a entrada de microrganismos fitopatogénicos nos
tubérculos.

Outra forma de favorecer a penetracdo de fitopatégenos € através de pequenos
ferimentos na superficie dos tubérculos. Quando isto ocorre, inicia-se logo um processo
de formacdo de uma camada corticosa denominada de suberizacdo que protege o tecido
contra a desidratacdo, sendo este processo chamado de "cura". Em temperaturas mais
elevadas, acima de 25°C, e alta umidade relativa, préxima dos 90% com alto
suprimento de oxigénio, a suberizacdo € mais rdpida; em contrapartida, este fatores
também contribuem para a manifestacido de fitopatogenos. Dessa forma para que seja
evitada a contamina¢do dos tubérculos, em especial os de batata-semente, € preciso que
a cura durante o armazenamento destas ocorra em temperatura abaixo de 15°C com
baixa umidade, ficando abaixo de 90% (LOPES, 2002).

O tubérculo passa por um periodo de dorméncia compreendido entre a colheita e
o inicio de brotagdo. O periodo de dorméncia do tubérculo depende da cultivar, da
maturidade do tubérculo na colheita, das condi¢des climéticas durante o ciclo cultural
da planta, das injdrias no tubérculo e do ambiente de armazenamento. Qualquer fator
que acelere a maturacdo reduz o periodo necessdrio a brotacdo. Quando a dorméncia
termina, a temperatura de armazenamento determina a taxa de crescimento dos brotos.

Tubérculos colocados em condi¢des ambientais favordveis a brotagdo tendem a
desenvolver somente o broto apical, que se torna dominante sobre os demais, somente
ap6s um certo periodo a dominancia apical € quebrada. Ao iniciar a brotagdo, o

tubérculo passa por trés estddios fenolégicos. O primeiro € conhecido como tubérculo
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fisiologicamente jovem, fase de dominancia apical. O segundo, chamado estddio
normal, quando ha crescimento de diversos brotos até a ramificacdo dos mais velhos.
Finalmente, o estddio fenoldgico velho, quando ha aparecimento de pequenos
tubérculos na base dos brotos (FINGER; FONTES, 1999).

As folhas s@o compostas, sendo formadas por um peciolo com foliolo terminal,
por foliolos laterais e, as vezes, por foliolos secundarios e tercidrios. Dependendo da
cultivar, as folhas tém tamanho, pilosidade e tonalidade de verde diferentes (LOPES,
2002).

As flores da batateira apresentam a corola gamopétala com cinco pétalas, em cor
que varia de branca a azulada. S@o distribuidas em inflorescéncia do tipo cimeira. O
androceu e o gineceu amadurecem ao mesmo tempo, facilitando a autofecundagdo, que
ocorre na maioria cultivares. Os frutos sdo biloculares do tipo baga, de cor verde,
normalmente medindo de 2 a 3 cm de didmetro, contendo de 40 a 240 sementes por
fruto (LOPES, 2002).

O sistema radicular da planta é relativamente superficial, com a quase totalidade
das raizes permanecendo a uma profundidade ndo superior a 40 - 50 cm. Entretanto, em
solos argilosos férteis e sem camadas de obstrucdo, podem alcangar até 1,0 m de
profundidade. Quando o plantio é feito com batata-semente, as plantas desenvolvem
raizes adventicias nos nds do caule subterraneo, facilmente visiveis nas brotagdes dos
tubérculos. Quando a semente verdadeira (semente-botanica) é plantada, forma-se uma
raiz pivotante com raizes laterais (BORGES et al., 2008).

Filgueira (2003), em observacdes em solos sob cerrado com as cultivares Bintje
(ciclo precoce), e Aracy (ciclo tardio) descreveram quatro estddios de desenvolvimento
da batateira observados no campo, estadios I, II, Il e IV.

Estddio I - é o mais curto: do plantio da batata-semente brotada até a
emergéncia das hastes, o que ocorre de uma a duas semanas, dependendo da cultivar. A
planta utiliza a reserva de nutrientes soldveis no sulco de plantio, inclusive, pode ter
efeito deletério. A exigéncia de dgua é minima e o excesso prejudicial a cultura em
inicio.

Estddio II — compreende o intervalo entre a emergéncia e o inicio da
tuberizacdo, que se inicia na quarta (precoce) ou na quinta semana (tardia) apds o
plantio. Ao final desse estddio, efetua-se a adubag¢do complementar, em cobertura,
seguida pela amontoa. O desenvolvimento vegetativo se acelera e principia a

acumulacdo de fotossintatos nos tubérculos. A medida que o sistema radicular se
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desenvolve, a planta passa a utilizar os nutrientes do solo. Também aumenta a exigéncia
de 4gua da cultura.

Estadio III — prolonga-se do inicio da tuberizacdo até a planta atingir o0 maximo
desenvolvimento vegetativo. Esse “pico de vegetacdo” ocorre na oitava (precoce) ou na
décima semana (tardia) apds o plantio. Esse estadio caracteriza-se pelo desenvolvimento
acelerado da parte aérea e pela acumulagdo de fotossintatos nos tubérculos, alcancando
a superficie fotossintetizante 0 maximo em extensdo e eficiéncia. Pode ocorrer ou ndo o
florescimento, dependendo das condicdes agrocliméticas, sem interferéncia na producao
de tubérculos. Nesse estidio, ¢ méixima a absor¢do de nutrientes que devem-se
encontrar em forma assimildvel pelo sistema radicular. Também é maxima a exigéncia
de dgua. Os problemas fitossanitdrios iniciam-se, podendo exigir a pulverizagdo com
defensivos.

Estadio IV — é o mais longo: “do pico de vegetacdo” até a senescéncia natural da
planta. Nesta fase, verifica-se substancial incremento em peso nos tubérculos, enquanto
a parte aérea se mantiver ativa, que pode atingir um ganho didrio de até uma tonelada
por hectare. O amarelecimento inicia-se na décima segunda (precoce) ou na décima
quarta semana (tardia) apds o plantio e termina com a planta seca e os tubérculos
maduros. A exigéncia de dgua ainda € elevada, mas vai diminuindo a medida que a
senescéncia se aproxima. Agravam-se os problemas fitossanitdrios, exigindo a
pulverizagao com defensivos.

O ciclo completo — do plantio da batata-semente brotada até a secagem da
planta — varia de 14 a 16 semanas dependendo da cultivar, bem como de outros fatores.

Diversos fatores determinam a duragdo do ciclo da batateira, tais como,
temperatura, fotoperiodo, intensidade luminosa, densidade de plantio, cultivar,
nitrogénio, entre outros que interagem e, dessa forma, influenciam na tuberizacdo

(FONTES, 2005).



2.2 Cultivares: Agata, Atlantic e Asterix

Entre as cultivares mais plantadas no Brasil destacam-se a Agata, Atlantic,
Asterix, Markies e Mondial, representando a maior parcela de toda area plantada de
batata no pais (FERNANDES et al., 2010). Segundo Borges e colaboradores (2008), a
cultivar Agata representa mais de 60% da drea plantada e conseqiientemente mais de
70% da produgao nacional, chegando a produzir mais de 50 toneladas por hectare,
devido a melhor relagcao custo/beneficio da cultivar.

Até que outra variedade possa superd-la quanto as exigéncias do mercado, o
qual valoriza apenas o aspecto externo dos tubérculos exigindo bom formato e pele lisa
e brilhante, ela manterd essa importancia no cendrio agricola.

A cultivar Agata é origindria da Holanda, suas plantas possuem hastes finas e
moderadamente finas, que se espalham de cor verde muito pronunciada; folhas
moderadamente grandes, de silhueta bastante fechada e de cor verde bastante clara;
foliculos grandes a muito grandes e largos com nervuras superficiais; floragao pobre de
inflorescéncias pequenas e flores brancas. Seus tubérculos sdo ovais, apresentam casca
amarela e predominantemente lisa, polpa de cor amarelo-claro e olhos superficiais.
Apresentam broto cilindrico, largo, de cor violeta avermelhado pouco pronunciado e
escassamente piloso; botdo final semi-grande e de cor vermelha pouco pronunciada,
ramificacdes semi-longas a longas, com brotacdo precoce. Com relacdo as doengas, é
considerada suscetivel a Phytophthora das folhas; muito pouco suscetivel ao Potato
virus Y (PVY); imune ao Synchytrium endobioticum (verrugose da batata), bastante
suscetivel a Streptomyces scabies (sarna comum); bem como as podriddes, quando
exploradas sob condi¢des de alta precipitacdo pluviométrica ou em condi¢des
ambientais favoraveis a estes patégenos.

Devido as suas caracteristicas organolépticas, € destinada ao consumo fresco,
bastante consistente e de cor firme quando cozida, considerada impropria para fritura
(BORGES et al., 2008).

A Atlantic tem sido utilizada em grande escala na industria de processamento
para chips (FERNANDES et al., 2010). Tem origem nos EUA, como batata-semente
produzida e comercializada pelo Canadd. Possui plantas vigorosas, com hastes grossas,
eretas, ciclo médio de 95 dias e flores de coloragdo rosa, suas folhas sdo grandes e
verde-claras. Seus tubérculos apresentam formato oval-arredondado, pelicula amarela

ligeiramente rendilhada, olhos medianamente profundos, polpa branca. E suscetivel ao

7



coracdo-oco (falha no interior do tubérculo formando uma cavidade, causada por um
crescimento muito rapido, devido ao desbalanco hidrico ou deficiéncia de potassio),
quando plantada em espacamentos largos, a Phytophthora infestans (requeima), ao
Potato virus Y (PVY) e a Ralstonia solanacearum (murchadeira), sendo pouco
susceptivel a Streptomyces scabies (sarna comum). E moderadamente resistente 2
requeima e muito resistente ao virus X. Resisténcia baixa ou intermedidria as demais
doencas de maior importincia no pafs, como as podriddes. E indicada para inddstria de
processamento como palitos fritos, porém produz palitos curtos por ter tubérculos
arredondados. Especialmente indicada para producgdo de “chips, por apresentar alto teor
de matéria seca e pelo formato do tubérculo. E uma cultivar de rendimento elevado,
mesmo com adubacdes médias, apresentando grande adaptacdo e estabilidade de
producdo nas diferentes regides produtoras, quase sempre com alta porcentagem de
tubérculos graidos. (BORGES et al., 2008).

A cultivar Asterix, também originada da Holanda, é considerada uma variedade
semi-tardia, apresentam rdpida emergéncia, um ndmero médio de hastes e uma
folhagem bem desenvolvida. Caracteristicamente, seus tubérculos sdo grandes com
formato oval-alongado, olhos bastante superficiais e pelicula vermelha, ficando rosada
durante o plantio em épocas quentes, possuem polpa amarela e apresentam alto
rendimento e teor de matéria seca.

Para Borges e outros (2008), a cultivar Asterix é considerada moderadamente
resistente ao virus do enrolamento da folha da batata (PLfIV), transmitido por vérias
espécies de pulgdes, destacando-se o Myzus persicae e Macrosiphum euphorbiae
(SALLES, 2012) e a Streptomyces scabies (sarna comum); apresenta boa resisténcia ao
Potato virus X (PVX); é suscetivel aos Potato virus A (PVA) e Potato virus Y (PVY) e a
Phytophthora das folhas, com boa resisténcia a Phytophthora dos tubérculos, a
Alternaria solani (alternaria), ao Fusarium solani (fusarium) e ao nematdides de cisto
(Globodera pallida e Globodera rostochiensis), comumente chamados nematdides
dourado da batata, e imune ao Synchytrium endobioticum (verrugose da batata —cancro).
Também € bastante resistente ao enegrecimento interno e a danos mecanicos.

Segundo Benelli e colaboradores (2004), a cultivar Asterix mostrou ser menos
sucetivel a podriddao mole; diferenciando significativamente das cultivares Achat,
Monalisa e Baronesa, demonstrando sua resisténcia frente a podriddo incitada por

pectobactérias.



Devido seu alto teor de matéria seca, apresenta caracteristicas muito boas tanto
para o cozimento, quanto para fritas, sendo bastante utilizada industrialmente na
fabricacdo de French Fries (Pré-fritas congeladas), em func¢do do seu formato oval
alongado propiciar um 6timo aproveitamento no corte em palitos. Para que se tenha
uma boa producdo, é recomendada uma irrigacdo regular no periodo e 45 e 60 dias
depois do plantio, sendo entdo aconselhdvel que se faga irrigacdo em periodos de seca,
evitando perdas na produtividade. Uma melhor produtividade nas safras de inverno,
com irrigacao adequada, foi observada no Brasil (BORGES et al., 2008).

No estudo da qualidade nutricional e esverdeamento pos-colheita de batatas,
Evangelista e colaboradores (2011) confirmaram o fato de que as cultivares Agata
apresentam tubérculos com caracteristicas adequadas para o mercado fresco, na
preparacao de massas e uso culindrio, apresentando também menor qualidade
nutricional e protéica, ja a Atlantic indicada para fritura, enquanto Asterix para o

preparo de massas e fritura.

2.2.1 Batata-semente

A batata é uma hortalica de propagacdo vegetativa e, nesse processo de
propagacdo, o material estd sujeito a infec¢des por patdgenos como fungos, bactérias e,
principalmente, virus, os quais a cada ciclo vegetativo s@o transmitidos para a préxima
geracdo, contribuindo para o processo de degenerescéncia da cultura. Assim, é de
grande importancia a utilizacdo de sementes de alta qualidade genética e fitossanitdria
para compor a lavoura. Ha duas formas de obter material propagativo livre de viroses:
pelo cultivo das sementes verdadeiras ou botanicas, visto que as viroses, em sua
maioria, ndo sdo transmitidas pelas sementes; e pela cultura de meristemas (FORTES;
PEREIRA, 2003).

A cultura de meristemas € uma técnica mais comumente utilizada para obten¢dao
e recuperacdo de plantas livres de virus, na qual baseia-se na premissa de que a
distribuicao do patégeno ndo é uniforme na planta infectada e, portanto, o uso destes
tecidos forneceria material livre de patégenos para ser multiplicado sob condicdes
artificiais e controladas (FORTES; PEREIRA, 2003).

A batata-semente no Brasil é regida pelas Normas Gerais de Certificacdo de
Batatas-Semente (BRASIL, 1987), tendo, dentre outros objetivos principais, a

preservacdo da identidade genética, a producdo de material com baixo nivel de infec¢ao
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e infestacdo de virus, bactérias, nematdides e outros agentes patogé€nicos capazes de
reduzir, nas condicdes brasileiras, seu potencial de produgdo e/ou remultiplicacao.

Assim, o cultivo in vitro € essencial para a obten¢ao de plantas sadias livres de
virus. A planta obtida in vitro deve ser multiplicada em condi¢des adequadas, que
previnam reinfec¢des por patdgenos de solo e por aqueles que sdo transmitidos pelos
vetores aéreos (PEREIRA; DANIELS, 2003).

Para Hirano (2003), a batata-semente caracteriza-se como um dos itens que mais
oneram o custo de produgdo da bataticultura, além de ser um insumo limitante na sua
produtividade e qualidade. Na prética, pode-se plantar qualquer tipo de tubérculo de
batata, mas somente com batata-semente de qualidade sdo obtidas alta produtividade e
qualidade de batata-consumo. Sendo a alta qualidade influenciada pelo custo de
producdo, divididos entre fertilizantes, batata-semente, defensivos e custo operacional.

O nivel de tolerancia de patdégenos em batata-semente € determinado pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Anexo Al) para produgio,
importacdo e comercializacdo de batata semente, para pragas nao-quarentendrias
regulamentadas (PNQR), danos e misturas, de acordo com a INSTRUCAO
NORMATIVA N° 12, DE 10 DE JUNHO DE 2005. Onde o grau de incidéncia de cada
uma das pragas ndo-quarentendrias regulamentadas danos e misturas, deve ser calculado
pelo ndmero de tubérculos atacados em relac@o aos tubérculos componentes da amostra
representativa do lote ou partida.

As inspecdes no campo, na colheita e no armazém, proporcionam a boa sanidade
da batata-semente, garantindo niveis tolerdveis de doencas. Estas caracteristicas de
sanidade nos tubérculos sdo encontradas em batata-semente das classes basica,
registrada ou certificada, produzidas por produtores especializados e cadastrados nas

Secretarias de Agricultura dos Estados (FURUMOTO; LOPES, 1997).

2.3 Bactérias pectoliticas em tubérculos de batata

O numero de doencas bacterianas em hortalicas € grande, muitas vezes
limitantes para o desenvolvimento da cultura. Como exemplo, tem-se as bactérias do
género Pectobacterium, responsdveis pelos quadros de podridao mole em tubérculos de

batata (BERIAM, 2007).
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Para a cultura da batata, hd a descricio de quatro grupos de pectobactérias
economicamente importantes causadores de doencgas: Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum (Pcc) e Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (Pca)
(GARDAN et al., 2003), Dickeya chrysanthemi (Dc) (PEROMBELON; KELMAN,
1987; PEROMBELON, 2002; THOT et al, 2003; SAMSON et al.,, 2005) e
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (DUARTE et al., 2004).

Para Elphinstone (1987), as pectobactérias sdo caracterizadas pela produgdo de
enzimas extracelulares em grande quantidade, causando a degradacdo de substancias
pécticas presentes nos tecidos parenquimatosos, levando ao encharcamento, devido a
destruicao da lamela média que une as células, ocasionando assim, a perda de dgua,
resultando na ndo emergéncia da planta. A estes sintomas ¢ chamado de podriddao mole.

Os sintomas desta doenga variam de acordo com as condi¢des do ambiente,
resisténcia ou suscetibilidade do cultivar e parte da planta afetada. Além disso, a
concentracdo de oxigénio e a umidade sdo fatores importantes na intensidade da doenca.
A presenca de oxigé€nio auxilia no desenvolvimento de infec¢des latentes (DE BOER et
al., 1987). Devido a auséncia de especificidade na interacao patégeno-hospedeiro, essas
bactérias podem infectar uma ampla gama de hospedeiros, sendo que uma mesma planta
pode ser infectada por varias espécies ou subespécies deste grupo de bactérias.

A podridao mole dos tubérculos pode ser iniciada nas lenticelas quando em
contato com ferimentos contaminados e em locais umidos (CZAJKOWSK et al., 2011).
A lesdo pode se espalhar por todo o tubérculo e passar para os demais sob
armazenamento. O tecido do tubérculo € macerado formando uma pasta cremosa
consistente de tecido que, na presenga do ar, escurece, desenvolvendo mau cheiro ap6s
invasdo por patégenos secunddrios. Em camaras frias ventiladas inadequadamente, a
podridao propaga adjacentemente aos outros tubérculos como um liquido que se espalha

aos demais, apodrecendo todo um lote armazenado.

2.4 Taxonomia Pectobacteruim spp.

As Pectobactérias sdo pertencentes do Dominio Bactéria; Reino Proteobactéria,
Subdivisdao Gamma; Familia Enterobacteriaceae e Género Pectobacterium (YOUNG et
al., 1992).

As bactérias do gé€nero Erwinia capazes de produzir enzimas pectoliticas

passaram por um processo de reclassificacdo sendo denominadas de Pectobacterium
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carotovorum subsp. carotovorum (E. carotovora subsp. carotovora), P. carotovorum
subsp. atrosepticum (E. carotovora subsp. atroseptica), Dickeya chrysanthemi (P.
chrysanthemi, E. chrysanthemi) (HAUBEN et al., 1998, SAMSON et al. 2005) e a
proposta de uma nova subespécie P. carotovorum subsp. brasiliensis (DUARTE et al.,
2004).

Mais de 60 espécies tém sido nomeadas e muitas outras sugeridas como
sindbnimos de espécies de Erwinia desde 1917, quando foi publicado pela primeira vez o
nome genérico Erwinia por Winslow. Em 1945, Waldee concluiu que Erwinia deveria
restringir-se a E. amylovora a espécies patogénicas causadoras de necrose, e propondo o
género Pectobacterium para E. carotovora a espécies causadoras de doencas
envolvendo podriddao mole. Nesta época, a proposta deste género ndo teve aceitacao
geral, pois sua caracteristica pectolitica ndo foi considerada suficiente para formar um
grupo natural baseado em consideracdes fenotipicas mais gerais (DUARTE, 1999).

A ocorréncia destas pectobactérias restringem-se a regides de clima temperado
para P. carotovorum subsp. atrosepticum; com ampla distribui¢do nas zonas temperada
e tropical, podendo sobreviver em diversos ambientes, incluindo solos, rios e lagos a P.
carotovorum subsp. carotovorum, e encontra-se distribuida em regides tropicais e
subtropicais e em zonas mais quentes das regides temperadas a Dickeya chrysanthemi.
(BENELLI, 2004). Segundo Oliveira (2001), suas temperaturas Ootima de
desenvolvimento sdo: 15 a 20°C, 27 a 30°C e 34 a 37°C para P. carotovorum subsp.
atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum e Dickeya chrysanthemi,
respectivamente.

Considerando andlises de seqiiéncias de rDNA 16S, Hauben et al. (1998)
propuseram varias mudangas nos géneros de Erwinia e Pectobacterium. Estas propostas
foram validadas na Lista de Validacdo n° 68, como: restringir o género Erwinia a
espécies do grupo [; transferir as espécies do grupo III para o novo género Brenneria; e
unificar as espécies do grupo II, renomeando-as da seguinte forma: Erwinia carotovora
(DYE, 1969) para Pectobacterium  carotovorum; Erwinia  chrysanthemi
(BURKHOLDER, 1953) para Pectobacterium chrysanthemi; Erwinia cypripedii para
Pectobacterium cypripedii e Erwinia cacticida para Pectobacterium cacticidum, sendo
essas as responsdveis por causarem uma rapida maceracdo dos tecidos de plantas. Nao
ha registro de ocorréncia no Brasil das duas ultimas, com ambas possuindo distribui¢ao

e hospedeiros restritos (TAKATSU, 1983). Com ampla distribuicio em diferentes
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regides tropicais e temperadas, temos a Pectobacterium carotovorum e Dickeya
chrysanthemi infectando vérias espécies vegetais (DICKEY, 1979; LUMB, et al., 1986).

A D. chrysanthemi foi considerada uma espécie com grande variabilidade nas
caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas, soroldgicas, preferéncias de hospedeiras e
outras, julgada como um grande complexo, com vdérios critérios ou tentativas de
agrupamento das diferentes estirpes que a compunham (TAKATSU, 2007).

Devido a grande heterogeneidade do grupo, Samson e outros (2005) propuseram
a reclassificagdo D. chrysanthemi em funcdo da andlise fiologenética baseada na
seqiiencia de genes da regido 16S do rRNA e andlise comparativa das hibridac¢des
DNA-DNA para Dickeya chrysanthemi. Formando assim um grupo sélido e que diferia
das outras “erwinias pectoliticas”.

As andlises de genes de rRNA de 16S permitem aos membros do género Dikeya
formarem uma chave determinada e a propor¢ao de G-C do género varia de 56,4 a 59,5
em mol % (SAMSON et al., 2005).

O género Dickeya compreende, além das espécies novas, as estirpes que nao se
enquadram em nenhuma das novas espécies descritas ou provenientes de relatos de
novas hospedeiras, as quais ndo puderam ser ainda identificadas ao nivel de espécies
(TAKATSU, 2007).

Uma nova subespécie apresentada como uma variante de P. carotovorum foi
proposta, associada a canela preta e a podridao mole da batata, denominada de P.
carotovorum subsp. brasiliensis (DUARTE et al., 2003). Embora rejeitada quando
apresentada, esta proposta possui hoje niveis de aceitaco, onde foi detectada na Africa
do Sul, causando canela preta e podridio mole em batatas (VAN DER MERWE et al.,
2010). Esta udltima subespécie foi proposta conforme estudos que mostraram que
estirpes brasileiras, isoladas de lavouras do Rio Grande do Sul, inicialmente
identificadas como P. carotovorum subsp. atrosepticum (OLIVEIRA et al., 2003),
apresentaram perfis genéticos, bioquimicos, fisiologicos e soroldgicos diferentes dos
esperados para essa subespécie (DUARTE et al., 2004). Suas caracteristicas, como
formacao de 4cido a partir de a- metil glucosideo e de substancias redutoras de sacarose
que sdo também de P. carotovorum subsp. atrosepticum, mas que diferentemente destas
crescem a 37°C, foram inicialmente incluidas no grupo dos isolados de formas
intermedidrias e nao identificadas, que posteriormente vieram a ser identificadas como

P. carotovorum subsp. brasiliensis (EL TASSA; DUARTE, 2004), provavelmente pela
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falta de ferramentas de deteccdo e escassez de informacdes relacionadas ao clima
tropical (DUARTE et al., 2004; DUARTE; EL TASSA, 2003).

O avanco no estudo taxondmico de bactérias da-se a jun¢do da técnica da PCR
ao sequenciamento, uma vez que os genes 16S e 23S do rRNA sdao amplamente
utilizados como crondmetros moleculares, inferindo na filogenia microbiana no estudo
de diversas bactérias fitopatogénicas, resultando em grande impacto na taxonomia
(GUTELL et al., 1994). Baseado em comparacdes dos genes conservados como o 16S, é
possivel observar pequenas alteragdes e detectar regides do gene supostamente alteradas
durante a evolucdo, enquanto isso os genes de rDNA sdo utilizados como alvos para
deteccao e discriminagdo entre espécies e géneros (LOUWS et al., 1999), baseado em
resultados encontrados na anélise da regidao 16S rDNA que o género Pectobacterium foi
proposto (HAUBEN et al., 1998).

O estudo das bactérias pertencentes ao género Pectobacterium spp. € Dickeya
chrysanthemi sao de suma importancia na producio de batata-semente, uma vez que sao
consideradas os grandes agentes causais da canela preta e podridao mole dos tubérculos

de batata (CZAJKOWSKI, 2011).

2.5 Caracterizacao fisiologica e bioquimica de P. carotovorum subsp. atrosepticum,
P. carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya chrysanthemi e P. carotovorum subsp.
brasiliensis

De acordo com Seo e colaboradores (2004), a identificacdo de isolados de
Pectobacterium € baseada principalmente no estudo de caracteristicas bioquimicas e
fenotipicas. Para Duarte e outros (2003), essa identificacio em nivel de espécies e
subespécies de pectobactérias por meio dos testes bioquimicos e fisioldgicos é baseada
num padrido de reacdo bacteriana a um ndmero relativamente pequeno de testes
diferenciais. As pectobactérias podem ser confirmadas como representantes do género
Pectobacterium em poucos testes: teste oxidacao/fermentacdo positivo (anaerdbias
facultativas), catalase positiva, oxidase negativa e podriddo mole em batata positiva
(PEROMBELON; VAN DER WOLF, 1998). No entanto, hd uma considerdvel variacao
fenotipica relatada dentro de uma espécie, denotando que um isolado pode diferir em
poucas caracteristicas da descricdo padrao de uma espécie, podendo ser um membro
desta, gerando dificuldades e impossibilitando a identificacdo correta destas bactérias

(JABUONSKI et al., 1986; STANGHELLINI; MENELEY, 1975).
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Segundo Takatsu (2007), as coldnias de bactérias pectoliticas possuem as
mesmas caracteristicas bdsicas, embora varidveis; apresentando um crescimento
relativamente rdpido, tornando-se visivel sobre o meio de cultura em um dia de
incubacdo a 25 a 30°C, sdo formadas no periodo de dois dias, possuem colOnias
circulares ou amebdides de bordos irregulares de 2 a 3 mm de didmetro, opacas, de
coloracdo bege-creme clara. As coldnias possuem como caracteristica a formagdo de
uma protuberancia no centro, formando o aspecto de um ovo frito, podendo ser melhor
visualizado na lupa (TAKATSU, 2007).

As Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum sao um grupo em que ha
uma grande diversidade, possibilitando a existéncia de espécies e subespécies dentro
deste grupo tdo heterogéneo. Elas podem ser divididas em mais de 50 sorogrupos,
possuem ampla distribuicdo geografica, presentes em zonas de clima temperado e
tropical e ainda sdo patogenos de diversas culturas (DUARTE, 2003 apud ALIPPI et al.,
1996; MASVELT; CARSTENS, 1999; PEROMBELON, KELMAN, 1980; SMITH,
BARTZ, 1990).

A Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum diferencia-se por nao
crescer a 37°C e produzir dcido e substancias redutoras a partir de alfa-metil glucosideo
e sacarose, respectivamente. Suas estirpes associadas a canela preta sdo restritas a
batata, cultura de clima frio, ainda que algumas estirpes muito semelhantes possam ser
ocasionalmente encontradas em outras culturas. A maioria das estirpes pertence ao
sorogrupo I, mesmo formando um grupo soroldgico heterogéneo; e ainda, sdo mais
sensiveis a altas temperaturas do que P. carotovorum subsp. carotovorum e Dickeya
chrysanthemi (BRADBURY, 1986; PEROMBELON, KELMAN, 1980; DE BOER et
al., 1987; DE BOER, 2002).

Estudos com estirpes brasileiras identificadas como P. carotovorum subsp.
atrosepticum apresentaram perfil genético, bioquimico, fisiolégico e sorolégico
diferente, gerando a proposta de uma nova subspécie: a P. carotovorum subsp.
brasiliensis. Com testes bioquimicos, conseguiu-se separar isolados de P. carotovorum
subsp. atrosepticum, P. carotovorum subsp. betavasculorum e Dickeya chrysanthemi,
no entanto, as diferencas entre P. carotovorum subsp. brasiliensis, P. carotovorum
subsp. carotovorum, P. carotovorum subsp. odoriferum e P. carotovorum subsp.
wasabiae nao ficaram evidentes com estes testes apenas. Estes resultados também

mostram o fato da constante presenca de estirpes com caracteristicas diferentes do resto
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do grupo; denotando ser incontestdvel que tais estirpes nao se tratam de P. carotovorum
subsp. atrosepticum (DUARTE et al., 2003).

Em um levantamento de pectobactérias em diferentes hospedeiros e regides do
Brasil, foi observado um grande nimero de estirpes formando 4cido a partir de a-metil
glicosideo e de substancias redutoras a partir de sacarose, caracteristicas de P.
carotovorum subsp. atrosepticum, mas crescendo a 37 °C, com isso estes isolados foram
incluidos no grupo dos intermedidrios e nao identificados (JABUONSKI et al., 1986).
Isto demonstra que, apesar do grande nimero de dados publicados sobre pectobactérias,
referéncias sobre a ocorréncia de formas intermedidarias, nas condi¢des brasileiras, ainda
sd0 muito escassas. De acordo Duarte e colaboradores (2004), as identifica¢des
anteriormente realizadas nao levaram em conta a grande homogeneidade genética,
bioquimica e fisioldgica destas estirpes, que culminou na proposi¢ao de P. carotovorum
subsp. brasiliensis. No Rio Grande do Sul, a coleta de plantas com sintomas de canela
preta resultou na obtencdo de 408 isolados. Dentre estes, 55, 42 e 1% foram
identificados com base em caracteristicas bioquimicas como P. carotovorum subsp.
atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum e D. chrysanthemi, respectivamente,
e 2% apresentaram caracteristicas que ndo corresponderam ao padrdo bioquimico e
fisiolégico de nenhuma espécie ou subespécie. No entanto, oligonucleotideos
iniciadores especificos para P. carotovorum subsp. atrosepticum (DE BOER; WARD,
1995; FRECHON et al., 1998) amplificaram o DNA da estirpe controle de P.
carotovorum subsp. atrosepticum, mas nao das estirpes identificadas como P.
carotovorum subsp. atrosepticum do estudo de (OLIVEIRA et al., 2003).

Ainda no Rio Grande do Sul, de 223 isolados, 53,4 € 43% foram identificados
como P. carotovorum subsp. brasiliensis e P. carotovorum subsp. carotovorum, e 3,6%
também ndo se enquadravam na classificacdo bioquimica. P. carotovorum subsp.
atrosepticum, a principal responsdvel por causar canela preta, ndo foi detectada (EL
TASSA; DUARTE, 2004), reforcando a hipétese de que outras espécies e/ou
subespécies de pectobactérias podem causar o mesmo sintoma.

Dickeya chrysanthemi esta distribuida em zonas tropicais, subtropicais e
temperadas e pode estar presente no tecido infectado dependendo principalmente da
temperatura (DE BOER, 2002). E importante ressaltar que ela tem se tornado
importante patégeno da cultura da batata, devido expansdo dessa para regides quentes,
sendo relatada também em cebolinha, mandioquinha-salsa, milho e tomateiro

(DUARTE, 2003 apud HENZ, 2001; PEROMBELON, OLIVEIRA, 2001; CHELLEMI
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et al., 1998; ALMEIDA et al., 1997; DODAN et al., 1997; BECK, 1994; FERREIRA-
PINTO et al.,1994; JABUONSKI et al., 1986; KELMAN, 1980; REIFSCHNEIDER;
LOPES, 1980; ROBBS, 1980; DICKEY, 1979). Esta espécie pode ser diferenciada de
P. carotovorum com base na organizacdo dos genes para enzimas pectoliticas e nas
sequéncias de DNA de regides-chaves, tais como genes ribossomais 16S e regides IGS.
Mas € com base na producdo de indol, na atividade da fosfatase e da sensibilidade a
eritromicina que esta pectobactéria tem sido diferenciada das demais com sua
diversidade dentro da espécie relacionada a especificidade hospedeira (DUARTE, 2003
apud SAMSON et al., 2001).

O género Dickeya apresenta células tipo bastonetes Gram negativos, com
dimensdes que variam de 0,5 a 3,0 um e de extremidades arredondadas, ocorrendo
isoladamente ou em pares, podendo também apresentarem-se em cadeias. E valido
destacar ainda que sdo usualmente moéveis por meio de flagelos peritriquios,
aerObias/anaerdbias facultativas que catabolisam a glicose através de processo
fermentativo; reduzem o nitrato a nitrito; sdo pectinoliticas; produzem indol e crescem
a 36°C, catabolisam (-)-arabinose, mio-inositol, (-)-D-malato, malonato, sacarato, e
meso-tartarato e causam podriddes moles e murchas vasculares em uma ampla gama de
plantas hospedeiras (SAMSON et al., 2005; WALDEE, 1945; HAUBEN et al., 1998).
As andlises de genes de rRNA de 16S permitem aos membros do género Dikeya
formarem uma chave determinada e a proporcao de G-C do género varia de 56,4 a 59,5
em mol % (SAMSON et al., 2005).

A identificacdo fenotipica pode ser feita pelos testes: da fosfatase, producdo de
pigmento azul, gema de ovo (lecitinase), crescimento (rdpido) a 37°C, producdo de
indol, sensibilidade a eritromicina, utilizacdo de tartarato ¢ de malonato (TAKATSU,
2007 APUD DYE,1969; DICKEY, 1979; PEROMBELON, KELMAN, 1980). O teste
de fosfatase € considerado o mais consistente, embora qualquer teste que resulte em
positivo € uma indicacdo de que o isolado em estudo pode ser uma Dickeya, € que a
identificacdo segura ao nivel de espécie sé serd possivel por meio de homologia DNA-

DNA com as estirpes padrdes das espécies descritas (TAKATSU, 2007).
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2.6 Caracterizacao molecular de Pectobacterium spp.

Em virtude da variacdo genética dentro das pectobactérias, a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) surge como ferramenta biotecnoldgica baseada na especificidade
do desenvolvimento de oligonucleotideos, iniciadores especificos produzidos a partir de
uma seqiiéncia alvo de DNA, conhecidos e geralmente relacionados a genes de
patogenicidade, dando maior precisao nos resultados dos testes (VIVIAN, 1992).

A reacdo da PCR consiste em etapas ciclicas de desnaturagao da fita de DNA,
anelamento dos oligonucleotideos, extensdo da fita de DNA mediante acdo da enzima
DNA polimerase (VIVIAN 1992, apud DUNCAN; TORRANCE, 1992; LOUWS et al.,
1999). Esta técnica tem sido utilizada ndo sé para deteccdo especifica de P.
carotovorum subsp. atrosepticum e Dickeya chrysanthemi. As sequéncias-alvo para a
identificacdo de Pectobacterium spp. sdo genes codificadores de pectato liases,
metaloproteases ou sequéncias aleatérias de DNA, obtidas a partir de RFLP
(BERTHEAU et al., 1998; DE BOER, WARD, 1995; SMID et al., 1995); mas também
para diferenciagdo das demais pectobactérias, como € o caso dos oligonucleotideos
iniciadores (5°-3’) ECAlf (CGGCATCATAAAAACACG) / ECA2r (GCACACTT
CATCCAGCGA) (DE BOER; WARD, 1995) que produzem um fragmento de 690 pb,
especifico para P. carotovorum subsp. atrosepticum; 1491f (GAAGTCGTAACA
AGGTA) / L1IRA (CAAGGCATCCACCGT) / L1IRG (CAGGGCATCCACCGT) da
regido espacadora intergénica (IGS), diferenciando P. carotovorum subsp. carotovorum
(fragmentos de = 510 pb e = 550 pb) de Dickeya chrysanthemi (um fragmento adicional
de 480 pb) (FESSEHAIE et al, 2002), e o EXPCCR (GCCGTAATTGCC
TACCTGCTTAAG) / EXPCCF (CGC CATCATAAAAACAGC) (KANG et al., 2003)
que gera um fragmento de 550pb e identifica P. carotovorum subsp. carotovorum ou P.
Carotovorum subsp. wansii e exclui P. carotovorum subsp. atrosepticum, P.
carotovorum subsp. betavascolum, P. carotovorum subsp. odoriferum e o Brlf
(GCGTGCCGGGTTTATGACCT) /L1RA/LIRG que produzem um fragmento de 322
pb e diferencia P. carotovorum subsp. brasiliensis e algumas estirpes de P. carotovorum
subsp. carotovorum das demais pectobactérias (DUARTE et al., 2004).

Para a subespécie P. carotovorum subsp. Brasiliensis, foi proposto o
oligonucleotideo iniciador denominado BRI1f, oriundo da regido IGS, e baseado na

enzima de restricdo SexAl, a qual corta este regido apenas desta subespécie, e usado
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como o oligonucleotideo L1r para detectar estirpes desta subespécie por meio da PCR
(DUARTE et al., 2003).

Os polimorfismos nas regides intergénicas, 16S-23S rDNA (IGS) também
podem ser usados para diferenciar bactérias bastante interligadas, devido ao fato desta
regido ndo codificar para genes essenciais, havendo entdo uma pressdo evolutiva
diferente das outras regides, apresentando-se em geral polimoérfica (CHUN et al., 1999;
FESSEHAIE et al., 2002; GRAHAM et al., 1997; LUZ et al., 1998).

A andlise de polimorfismos de fragmentos amplificados aleatoriamente (RAPD)
também distinguiu P. carotovorum de Pseudomonas spp. pectoliticas, bem como as
subespécies P. carotovorum subsp. atrosepticum e P. carotovorum subsp. carotovorum
(PARENT et al., 1996). A producdo de um “DNA array”(conjunto de sondas de DNA)
contendo mais oligonucleotideos especificos para as diferentes pectobactérias podera
facilitar o processo de identificagdo, que € um dos principais entraves no estudo deste
grupo de bactérias (DUARTE et al., 2003).

Este “array” pode se diferenciar em macroarray, microarray e biochips, de
acordo com a quantidade de fragmentos de DNA (sondas) que sdo adicionados ao
suporte solido (reverse dot-blot), podendo ser membrana de ndilon ou nitrocelulose
(macroaaranjos), ou lamina de vidro para microarranjos ou biochips. Cada ponto no
arranjo é composto de muitas sondas idénticas complementares a um gene de interesse.
Durante a hibridizagao, um DNA alvo marcado encontra uma seqiiéncia complementar,
se anela e forma um DNA de fita dupla (CALL, 2001).

Esta tecnologia possibilita a adicdo do aspecto multiplex, onde um grande
nimero de oligonucleotideos integrados a uma pequena area na superficie de um chip
facilita e torna mais rdpida a deteccao simultinea de muitas seqiiéncias de genes
(PALMA, 2006 apud LIEVENS; THOMMA, 2005; LEVESQUE, 2001;; KURATA;
SUYAMA, 1999).

A homologia de DNA com a mesma subespécie e as demais espécies e
subespécies indicou 95-100% de similaridade entre P. carotovorum subsp. brasiliensis,
80% com P. carotovorum subsp. carotovorum, 72% com P. carotovorum subsp.
odoriferum, 45% com P. carotovorum subsp. atrosepticum € 18% com P. carotovorum
subsp. wasabie e Dickeya chrysanthemi . Estas informacdes sugerem que as estirpes
brasileiras formam uma nova subespécie com alto grau de viruléncia e capacidade de

disseminagao para outras dreas geograficas (RIBAS, 2007).

19



2.7 Atribuicoes e uso de Percloreto de Ferro

O percloreto de ferro, cuja férmula € FeCl;.6 H,O, € um reagente quimico que
atua como coagulante, floculante para esgoto e residuo industrial, catalisador, pigmento,
agente para gravagdo e impressio, adubo, agente oxidante e corrosivo. Ele se hidrolisa
progressivamente formando, ao final, complexos oxi - hidratados poliméricos, e
apresenta-se como uma solucdo aquosa de cardter 4cido na cor castanho escuro
(NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 2011; SPUMOL QUIMICA, 2011), sendo
assim, permite a reacdo em 4gua e oxigénio do ambiente liberando moléculas de
oxigénio e cloro; por essas caracteristicas denota semelhanga aos efeitos do perclorato
(Informacao Verbal)z.

Ja o uso de perclorato ¢ comum nos EUA a mais de 100 anos, principalmente na
industria bélica e outras. E um produto que além de trazer sérios problemas ambientais
afeta também a saide do homem, fazendo com que acumule iodo na glandula tire6ide
resultando em doengas como hipertireoidismo ou mesmo agravando a doenga ja
existente (LOGAN, 1998).

O perclorato € considerado um composto que possui uma estabilidade quimica
unica sob condi¢Oes ambientais e alta solubilidade. Devido a isso, a redu¢do microbiana
de perclorato foi identificada como um método vidvel para remediacdo de ambientes
contaminados. No entanto, pouco se sabia sobre a diversidade e ubiqiiidade de
microorganismos que podem crescer pela dissimilacdo de clorato ou “respiragdao do
perclorato” (URBANSKY, 1998). Esse metabolismo foi associado a organismos que
utilizam nitrato na respiracao, e o clorato foi considerado um substrato coincidente para
a nitrato redutase (CHAUDHURI, 2002 apud DE GROOT; STOUTHAMER, 1969;
HACKENTHAL, 1965; HACKENTHAL et al., 1964). Entretanto, este fato ndo explica
a presenga de enzimas especializadas, tais como a redutase clorato “C”, purificadas de
Proteus mirabilis as quais podem somente usar clorato como substrato.

Segundo Coates e colaboradores (1999), existem organismos capazes de
reduzirem metabolicamente o perclorato, desmembrando em moléculas de cloro e
oxigénio. Os autores, trabalhando com alguns isolados dentre eles os Dechlorosoma
suillum e Dechloromonas agitata, mostraram que eles sdo semelhantes de forma geral,

como por exemplo, na massa molecular, sugerindo uma atividade especifica em que um

* Informacdo fornecida pela Associacio Brasileira da Batata (ABBA) em 2009.
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unico gene, que codifica para esta enzima redutora de perclorato, pode estar conservado
nesses organismos que reduzem perclorato e que sua reducdo pode ser o resultado de
um evento de transferéncia horizontal do gene.

Sob condig¢des anaerdbicas, é possivel que ocorra a redugdo de fons de cloro do
perclorato por microorganismos envolvidos neste tipo de metabolismo respiratério
(LOGAN, 1998).

Os microrganismos especializados podem crescer durante a reducdo anaerdbica
de cloreto ou perclorato e reduzir completamente estes compostos a cloro
(CHAUDHURI, 2002 apud ACHENBACH, et al., 2001; ). Segundo os autores Coates
e colaboradores (1999) Michaelidou e outros (2000) e Wallace e outros (1996), estes
organismos sdo filogeneticamente diferentes, com representantes nas sub-classes a-, -,
Y-, € [1 do Proteobacteria, com maioria presente na sub-classe 3, sendo membros do
género Dechloromonas ou Dechlorosoma (ACHENBACH et al., 2001; LOGAN et al.,
2001; WU et al., 2001; MICHAELIDOU et al., 2000; BRUCE et al., 1999; COATES et
al., 1999; RIKKEN et al., 1996; WALLACE et al., 1996; MALMQVIST et al., 1994;
STEPANYUK et al., 1992; ROMANENKO et al., 1976).

A caracterizacdo fenotipica tem demonstrado que a bactéria Dechloromonas
agitata, conhecida como redutora de perclorato, possui grande capacidade metabdlica,
incluindo a oxidacao de hidrogénio, dcidos organicos e alcodis simples, hidrocarbonetos
arométicos, hexoses, reducdo de substancias humicas, ferro solivel e insolivel e
sulfetos de hidrogénio. Sdo conhecidas como anaerdbicas facultativas ou
microaerofilicas, e algumas, mas ndo todas, usam nitratos na respiracdo
alternativamente, reforcando a idéia de que a redugdo do perclorato nao estd relacionada
com a redugdo do nitrato. A enzima cloreto desmutase estava presente na membrana
externa de todas as bactérias redutoras de perclorato, e somente expressou quando os
organismos foram cultivados anaerobicamente na presenca do perclorato ou do clorato
(CHAUDHURI et al., 2002).

Estudos para tratamentos de solos e dguas subterrdneas contaminados, com a
aplicacdo de amido em combina¢do com bactérias amidoliticas e casca de batata
(OKEKE; FRANKENBERGER JR, 2005), foram efetivos na remocdo do perclorato
(ClO4) da 4gua, indicando ser um 6timo meio de diminuir a contaminagdo dos solos e
dguas subterraneas, pois além de econdmica, quando comparada aos outros meios de

tratamento de tecnologia fisico-quimicos, € também mais rapida.
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2.8 Transporte e armazenamento de batatas

A batata ¢ um alimento nobre e muito apreciado pelo consumidor brasileiro. A
manutencdo da qualidade e da boa imagem do produto junto ao publico deve ser uma
preocupacdo constante de todos os envolvidos no sistema produtivo, para que a batata
continue sendo parte da alimentacdo didria do brasileiro (HENZ; BRUNE, 2004).

A batata normalmente é comercializada apds ser lavada, sendo empacotada em
malhas com 1 ou 2 kg, eventualmente com 5 kg, ou entdo a granel, onde o proprio
consumidor inspeciona e seleciona os tubérculos (ALVES, 2011).

Eventualmente, em algumas regides especificas, a batata é apresentada ao
consumidor apenas escovada. A decisdo de lavar ou ndo a batata depende de vérios
fatores, tais como a cultivar, o tipo de solo em que foi cultivada, condi¢ao climatica na
colheita, aparéncia do tubérculo, mercado de destino e hdbito do consumidor. A
principal vantagem da lavagem € a melhora da aparéncia do tubérculo, evidenciando as
qualidades do produto (ALVES, 2011). Entre as desvantagens, pode-se considerar a
elevacdo dos custos e conseqiientemente do preco final ao consumidor. Além disso,
acelera a deterioracdo dos tubérculos, causada por patégenos pds-colheita, e aumenta a
suscetibilidade ao esverdeamento.

Outro ponto a ser considerado é a qualidade da 4dgua usada no processo de
lavacdo, que deve ser tratada ou proveniente de pogo artesiano, evitando-se a dgua de
rios e acudes que podem estar contaminadas. A lavagem dos tubérculos, apesar de ser
pratica predominante, é questiondvel, pois pode acentuar os seus defeitos e ainda tornd-
los mais suscetiveis a deterioragdo, além de aumentar a porcentagem de descarte
(FERREIRA; NETO, 2007 apud FINGER; FONTES, 1999, HENZ; BRUNE, 2004). As
perdas pds-colheita para a batata ndo lavada pode ser em torno de 10,3% e 93% para a
batata lavada, constatando, portanto, que o processo de lavagem aumenta a incidéncia
de deterioracdo (FERREIRA; NETTO, 2007).

No processo de pds-colheita, a batata € transportada em caminhdes, usualmente
acondicionada em sacos de 50 kg. Apesar de ser considerado um produto bastante
resistente a injdrias mecanicas, deve-se evitar o0 manuseio excessivo dos sacos e pilhas
muito altas, para ndo causar danos aos tubérculos. Outro cuidado que deve ser tomado
nesta etapa € a nao exposicao direta ao sol. A exposi¢do pode causar esverdeamento e
murchamento do tubérculo pela perda de d4gua. Quando possivel, o transporte a longas

distancias deve ser feito em caminhdes com lona térmica, organizando-se a carga de
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modo a permitir uma melhor aeracdo entre os sacos, evitando-se assim que aqueles
localizados na parte inferior da carroceria fiquem excessivamente imidos e quentes
(ALVES, 2011). Na prética, porém, o que se tem observado para a batata-consumo ¢é
que o acondicionamento nestas sacas tem causado enormes prejuizos, pelas
deterioragdes iniciadas nos tubérculos esfolados e batidos dentro desta embalagem
pesada, que ndo oferece adequada protecdo ao produto e ainda penosamente
movimentada nos processos manuais de carga e descarga (CALBO, 2011).

Durante o transporte, as perdas variam de acordo com as estacdes do ano, sendo
mais intensas em épocas chuvosas. Além disso, o mau estado de conservacdo das
estradas brasileiras, associado as altas temperaturas que ocorrem no Brasil aceleram a
deterioracdo, de forma que as perdas de produtos pereciveis, como hortalicas, podem
alcancar 30% (CAIXETA FILHO, 1999). Nao sendo possivel o uso de veiculos
refrigerados, as cargas devem ser protegidas com lonas limpas e de cores claras,
garantindo a circulagcdo de ar, para evitar o abafamento e calor excessivo (ARRUDA,
2004).

No Brasil, diferentemente de outros paises produtores de batatas, o plantio e a
colheita ocorrem praticamente durante todo o ano e em distintas regides. Por
consequéncia, sua oferta é continua, nao havendo necessidade de armazenamento
prolongado do produto como acontece em outros paises, como por exemplo, na Franga.
Por isso, a batata para consumo é geralmente comercializada em um prazo de até quinze
dias apds a colheita. Embora as batatas sejam destinadas rapidamente ao mercado
consumidor ou a industria, podem existir algumas situacdes em que o armazenamento
refrigerado possa ser ttil, sendo recomendado manté-las sob temperatura de 0°C e 80°C
a 90% de umidade relativa do ar, com ventilagdo adequada. Temperaturas abaixo de 0
°C nao sao recomendadas, pois podem ocasionar acimulo de sacarose e acucares
redutores, o que € indesejdvel deixando a batata escura quando preparada na forma de
fritas ou “chips”. No caso de ndo dispor-se de camaras frigorificas, os tubérculos podem
ser armazenados em locais frescos e bem ventilados, preferencialmente escuros e sem
incidéncia de luz direta, tais como pordes e galpdes, que permitam manter a temperatura
relativamente constante (ALVES, 2011).

O armazenamento de cada produto deve ser feito segundo suas exigéncias e
tolerancias de temperatura, umidade relativa e circulagdo de ar, nos armazéns ou
camaras frigorificas (MARTINS; FARIA, 2002). Em muitos casos, é aconselhdvel a

realizacdo de um pré resfriamento antes da armazenagem. Dessa forma, é removido

23



rapidamente o calor dos produtos pereciveis, ficando a temperatura proxima daquela
que serd utilizada durante o periodo de armazenamento ou transporte. Ressalte-se que
para que a manutencao da qualidade dos produtos, ao longo de toda a pds-colheita, até o
consumidor final, seja mantida, é necessario o uso de ar refrigerado continuo.

A falta de cuidado na hora da colheita, no uso de mdiquinas e equipamentos
desregulados, bem como transporte e armazenamentos inadequados sdo apontados
como as causas de perdas altamente significativas em todas as cadeias produtivas. As
perdas quantitativas incluem, entre outras, principalmente os danos mecanicos,
ocasionados freqlientemente em operagdes de pré-colheita, colheita e de manuseio, tais
como classificacdo, embalagem e transporte. Normalmente, sdo portas de entradas para
invasdes e crescimento de patogenos, perda de peso, sabor, firmeza e mudanca de
coloragao (CRISOSTO et al., 1997). As injurias mecanicas (batidas, quedas, cortes,
esmagamentos, abrasdes e rachaduras) tém sido identificadas como as principais perdas
na qualidade pds-colheita. Os danos fisicos sdo a principal causa de perdas no varejo,
sendo que as doengas patogénicas fisiopatias (distirbios fisioldgicos) geralmente
ocorrem devido a fatores pré e pds-colheita e sdo devidas, principalmente, ao estado de
maturidade do produto, condi¢des de armazenamento como temperatura e umidade
relativa do ar (MARTINS; FARIAS, 2002).

Para o controle de doencas durante estocagem, Olivier e colaboradores
(1998,1999) e Hervieux e outros (2002) propuseram como alternativa a aplicacdo de
sais organicos e inorganicos na manutencdo de tubérculos de batata estocados,
reduzindo o desenvolvimento da sarna prateada, por exemplo. Yaganza e colaboradores
(2004), com o mesmo propdsito também obtiveram eficiéncia no controle de doengas

nos tubérculos estocados.
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CAPITULO 2

RESUMO

Concentracao de percloreto de ferro e escala de notas para indicaciao de
Pectobacterium spp. em tubérculos de batata

O percloreto de ferro, devido suas propriedades quimicas e sua coloracdo marrom bem
caracteristica, poderd permitir seu uso como indicador de bactérias em tubérculos de
batata. Assim, o objetivo deste experimento foi determinar a concentracao de percloreto
de ferro, o tempo de imersdo dos tubérculos de batata na solugdo e o tempo apds
imersdo, para avaliacdo do surgimento de manchas para a detectacdo de Pectobacterium
spp. € também o desenvolvimento de uma escala de notas para avaliacdo da presenca da
bactéria. O experimento foi realizado no Laboratério de Fitotecnia da Universidade
Federal de Uberlandia, MG no periodo de mar¢o a abril de 2009. Tubérculos de batata
foram imersos por 10, 20 e 30 minutos na solu¢do de percloreto de ferro a 0,0; 8,4; 21,0
e 42,0% e avaliados apds 10, 20 e 30 minutos em temperatura ambiente, e a testemunha,
a qual os tubérculos ndo foram imersos. As avaliacdes foram feitas usando notas, onde:
A= auséncia de sinais; B= presenca de sinais leves e C= presenca de sinais nitidos.
Foram feitas médias das observacdes visuais de quatro repeticdes na ocorréncia de
manchas escuras nos tubérculos de batata, por trés avaliadores. Para determinacdo da
escala de notas, foram utilizadas as mesmas concentra¢des do produto, e avaliadas apds
10 e 20 minutos de imersdao, com trés repeticdes por tratamento. A avaliacdo foi
estabelecida de acordo a escala de notas: nota 0 = sem pinta escura; 1 = poucas pintas
escuras (1-25% lesdes com 1 mm de didmetro); 2 = pintas escuras médias (26-50%
lesdes com 2 mm de didmetro); 3 = pontos escuros entre as lenticelas (51-75% lesdes de
3 a 5 mm de didmetro) e 4 = pontos escuros entre as lenticelas (76-100% lesodes de 4 a
10 mm de diametro). Foi utilizado o teste de estimativa de proporcdes na busca do
melhor tempo de avaliagdo para aplicar as notas. A concentragdo de percloreto a 21%,
com 10 minutos de imersao e 20 minutos ap6s no ambiente, foi a mais indicada para
avaliagdo através da escala de notas no surgimento das manchas nos tubérculos de
batata.

Palavras-chave: podriddao mole, cv. Agata, Solanum Tuberosum
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ABSTRACT

Iron perchlorate concentration and rating scale for the indication of
Pectobacterium spp. in potato tubers

Due to its chemical properties, iron perchlorate presents a characteristic brown color,
thus allowing its use as a bacteria indicator in potato tubers. Therefore, this study
determined the concentration of iron perchlorate, the immersion time of potato tubers in
the solution and the time after immersion for the evaluation of the appearance of spots
for the detection of Pectobacterium spp. and also the development of a rating scale to
evaluate the presence of bacteria. The experiment was done in the Laboratério de
Fitotecnia at the Universidade Federal de Uberlandia, MG, from March to April 2009.
Averages of visual observations were made of the occurrence of dark spots in four
repetitions by three evaluators, applying ‘“ratings” after each immersion time and
exposition to the environment, qualifying the samples from the treatments: 0; 8,4; 21 or
42% iron perchlorate, immersed for 10, 20 or 30 minutes in the solutions and evaluated
after 10, 20 and 30 minutes at the environment. The evaluation criteria were:
symptomless (A), presence of slight symptoms (B), and presence of clear symptoms
(C). The determination of the ratings was done using the same treatments as the product
concentration, and evaluated after immersion for 10 or 20 minutes, with three
repetitions per treatments. The evaluation was done according to a rating scale: rating 0
= with no dark spots; 1 = few dark spots (1-25% lesions of 1 mm diameter); 2 = median
dark spots (26-50% lesions of 2 mm diameter); 3 = dark spots among the lenticels (51-
75% lesions of 3 to 5 mm diameter); and 4 = dark spots among the lenticels (76-100%
lesions of 4 to 10 mm diameter). The test of proportion estimation was used for the
determination of the best evaluation time to apply the ratings. The best treatment in the
determination of the iron perchlorate concentration was 21%, immersed for 10 minutes,
and remaining on the environment for 20 minutes to apply the ratings for spot
appearance in the tubers of potatos.

Keywords: soft rot, cv. Agata, Solanum Tuberosum
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1 INTRODUCAO

O percloreto de ferro, devido suas propriedades quimicas, com capacidade para
corrosao de placas metdlicas de circuitos elétricos, além de floculante no tratamento de
agua e esgoto, apresenta uma coloragdo marrom bem caracteristica, permitindo seu uso
como um indicador, uma vez que ele pode apresentar reacdo de oxidacdo em contato
com oxigénio do ar e da d4gua. Também ¢ utilizado na Franca na detec¢do de injurias
mecanicas para tubérculos armazenados em longo prazo, devido ao inverno rigoroso,
disponibilizando-os ao mercado na medida do necessario (informacdo verbal)’.

O produto também € considerado um problema ambiental, em especial nos EUA,
pois é um contaminante de solos, encontrado no ambiente introduzido por meio da acao
antrdpica, incluindo seus compostos em grandes quantidades na forma de desinfetantes,
agentes clareadores e herbicidas, trazendo sérios problemas de saide ao homem
(OKEKE, 2005).

Até o momento, ndo ha relatos na literatura do uso de percloreto de ferro como
indicador na detec¢do de bactérias em tubérculos de batatas, e nem para produtos
quimicos que realizam efeito semelhante. Desta forma, o que se encontra relativo a
escalas de notas sdo critérios basicamente sensoriais, como a escala de notas
desenvolvida por Peryam e Giradort (1952), denominada de escala heddnica. Esta
escala tem finalidade de aplicar notas que vdo de 1 a 9, com relacdo principalmente a
aparéncia dos produtos e o gosto (sabor), e as escalas de notas que podem ser
aritméticas ou logaritmicas, como um método dos fitopatologistas quantificarem a
intensidade e principalmente a severidade de doengas nas plantas. Como o proprio nome
sugere, utilizam-se escalas contendo notas equivalentes a classes de severidade de
doencas (MAFFIA et al., 2007).

Trabalhos como os de Azzolini e colaboradores (2004), avaliando a influéncia
dos estddios de maturacdo na qualidade poés-colheita de goiabas ‘Pedro Sato’,
verificaram que os frutos colhidos nos estadios 2 (cor da casca verde-clara) e 3 (cor da
casca verde-amarela) de maturacdo ndo diferiram quanto as caracteristicas fisico-
quimicas, ao final do periodo comercializdvel, porém apresentaram diferencas
significativas quanto as caracteristicas sensoriais. Utilizando a mesma escala de notas

estabelecida por Peryam e Giradort (1952), Pataro e Silveira Junior (2004)

? Informagio fornecida pela Associagio Brasileira da Batata (ABBA) em 2009.
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desenvolveram uma metodologia que possibilitasse calcular o parametro degree-time
(DT), determinando sua relacdio com a vida de prateleira da rdcula, utilizaram
provadores ndo-treinados que atribuiram notas de 1 a 9 para aparéncia geral, indicando
a possibilidade de compra com 5 opg¢des, determinando que a perda de qualidade do
produto para a venda ocorria no momento em que a média das notas de aparéncia geral
fosse inferior a 5, ou a maioria dos provadores declarasse que, possivelmente, ou,
certamente, ndo compraria o produto. Assim, eles concluiram que a semelhanga entre os
dois métodos analisados € refletida na mesma vida de prateleira e iguais para ensaios
com o mesmo tempo de espera para o resfriamento e temperatura de estocagem. Estes
trabalhos comprovam o uso dessas notas em produtos no poés-colheita no processo da
cadeia produtiva.

Existem autores que estipulam suas proprias escalas de notas na avaliacdo de
seus produtos, talvez pela falta de escalas de notas apropriadas aos seus estudos. Sendo
assim, os autores Durigan e outros (2005) criaram um sistema de notas para avaliarem
os efeitos de diferentes injirias mecanicas na qualidade de limas &cidas ‘Tahiti’,
testando trés tipos de lesdes: impacto, compressdo e corte, a cada 3 dias, quando se
determinou a aparéncia, mediante a atribui¢do de notas (4 = 6timo; 3 = bom; 2 = regular
ou sem condi¢des de comercializacdo; 1 = ruim ou impréprio para 0 consumo) as
mudancas na massa fresca dos frutos, a colorac@o e andlises quimicas. Os resultados
mostraram que a aparéncia dos frutos, aos 9 dias de armazenamento, ficou
comprometida.

Dessa forma, o objetivo deste experimento foi determinar a concentragdo de
percloreto de ferro, o tempo de imersdo dos tubérculos na solu¢do necessario para
manifestacdo de sintomas — “manchas escuras” — possivel indicadora de apodrecimento
de tubérculos de batata, e a determinacdo de uma escala de notas para avaliagdo dos

tubérculos com sinais de Pectobacterium spp.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Concentracao de percloreto de ferro para indicacio de Pectobacterium spp. em
tubérculos de batata

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitotecnia da Universidade
Federal de Uberlandia, no periodo de marco a abril de 2009. Foram utilizados
tubérculos de batata cv. Agata, classificacio especial, provenientes de Araxd e
Patrocinio, MG.

Os tubérculos de batata foram colocados em redes de nylon e imersos em
solucdes de percloreto de ferro a 0,0; 8,4; 21,0 e 42,0%, por 10, 20 e 30 minutos. Em
seguida, retirados e deixados secar a temperatura ambiente, por 10, 20 e 30 minutos. A
testemunha foi representada por uma amostra de batatas secas (ndo foi imersa na
solucdo). As solugdes foram preparadas em baldes de plastico com capacidade para 5
litros.

O ensaio constou de quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta de 6
tubérculos.

A avaliagdo foi feita por trés avaliadores, pela observacdo da presenca de
manchas escuras nos tubérculos, possivel indicadora de injurias, usando uma escala de
notas, onde: A = auséncia de sinais; B = presenca de sinais leve e C = presenca de sinais

nitido.

2.2 Determinacio da escala de notas para indicacio de Pecfobacterium spp. em
tubérculos de batata

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitotecnia da Universidade
Federal de Uberlandia, nos meses de marco a abril de 2009. Foi utilizado um (01) saco
de batata de 50 kg da variedade Agata, da regido de Santa Juliana — MG, classificacio
primeirinha.

A realizacdo deste experimento procedeu-se da mesma forma como no item 2.1,
embora secaram a temperatura ambiente por apenas 10 e 20 minutos e cada repeti¢ao foi
composta de 10 tubérculos. Os critérios das notas foram baseados na quantidade e tipo
de lesao/mancha escura formado apds cada tempo de imersdo e, posteriormente, de

contato com o ambiente. Como o percloreto de ferro é um produto oxidativo, quando
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ele entra em contato com oxigénio, tende a corroer e escurecer as superficies que toca,
formando manchas marrom escuras no decorrer do tempo.

A avaliacdo foi feita, por trés avaliadores, pela observacao da presenca de
manchas escuras nos tubérculos, usando uma escala de notas, onde: nota 0 = sem
mancha escura; 1 = poucas manchas escuras (1-25% lesdes com 1 mm de didmetro); 2 =
manchas escuras médias (26-50% lesdes com 2 mm de didmetro); 3 = manchas escuras
entre as lenticelas (51-75% lesdes de 3 a 5 mm de didmetro) e 4 = manchas escuras

entre as lenticelas (76-100% lesdes de 4 a 10 mm de didmetro) (Anexo A2).

2.2.1 Delineamento experimental

Para estimar a proporcdo de notas provenientes de dois tempos de leitura (10 e
20 minutos), utilizou-se um intervalo de confianca exato para o estimador de mdxima
verossimilhanga de “p”. Neste, utiliza-se a distribuicio F (LEEMIS; TRIVEDI, 1996).

O intervalo de confianga (/C) para propor¢ao (p) populacional é apresentado a seguir:

1 1
IC(p),_, :[LI;LS]: ;
14 =Y +1 N n—y ,
YF e OFDF a
i 2y;2(n=y+;—= 20y+152(n=y)i |
(1

em que, LI = o limite inferior e LS o limite superior do intervalo de confianga estimado,
1 - a = o nivel de confianca da férmula 1, sendo que foi fixado em 95%, o = o nivel de
significancia, F refere-se a probabilidade o/2 e [-a/2 da cauda superior direita da
distribuicao de F; n = o tamanho da amostra, y o nimero de sucessos (y =1, 2, ..., n-1),
ou seja, o nimero de notas observadas em cada tempo de imersao e leitura, 2y, 2(n —y +
1), 2(y + 1) e 2(n - y) = os graus de liberdade das distribui¢cdes de F. O intervalo de
confianca foi calculado para cada tempo de imersdo (10 e 20 minutos) e nos dois

tempos de avaliacdo apds imersdo: 10 e 20 minutos.
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De acordo com Leemis e Trivedi (1996), nos casos especiais em que y=0 e
y =n, deve-se proceder da seguinte forma:
Sey=0, 0 LIdo IC é tomado como 0 e o LS é obtido como anteriormente.

Sey=n,o LS doICétomado como 1 e o LI é obtido como anteriormente.

2.2.2 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Levene (Homegeneidade) e
Shapiro Wilk (Normalidade) no estudo da variabilidade dos dados, utilizando o
programa estatistico SPSS (NIE, 1975). Apo6s esta andlise, os dados foram submetidos a
Teoria da Estimacdo, para um Intervalo de Confianga (IC), exato para Proporcdo (P),
utilizando a distribui¢do de F, verificando a existéncia de diferencas entre, os tempos de
imersdo e secagem por meio da sobreposicdo ou ndo dos intervalos de confianga,
utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008). Sendo assim, a
interpretacdo do teste segue da seguinte forma: havendo sobreposicao de um intervalo
inteiro, ou apenas parte dele, ocorre interacao significativa; ndo havendo sobreposicao

de intervalos, ndo existe interacdo entre os fatores estudados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracao de percloreto de ferro para indicacio de Pectobacterium spp. em
tubérculos de batata

Baseado nas observacdes, foi verificado que o melhor tempo de avaliacdo
ocorreu com 20 minutos de secagem dos tubérculos na solugdo de percloreto de ferro,
sendo este o escolhido para avaliar o surgimento de sinais (Tabela 1).

A concentracdo percloreto de ferro a 21% com tubérculos imersos por 10 e 20
minutos, apés 20 minutos de secagem, apresentou bons resultados quanto a observacao
de sinais nitidos na indica¢do de danos, uma vez que o percloreto de ferro em solugdo
aquosa € capaz de reagir com o oxigénio do ambiente, liberando moléculas de oxigénio
e cloro e promovendo o escurecimento nas dreas lesionadas.

O mesmo parece ocorrer nos testes realizados na Franga, como meio de indicar
a presenca ou nio de danos mecénicos em lotes de batatas. Por isso, por questdes de
viabilidade e economia de tempo para a execugdo do teste nas lavadoras, seria mais

adequada a imersao dos tubérculos por apenas 10 minutos (Tabela 1).

TABELA 1. Tempo de imersdo de tubérculos de batata cv. Agata, em diferentes
concentragdes de percloreto de ferro, com 20 minutos de avaliacdo.
Uberlandia-MG, 2009.

Tratamentos Tempo de imersao (minutos)

Testemunha-seca
Percloreto de ferro 0,0 %
Percloreto de ferro 8,4%
Percloreto de ferro 21,0%
Percloreto de ferro 42,0% C C

O w > >
aw > >
aaa» »

(A) Auséncia de sinais, (B) presenca de sinais leve e (C) presenga de sinais nitido.
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3.2 Determinacio da escala de notas para indicacio de Pecfobacterium spp. em
tubérculos de batata.

Comparando os intervalos de confianca dentro da escala de notas, para o periodo
de imersdo de 10 minutos, apenas as notas 2- manchas escuras com LI(2)= 16 e LS(3)=
68 em 10 minutos de secagem e LI(2)= 4 e LS(3)= 48 em 20 minutos de secagem, e
nota 3- manchas escuras entre as lenticelas com LI(2) 0 e LS(3) 21 em 10 minutos de
secagem e LI(2) 4 e LS(3) 48 em 20 minutos foram significativos, com intervalos de
confianca que foram sobrepostos em relagao as demais notas nos 10 minutos de imersao
na solugdo de percloreto de ferro a 21% (Tabela 2 e Anexo A2).

Com relagdo aos 20 minutos de imersao, apenas a nota 3- manchas escuras entre
as lenticelas apresentou intersecdo entre os intervalos de confianca com LI(2)= 2 e
LS(3)= 40 para 10 minutos de secagem e LI(2)= 4 e LS(3)= 48 para 20 minutos de
secagem (Tabela 2 e Anexo A2).

TABELA 2. Estimacdo intervalar para o parametro nota em tempos de imersdo nas

solucdes de percloreto de ferro, avaliadas em dois tempos distintos.
Uberlandia — MG, 20009.

Tempo imersdo (minutos)

10 20
Tempo d o o
szca%(::me Eiflala de Pri)p c?)?l(?ia(rllfg::a Prlo P cgiZagZa
(minutos) otas D e e P oo Lse
0 40 16 68 40 16 68
1 20 4 46 20 4 48
10 2 40 16 68 20 4 48
3 0 0 21 13 2 40
4 0 0 21 0 0o 21
0 40 16 68 40 16 68
1 20 4 48 20 4 48
20 2 20 4 48 20 4 48
3 20 4 48 20 4 48
4 0 0 21 0 0o 21

M Prop: estimativa pontual da proporcio de tempos de leitura; @ LI: Limite inferior do intervalo de
confianca para propor¢io de tempo de leitura; ¥ LS: Limite superior do intervalo de confianca para
proporg¢do de tempo de leitura. (Levene) F= 1,171 ( ,364) e (Shapiro Wilk) W= 0,943 (,113), valores em
negrito indicam varidncias homogéneas e residuos normalmente distribuidos a significAncia de 0,05,
respectivamente.
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Dessa forma, devido a capacidade da nota 3 qualificar os tubérculos tanto em 10
minutos, quanto em 20 minutos de secagem e imersdo na solucdo, a mesma foi
escolhida para qualificd-los quanto aos danos em 10 minutos de imersdo; devido a
economia de tempo na realizac@o do teste. Outro fator que justifica esta escolha é o fato
das lesdes ficarem mais visiveis do que na nota 2- manchas escuras médias, ja que elas
também mostram ser indicativas de danos para 10 minutos de imersdao. Com isso,
sugere-se o uso de 20 minutos de secagem para avaliar o surgimento de manchas,
qualificando os tubérculos conforme os resultados encontrados no experimento 3.1.

Como os resultados encontrados atenderam as expectativas, baseados em
informacdes de testes realizados na Franca (informacao verbal)*, foi determinado o
tempo de imersdo dos tubérculos de 10 minutos e as avaliagdes realizadas com 20
minutos de secagem apds a retirada da solugdo. A esta escolha deve-se a redugdo de
tempo para avaliacdo dos testes, j4 que a sugestdo € que eles sejam implantados nas
lavadoras para facilitar a logistica da mercadoria, portanto, ndo sendo possivel a
realizacdo de testes morosos aliados a justificativa de se ter testes com niveis confidveis
de leitura.

Na Franca (informagdo verbal)’, amostras de tubérculos de batatas recém
colhidos, quando vao para o beneficiamento e lavadoras, passam por um teste rdpido de
imersd@o em baldes contendo solugc@o de percloreto de ferro (8%) por um determinado
tempo desconhecido, que reporta a informacao do estado sanitario e qualidade dos lotes.
Assim, de acordo o resultado dos testes realizados para cada amostra de lotes, eles sdo
destinados ao armazenamento ou ao mercado local mais préximo, evitando assim,
perdas por contaminacdo por Pectobacterium spp., uma vez que danos presentes nos
tubérculos podem levar a esta contaminagao e conseguente perda de lotes.

As Pectobacterium spp. sdo fisiologicamente bactérias anaerdbias facultativas,
assim, caso haja a disponibilidade de oxigénio no ambiente, elas fardo a respiracdo e, na
falta dele, serdo fermentativas. Desta forma, quando o percloreto de ferro entra em
contato com o a agua, ele reage liberando moléculas de oxigénio ao ambiente, se neste
momento ha a presenca destas bactérias, elas irdo metabolizar esse oxigénio,
consumindo-os na respiracdo. Talvez isto explique o fato do surgimento de manchas
escuras nos tubérculos de batata. Sugerindo a hipétese de que se os tubérculos estiverem

contaminados por este tipo de bactéria, possivelmente na presenca de percloreto de

* Informacdo fornecida pela Associag@o Brasileira da Batata (ABBA) em 20009.
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ferro, havera o consumo do oxigénio liberado por ele, uma vez que ele é considerado
um composto altamente oxidativo (LOGAN, 1998), ocasionando, portanto, o
escurecimento nestas regides no contato entre os dois.

Logan e La Point (2002) reforcaram esta hipétese de aproveitamento do
oxigénio liberado pelo percloreto de ferro pelas bactérias anaerdbias facultativas como
as P. carotovorum, pois assim como o perclorato, ele € reduzido, chegando num produto
final de cloro (CL") e oxigénio, onde alguns isolados bacterianos usam o oxigénio para
sua respiragdo celular em condi¢des anoxicas.

Segundo os autores Achenbach e outros (2001) e Coates e colaboradores (1999),
estes organismos que fazem a reducdo do percloreto sdo filogeneticamente diferentes,
com representantes nas sub-classes a-, B-, y-, € [ do Proteobacteria, com maioria
presente na sub-classe B, sendo membros do género Dechloromonas ou Dechlorosoma;
e como as Pectobacterium spp. fazem parte da sub-classe gama, os resultados

encontrados concordam com do grupo de bactérias dos autores acima citados.
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4 CONCLUSOES

Tubérculos de batata imersos por 10 minutos na solucao de percloreto de
ferro a 21%, e avaliados 20 minutos apds secagem, podem indicar o estado fisico nos

mesmos.
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CAPITULO 3

RESUMO

Caracterizacao bioquimica, fisiologica e molecular de isolados de Pectobacterium
Spp-

O isolamento, a deteccdo e a identificagdo bioquimica e molecular de fitobactérias
fazem parte de um processo de andlises importantes na caracterizacdo dos fitopatogenos
causadores de doencas no Brasil e no mundo. O objetivo deste trabalho foi isolar,
identificar e avaliar bioquimicamente, fisiologicamente e molecularmente os isolados de
Pectobacterium spp. provenientes das amostras de lotes do capitulo 2 e de isolados da
colecdo da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Ensaios foram realizados no
laboratério de Virologia Vegetal do ICIAG da UFU, entre os anos de 2009 e 2011. Para
o isolamento, foram utilizadas iscas de batatas sauddveis, encostando a ponta do estilete
no periodo de transicdo da doenga entre a parte sintomadtica e a saudavel para purificar e
preservar as pectobactérias encontradas. Foram feitos vérios testes fisiologicos e
bioquimicos, como: fermentacdo de glicose, Gram, catalase, oxidase, crescimento a
37°C, reducdo de substancias a partir de sacarose, atividade da fosfatase, produgdo de
indol e producdo de 4cido a partir de sorbitol, melibiose, citrato e lactose. Para
identificacdo dos isolados em nivel de subespécie, foi feita a PCR, utilizando os primers
EXPCCR/EXPCCF, que diferenciam para Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc), ECAI{/ECA2r diferenciando para Pectobacterium carotovorum
subsp. atrosepticum (Pca), LIRA/IIRG/Brlf, que diferenciam Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) de algumas estirpes de Pcc, e 1491f, que
diferencia Pcc de Dickeya chrysanthemi. Assim, os isolados estudados foram
caracterizados como pertencentes ao género das Pectobacterium, nao se enquadrando na
classificacdo bioquimica para diferenciacio das subespécies e identificados
molecularmente como possiveis Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis e
Dickeya chrysanthemi.

Palavras-chave: Bactéria, PCR, Solanum tuberosum.
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ABSTRACT

Biochemical, physiological and molecular characterization of Pectobacterium spp.
isolates

Isolation, detection, and biochemical and molecular identification of plant pathogenic
bacterial are part of a process of important analyses for the characterization of disease
causing plant pathogens in Brazil and in the world. This study isolated, identified and
evaluated biochemically, physiologically, and molecularly isolates of Pectobacterium
spp. from samples collected for the study in Chapter 2, and those from the collection of
the Universidade Federal de Uberlandia (UFU). These analyses were done in the plant
virus laboratory at the Universidade Federal de Uberlandia-MG, from 2009 to 2011.
Isolation was done using healthy potato baits, touching the tip of a needle in the
transition zone between the symptomatic and healthy part of the potato to purify and
preserve the pectobacteria found. Several physiological and biochemical tests were
done, such as: glucose fermentation, Gram, catalase, oxidase, growth at 37°C, reduction
of substances from sucrose, phosphatase activity, indol production and acid production
from sorbitol, melibiose, citrate and lactose. Identification of isolates at the subspecies
level was done by PCR, using the primers EXPCCR/EXPCCF, which differentiate
Pectobacterium  carotovorum subsp. carotovorum (Pcc), ECAI{/ECA2r for
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (Pca), LIRA/I1IRG/Brlf, for
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Pcbr) from some strains of Pcc, and
1491f, which differentiates Pcc from Dickeya chrysanthemi. Therefore, the isolates
studied were characterized as belonging to the genus Pectobacterium, did not fit in the
classification biochemical for differentiation of subspecies and molecularly identified as
possible P. carotovorum subsp. brasiliensis and Dickeya chrysanthemi.

Keywords: Bacteria, PCR, Solanum tuberosum.
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1 INTRODUCAO

O isolamento, a detec¢do e a identificacdo de fitobactérias fazem parte de um
processo de andlises importantes na caracterizagdo dos fitopatégenos causadores de
doencas, para isso faz-se necessdrio o uso de meios de cultura seletivos, testes
bioquimicos, fisioldgicos e molecular, sendo este, ferramenta indispensavel devido suas
contribuicdes no estudo e entendimento para uma melhor identificacao.

De acordo com Cuppels e Kelman (1974), sdo utilizados, ja ha muito tempo no
isolamento, identificacdo e deteccao de pectobactérias, varios meios seletivos contendo
pectina ou polipectato de sédio apresentando diferentes graus de sucesso em batatas.

Dentre os meios utilizados, o CVP (cristal- violeta- pectato) é o mais importante
no isolamento de pectobactérias. Sua seletividade baseia-se na habilidade do patdégeno
em hidrolisar o polipectato e formar cavidades tipicas na superficie do meio de cultura,
caracteristica altamente dependente do tipo de polipectato usado. No entanto, o
polipectato de so6dio, com nome comercial de Sunkist, tornou-se indisponivel
comercialmente (CUPPELS; KELMAN, 1974). Como meio alternativo, tém- se a
utilizagdo do fruto de pimentdo verde como meio parcialmente seletivo utilizado no
isolamento de pectobactérias de varios hospedeiros, apresentando alta seletividade
(TAKATSU et al., 1981).

Os testes bioquimicos tradicionais sdo utilizados como uma ferramenta auxiliar
na classifica¢do taxondmica. A estes testes, tem sido adicionada a taxonomia polifasica,
valendo-se tanto de parametros fisioldgicos, como genéticos. O surgimento da biologia
molecular munida da PCR é considerado importante suporte, facilitando a andlise
genOmica e melhorando a capacidade de caracterizacdo e classificagdo de estirpes e os
estudos envolvendo a diversidade genética de populagdes (SCHLOTER et al., 2000).

Baseada na amplificacdo in vitro do DNA, a PCR ¢é direcionada por dois
oligonucleotideos iniciadores, baseados numa seqiiéncia especifica, resultando na
sintese de milhares de cOpias de DNA em poucas horas de deteccdo de diversos
microorganismos (MULLINS; FALOONA, 1987), uma vez que ela apresenta alta
sensibilidade e especificidade nos resultados obtidos, sendo nos dias atuais amplamente
utilizada na busca de resultados mais precisos.

Contudo, o objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimica, fisioldgica e

molecularmente, isolados de Pectobacterium spp. provenientes de diferentes locais.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados durante os anos de 2009 e 2011 no Laboratério de

Virologia Vegetal do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFU.

2.1 Origem e manutencao dos isolados

A descricdo dos isolados bacterianos usados neste estudo encontra-se na Tabela

3. Foram usados isolados de Pectobacterium provenientes de alface, mandioca e tomate

e tubérculos de batata.

TABELA 3. Isolados de Pectobacterium spp. de diferentes locais e hospedeiros,
Uberlandia-MG, 20009.

Isolado Hospedeiro Procedéncia Isolamento
UFU A6 batata Uberlandia, MG tubérculo
UFU A7 alface Fazenda do Gléria folha

Uberlandia, MG

UFU A9 batata Santa Juliana, MG tubérculo
UFU A14 batata Uberlandia, MG tubérculo
UFU A20 batata Santa Juliana, MG tubérculo
UFU A22 batata Uberlandia, MG tubérculo
UFU A27 mandioca Ipiagu, MG raiz
UFU A33 alface Fazenda do Gloria folha

Uberlandia, MG

UFU A37 tomate Uberlandia, MG fruto
UFU A47 batata Santa Juliana, MG tubérculo

Os isolados bacterianos foram rotineiramente cultivados em meio de cultura 523
de Kado; Heskett (1970) a 28 °C por 48 h. Todos os isolados foram preservados por
dessecacdo em papel de filtro e em suspensdo em dgua estéril, e mantidos em colecdo de

trabalho do Laboratério de Bacteriologia Vegetal do ICTAG/UFU.
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Foram retiradas amostras aleatérias de tubérculos visivelmente contaminados por
pectobactérias presentes nos sacos de 50 kg utilizados no primeiro experimento,
provenientes do Centro Estadual de Abastecimento (Ceasa Uberlandia-MG), originadas
de diversas regides produtoras, no periodo de margo a abril de 2009.

O isolamento da bactéria foi feito usando iscas biolégicas em tubérculos de
batata, incubados a 28°C, por 24 horas. Em seguida, foi feito o reisolamento das
mesmas em meio 523 e incubadas a 28°C, por 24 horas.

Depois de purificadas, as bactérias elas foram submetidas a testes preliminares
para identificacdo de seus gé€neros, baseados nas caracteristicas culturais das colOnias,
na cor, teste de gram, utilizando o KOH a 3%, teste de fermentacdo de glicose
(Oxidagao/Fermentagao), teste de hipersensibilidade em fumo e de patogenicidade com
isca de batata, auxiliados por um microscopio estereocépico com iluminagdo obliqua.
ApOs observadas e caracterizadas estas propriedades, elas foram preservadas em dgua e

em tiras de papel, ficando armazenadas em refrigerador a 8°C.

2.2 Caracterizac¢ao bioquimica e fisiologica dos isolados

A caracterizacdo bioquimica e fisiol6gica dos isolados descritos na Tabela 2 foi
feita usando os seguintes testes: fermentacdo de glicose (oxidacdo/fermentacdo), gram,
catalase, oxidase, crescimento a 37°C, reducdo de substincias a partir de sacarose,
atividade da fosfatase, producdo de indol e produgdo de 4cido a partir de sorbitol,

melibiose, citrato e lactose (SCHAAD et al., 2001).

2.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) dos isolados bacterianos

A extragdo do DNA dos isolados foi realizada de acordo com o protocolo de
Sambrook et al., (1989). Apdés a PCR, a identificacdo foi feita seguindo a chave
dicotdmica (Anexo A3). Foram utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores:
ECA1f (5 — GAA CTT CGC ACC GCC GAC CTT CTA - 3’) ECA2r (5’ - GCA CAC
TTC ATC CAG CGA - 3’°) (DE BOER; WARD, 1995) que identifica P.carotovorum
subsp. atrosepticum; foram desnaturados inicialmente a 94°C e por 5 min, seguido por
25 ciclos de 94°C por 30 s, 65°C por 45 s, 72°C, por 45 s e uma extensao final 72°C,
por 5 min. EXPCCR (5 — GCC GTA ATT GCC TAC CTG CTT AAG - 3’) EXPCCF
(5> — CGC CAT CAT AAA AAC AGC - 3’) (KANG et al., 2003) identifica P.
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carotovorum subsp. carotovorum ou P. Wansii (fragmento de 550 pb) e exclui
P.carotovorum subsp. atrosepticum, P. carotovorum subsp. betavasculorum, P.
carotovorum subsp. odoriferum. Seu ciclo de reacao foi desnaturagao inicial a 94°C, por
4 min, seguido por 30 ciclos de 94°C, por 1 min, 60°C, por 1 min, 72°C, por 2 min e
uma extensdo final 72°C por, 10 min.
A triade de primers: 1491f (5" — GAA GTC GTA ACA AGG TA - 3’), L1RA (

5" — CAA GGC ATC CAC CGT - 3’), LIRG (5 — CAG GGC ATC CAC CGT -3’)
(FESSEHAIE et al.,, 2002) que diferencia P. carotovorum subsp. carotovorum
(fragmentos de 510 e 550 pb) de Dickeya chrysantemi (fragmentos de 480pb, 510 e
550pb),; foram desnaturados inicialmente a 94°C, por 2 min, seguido por 30 ciclos de
94°C, por 45 s, 66°C, por 45 s, 72°C, por 90 s e uma extensao final 72°C, por 10 min.

Para a triade de primers: Brlf (5° — GCG TGC CGG GTT TAT GAC CT -
3’)/LIRA (5° — CAA GGC ATC CAC CGT - 3’)/LIRG (5° — CAG GGC ATC CAC
CGT - 3’) (DUARTE et al., 2004) que diferencia P. carotovorum subsp. carotovorum
de P. carotovorum subsp. brasiliensis, produzindo um fragmento de 322pb,
desnaturados inicialmente a 94°C, por 2 min, seguido por 30 ciclos de 94°C, por 45 s,
66°C, por 45 s, 72°C, por 90 s e uma extensao final 72°C, por 10 min.

Para todos os primers, as reacdes de amplificacdo realizadas foram em um
volume final de 50 uL, contendo, Taq Buffer Invitrogen 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5
mM MgCl,, 100 ng de cada primer, 2.5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, SU/uL)
e 100 ng de DNA, utilizando termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biossystems). Os
produtos da PCR foram carregados em gel de agarose 1.5% (wt/v) com 0.20 pg/100 mL
de brometo de etidio e eletroforado a 100V, por 40 min, e fotografados através do

sistema de andlise de gel computadorizado (Kodak Digital Science 1D).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento da bactéria

Todos os isolados foram caracterizados com forma circular, bordos lisos,
convexos, com diametro variando de 1 a 3 milimetros, textura lisa, aparéncia brilhante,
uma propriedade Optica opaca, de cor creme palha, Gram negativos e fermentativos
(Tabela 4). Por estas caracteristicas, foram identificados como Pectobacterium spp.
Estes resultados sdo caracteristicos para isolados de pectobactérias, concordando com
De Boer e Kelman (2001).

Foi verificada a incidéncia da podriddo-mole associada a bactérias pectoliticas
em todas as amostras avaliadas, independente da cultura e da regido. Este fato reforca a
presenca de isolados de Pectobacterium spp. em diversos ambientes e utilizando vdrias
plantas como hospedeiras.

O mesmo foi encontrado por Alvarado (2006), trabalhando com variabilidade e
ecologia de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum como agentes da
podriddo mole em couve-chinesa; e para Ravari e outros (2011), que por meio do
isolamento identificaram que todos os isolados de amostras de tubérculos armazenados
e plantas ornamentais em casas de vegetacdo estudados no nordeste do Ira pertenciam
ao género das Pectobacterium spp.

Com base nos testes Gram, oxidagdo/fermentagcdo, capacidade de formar
cavidade no meio crital viloeta (CVP), os autores Merwe e colaboradores (2010)
chegaram a conclusio, ndo s6 em nivel de género e espécie, mas também de subespécie
por meio de PCR, de que seus isolados tratavam-se de Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliensis.

Hu e colaboradores (2008), no estudo da podriddo mole causando grandes
perdas de rendimento em Pinellia ternata (Araceae), uma planta medicinal que cresce
na parte oriental da Asia, principalmente na China, verificaram que os isolados
causadores da doenca, através da patogenicidade e caracteristicas fenotipicas e
filogenéticas, tratavam-se de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum.

Os resultados encontrados somados aos ja obtidos por varios autores comprovam
que o isolamento e a identificacdo de fitobactérias fazem parte de um processo de

andlises importantes para sua caracterizagao inicial.
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3.2 Caracterizacao bioquimica e fisiologica dos isolados

Todos os isolados avaliados ndo se enquadraram na classificagdo bioquimica
para sua diferenciacdo em subespécie (Tabela 4).

Os isolados UFU A6 e UFU A47 apresentaram a produc¢do de dcido a partir de
do citrato negativo, ndo podendo ser identificados P.carotovorum subsp. carotovorum.

Os isolados UFU A7 e UFU A20 apresentaram a reducao de substancias a partir
de sacarose negativo, e o isolado UFU A20 apresentou também atividade da fosfatase
positiva, ndo podendo ser identificados como P.carotovorum subsp. odoriferum.

O isolado UFU A14 apresentou producdo de 4cido a partir de melibiose positiva,
nio podendo ser identificados como P.carotovorum subsp. betavasculorum e também
nao podendo ser identificados como P.carotovorum subsp. brasiliensis, devido a
producdo de 4cido a partir de citrato negativo.

Para os isolados UFU A9, UFU A22, UFU A27, UFU A33 e UFU A37, devido a
diversidade do resultado dos testes bioquimicos, os mesmos ndao puderam ser
identificados em subespécie.

Alvarado (2006), na identificacdo ao nivel de espécie e subespécie de seus
isolados, concluiu que todos se enquadraram como P.carotovorum subsp. carotovorum,
uma vez que cresceram a 37 °C, nao produziram dcido a partir de sorbitol, produziram
acido a partir de lactose, ndo apresentaram atividade de fosfatase, com relacdo a reducao
de sacarose e 10,2% dos isolados apresentaram esta caracteristica. O contrdrio foi
observado neste trabalho, em que a maioria dos isolados ndo apresentaram resposta
para ele, e 12,8% nao foram capazes de produzir 4cido a partir de melibiose, enquanto
100% dos isolados do presente estudo apresentaram resposta positiva para este teste.

Estes resultados vao de encontro a grande diversidade que ocorre entre as
espécies de P.carotovorum, tornando dificil a identificagdo apenas com base bioquimica
e fisioldgica. A presenca dos isolados com caracteristicas intermedidrias, inviabilizando
a sua caracterizacdo exata, corroboram com os autores Palma (2006), Stanghellini e
Meneley (1975), Jabuonski e colaboradores (1986) e Oliveira e outros (2003) que
relataram a dificuldade de identificacdo e correta classificacdo destas bactérias. E ainda,
a identificacdo fenotipica de bactérias que, além de consumir muito tempo, pode ser
imprecisa (TOTH et al.,2001), no caso das Pectobacterium ocorre devido a sua grande
diversidade genética e fenotipica dentro das espécies (SEO et al., 2000; SEO;
TAKANAMI, 2002), dificultando a identificacao.
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TABELA 4. Caracteristicas fenotipicas dos isolados bacterianos, Uberlandia-MG, 2011.

3 2 H
< o =
e g 8
. 2 3 &
£
g Z O 9 2 — N
D 5 = 7 s Q =]
o 2 P o -3 S = S
8 o = N~ ‘5 7 E <
(=
e} = < o) o ] ) )
= T =l = = = < o
7 B3 = . Q
> Q 9 13) o Q ) Q 3
9 o = L Q g 3 2 = S &
S o 5 3 g 5 2 I g s 2
= k5 g0 = = = 2 2 = = 3 2
g g 2 = = 8 = ] - = 3 3 =
o O < = < = — |54 = = = o
O 2 A o &) O © U < ~ A O
(5]
— 7]
S S o 2
E £ 3 g
5 T £ 8
Fumo Batata A S U 9
Pcc + + F - + - + - - - - + + 4+ Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
Pca + + F - + - - + - - - + + 4+ Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum
Dch + + F - + - + - + + - + + 4+ Dickeya chrysanthemi
Pcbr + + F - + - + + - - - + + 4+ Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis
Pco + + F - + - + + - - + + + 4+ Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum
Pcb + + F - + - + + - - - - -+ Pectobacterium carotovorum subsp. betavasculorum
Isolados
UFU A6 + + F - + - + - - - - + -+ Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A7 + + F - + - + - - - + + + 4+ Naio enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A9 + + F - + - + - - + + + - - Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU Al14 + + F - + - + + - - - + -+ Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A20 + + F - + - + - + - + + + 4+ Naio enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A22 + + F - + - + - - - + + - - Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A27 + + F - + - + + - - + + - - Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A33 + + F - + - + - - - + + - - Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A37 + + F - + - + - - - + + -+ Nao enquadra nas caracteristicas bioquimicas
UFU A47 + + F - + - + - - - - + -+ Ndio enquadra nas caracteristicas bioquimicas

Teste de patogenicidade, fermentacdo de glicose: oxidacdo/fermentacdo (O/F); Teste de Gram; Teste da catalase; Teste da Oxidase; Teste Crescimento a 37°C; Teste Reducdo de substincias a partir de
sacarose, Teste Atividade da fosfatase; Teste da Producdo de Indol; Teste da Producdo de Acidos a partir de: Sorbitol, Melibiose, Citrato e Lactose. Pcc = P. carotovorum subsp. carotovorum; Pca = P.
carotovorum subsp. atrosepticum; Dch = Dikeya chrysanthemi; Pcbr = P. carotovorum subsp. brasiliensis; Pco= P. carotovorum subsp. odoriferum; Pcb= P. carotovorum subsp. betavasculorum.
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Alvarado (2006) verificou elevada variabilidade entre os isolados de
P.carotovorum subsp. carotovorum na identificagcdo de pectobactérias causadoras da
podridao-mole em couve-chinesa; apontando a necessidade de uma maior aten¢do em
estudos de identificacdo, detec¢do, epidemiologia e controle da doenca. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ravari e outros (2011), onde a maioria de seus
isolados foram determinados como Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum.

Seo e Takanami (2002) também ndo conseguiram resultados confiantes e
seguros em testes bioquimicos para a identificacdo dos isolados bacterianos, embora
fosse para o crescimento a 37°C e a redugdo da sacarose para diferenciar
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum de Pectobacterium carotovorum
subsp. atrosepticum. Sendo assim, outros métodos devem ser utilizados para confirmar
a identificacdo da subespécie (YAP et al., 2004).

Nao foram identificados isolados com caracteristicas de Dickeya chrysanthemi e
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum entre os estudados. Ao contririo de
Palma (2006), que confirmou a presenca de uma Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum e cinco como Dickeya chrysanthemi isolados de batatas baseados em
caracteristicas fenotipicas e genotipicas; de Slawiak e outros (2009), que detectaram a
presenca de Dickeya chrysanthemi em isolados de batata na Europa, e de Ravari e
outros (2011), que identificaram cinco estirpes de Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum em batatas no norte do Ird. Na prética, Dickeya chrysanthemi tem sido
diferenciada das pectobactérias baseado na producdo de indol, atividade da fosfatase
(SAMSON et al., 2001), conforme encontrado no estudo proposto, e também quanto a
sensibilidade a eritromicina.

Dentre os isolados estudados, o Unico que apresentou caracteristicas para duas
subespécies simultaneamente foi o UFU A14 (Tabela 4), podendo ser P.carotovorum
subsp. brasiliensis ou P.carotovorum subsp. Betavasculorum, de acordo com os
resultados para produgdo de 4cido a partir de melibiose e citrato, positivo € negativo,
respectivamente. Embora as estirpes de P.carotovorum subsp. betavasculorum estejam
associadas a podriddao mole em beterraba-acucareira (THOMSON et al., 1981), elas
também podem ser encontradas em batata (SAMSON et al., 1989), podendo justificar a
possibilidade seu surgimento neste estudo.

Merwe e colaboradores (2010) detectaram isolados representativos de
P.carotovorum subsp. brasiliensis, nos testes bioquimicos utilizando colonias tnicas de

seus isolados extraidos de batatas no sul da Africa.
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No estudo da ocorréncia de pectobactérias em tubérculos de batata-semente, os
autores El Tassa e Duarte (2004) identificaram, por meio de testes bioquimicos, 119
isolados sendo identificados como P.carotovorum subsp. brasiliensis € 96 como
Pectobacterium carotovoum subsp. carotovorum e oito que ndo corresponderam a
nenhuma espécie ou subespécie, ndo sendo possivel, portanto, identifica-los.

Duarte e colaboradores (2004), na determinacao de caracteristicas fisiolégicas e
bioquimicas da bactéria associada a doengas como canela preta e podriddo-mole de
batatas no Brasil, comparando as espécies e subespécies, propuseram, com base nos
resultados encontrados, principalmente na diferenca encontrada quanto ao crescimento a
37°C de isolados de regido de temperaturas climdticas frias caracteristicos para
presenca de P.carotovorum subsp. atrosepticum (Pca), que se tratava de outro isolado,
visto que esta ndo € uma caracteristica compreendida a esta pectobactéria. Ainda, este
fato reforca a ideia da formagdo de colonias tipicas de Pca, as quais reduziam
substancias a partir de agucares, utilizavam o a-metil glucosideo e possuiam atividade
da fosfatase, para estes outros isolados, chamando a atencdo dos pesquisadores de que
ndo se tratava de Pca, mas sim de uma nova subespécie, a qual denominaram de
P.carotovorum subsp. brasiliensis. Este relato soma a ideia de que a existéncia de
isolados que ndo se enquadram dentro das caracterizacdes de subespécies, levando a
crer que as identificacdes anteriores ndo levaram em conta a grande homogeneidade
genética, bioquimica e fisioldgica destas estirpes, o que culminou nesta nova
subespécie.

O mesmo pode ter ocorrido para os isolados pesquisados, 0s quais ndo tiveram
enquadramento adequado para nenhuma subespécie proposta, sugerindo que a grande
diversidade geogréfica, genética, fenotipica e de fatores agindo na evolug¢do das
espécies favorecem o surgimento de novas subespécies, dificultando a identificacao.
Assim, € necessario o estudo continuo na caracterizacdo destes novos organismos no
melhor entendimento e controle de doencas que possuem importancia considerdvel na

drea agronOmica.
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3.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) dos isolados bacterianos

O DNA nao foi amplificado na reagdo, portanto, ndo gerou fragmentos que
identificam P.carotovorum subsp. atrosepticum (690pb). O mesmo ocorreu para o par
EXPCCR/EXPCCF, que ndo amplificou para P. carotovorum subsp. carotovorum
(550pb) ou P. carotovorum subsp. wansii (550pb), excluindo P. carotovorum subsp.
atrosepticum, P. carotovorum subsp.  betavascolum, P. carotovorum  subsp.
odoriferum.

O gel para as triades de primers 1491f/L1RA/LIRG apresentou a seguinte
seqiiéncia de aplicacdo de amostras: MARCADOR DNA LADDER 100pb e isolados:
UFU A6, UFU A7, UFU A9, UFU Al14, UFU A20, UFU A22, UFU A27, UFU A33,
UFU A37 e UFU A47 (Figura 1).

M UFUA6 UFUA7 UFUA9 UFUA14 UFUA20 UFUA22 UFUA27 UFUA33 UFUA37 UFUA47

FIGURA 1.Amplificacdes de fragmentos de DNA para 10 isolados bacterianos (UFU
A6, UFU A7, UFU A9, UFU Al14, UFU A20, UFU A22, UFU A27, UFU
A33, UFU A37, UFU A47) com a triade de primers 1491f/L1RA/LIRG,
Uberlandia-MG, 2011.
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A triade de primers 14911/ L1IRG/ L1RA gera fragmentos de DNA de 510pb e
550pb, os quais diferenciam P. carotovorum subsp. carotovorum de Dikeya
chrysanthemi com fragementos de 480pb, 510pb, 550pb. No presente estudo, a triade
amplificou fragmentos de DNA dos isolados UFU A7, UFU A14, UFU A22, UFU A27,
UFU A37 e UFU A47, gerando fragmentos de 326 pb, 480 pb e 581 pb (Figura 1).
Devido as proximidades dos fragmentos encontrados e baseado na drvore decisdria de
identificacdo das subespécies de Pectobacterium spp (Anexo A3), aparentemente 0s
isolados poderiam ser Dikeya chrysanthemi, porém a presen¢a de uma banda contendo o
fragmento de 326pb torna o resultado impreciso, sugerindo inclusive que possa ser uma
nova subspécie.

A amplifica¢do para os fragmentos de 480pb e 581pb ndo ocorreu para 326pb do
isolado UFU A9 (Figura 1). Essas amplificacdes podem ser consideradas proximas das
que poderiam indicar Dikeya chrysanthemi (480, 510 e 550pb), assim como para: UFU
A7, UFU A14, UFU A22, UFU A27, UFU A37 e UFU A47, no entanto, a falta de um
terceiro fragmento (326pb) remete a idéia de que se trata de uma nova subespécie. O
mesmo ocorreu para o isolado UFU A20, embora ausente uma banda de 581pb.

O isolado UFU A6 (Figura 1) foi o tnico que a PCR ndo conseguiu amplificar
seu DNA. Talvez por se tratar de uma nova espécie/subespécie ou mesmo devido a falta
de primers mais especificos capazes de amplifica-lo.

Ja a triade de primers de Brlf/L1RG/L1RA, gera fragmentos de DNA de 510pb
e 550pb, os quais diferenciam P. carotovorum subsp. carotovorum de P. carotovorum
subsp. brasiliensis com fragmentos de 320pb, 510pb, 550pb. No entanto, os primers
detectaram bandas com fragmentos de 352 pb, 420 pb e 690 pb (Figura 2), amplificando
apenas para o isolado UFU A33. Com isso, sugere-se que ele seja um representante de
P. carotovorum subsp. brasiliensis, baseado na aproximagdo dos fragmentos e na
arvore decisoria de identificacdo das subespécies de Pectobacterium spp. (Anexo A3).
Embora a presenca de uma banda contendo um fragmento de 690pb torna o resultado
impreciso, sugerindo inclusive que possa ser uma nova espécie/subspécie ou mesmo

uma variacdo da prépria P. carotovorum subsp. brasiliensis.
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M  UFUA33

700pb

400pb

100pb

FIGURA 2. Amplificacdes de fragmentos de DNA para o isolado UFU A33, com a
triade de primers Brlf/L1RA/LIRG, Uberlandia-MG, 2011.

A andlise com base na PCR ndo confirmou a identificacdo dos isolados
caracterizados bioquimicamente, reforcando a hipdtese de que os mesmos podem
mesmo ser de outras espécies/subespécies, ou que os primers ndo foram capazes de
detectar os fragmentos.

Contrario aos resultados obtidos neste trabalho e de acordo com Duarte e
colaboradores (2003), todas as subespécies para P.carotovorum puderam ser
diferenciadas pelo comprimento do fragmento de polimorfismos na regido IGS pela
enzima de restri¢do apropriada.

Hu e outros (2008), na caracterizacao de P. carotovorum subsp. carotovorum
que causam apodrecimento em Pinelli ternata, uma erva medicinal muito utilizada na
China, encontraram dois isolados que aparentemente se tratavam de P. carotovorum
subsp. carotovorum e P. carotovorum subsp. Odoriferum, compartilhando de 97-99%
de similaridade. Apds estudos mais apurados, concluiram que os isolados em questdo
causando a podriddo tratavam-se mesmo era de P. carotovorum subsp. carotovorum.
Para os mesmos autores, as diferencas entre os dois isolados e outras P. carotovorum

subsp. carotovorum da Europa e aqui da América estdo relacionadas a distribuicdo
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geografica ou diversidade de plantas hospedeiras. Pode se dizer que o0 mesmo ocorreu
para os isolados identificados bioquimicamente, possivelmente como P. carotovorum
subsp. carotovorum, P. carotovorum subsp. brasiliensis, P. carotovorum subsp.
betavasculorum e P. carotovorum subsp. odoriferum, passando a ser identificadas
como Dickeya chrysanthemi e P. carotovorum subsp. Brasiliensis, de acordo com o
teste molecular.

Utilizando os mesmos primers na identificacdo de isolados associados ao
apodrecimento e surtos de canela-preta de batatas no Sul da Africa, os autores Van der
Merwe e outros (2010) detectaram a presenca de P. carotovorum subsp. brasiliensis
por meio dos oligonucleotideos BR1f e L1r, representando 77% dos isolados causadores
das doencas. No trabalho proposto, apenas um isolado (UFU A33), representando 10%,
foi considerado como um possivel representante desta pectobactéria.

Assim como neste trabalho, a utiliza¢do de oligonucleotideos iniciadores para P.
carotovorum subsp. brasiliensis e P. carotovorum subsp. Atrosepticum, pelos autores El
Tassa e Duarte (2004), confirmaram a identidade das estirpes de P. carotovorum subsp.
brasiliensis e a auséncia de P. carotovorum subsp. atrosepticum.

Gallois e colaboradores (1992) relataram que P.carotovorum subsp. odoriferum
ndo estd associada a batata. O mesmo ocorreu neste trabalho, segundo os resultados
moleculares para esta bactéria, uma vez que ela ndo foi detectada. Mas Seo e outros
(2004) analisaram isolados de P. carotovorum provenientes de batata e de couve-
chinesa, utilizando testes bioquimicos e andlise das seqiiéncias de rDNA 16S e IGS
16S-238S, e identificaram P. carotovorum subsp. odoriferum, ao contrario dos resultados
aqui obtidos.

A possivel presenca de Dickeya chrysanthemi entre a maioria dos isolados
identificados reforca a idéia de agentes causais da podriddao-mole e canela-preta em
batatas, podendo causar ainda podriddo durante armazenamento, € como seu género &
diversificado, pode afetar um elevado nimero de espécies de diferentes plantas,
incluindo culturas economicamente importantes (SLAWIAK et al., 2009 ).

E ainda, a presenca de Dikeya chysanthemi, em grande nimero, talvez possa ser
explicada pelo relato da ocorréncia em beterraba de uma pectobactéria com
caracteristicas bioquimicas de Dickeya chrysanthemi e P. carotovorum subsp.
atrosepticum, originando a P. carotovorum subsp. betavasculorum (THOMSON et al.,
1981), e com conteido de G+C intermedidrio entre P. carotovorum subsp. carotovorum

e Dickeya chrysanthemi. Este relato refor¢a a idéia de que as formas intermedidrias
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possuem uma importincia epidemioldgica significativa e podem ser encontradas com
maior freqiiéncia a medida que levantamentos mais amplos sejam efetuados (EL
TASSA; DUARTE, 2004). Visto que a maioria dos isolados foram identificados como
D. chrysanthemi, De Lindo e colaboradores (1978) afirmaram que batatas foram
ocasionalmente infectadas por elas.

Com relagdo aos isolados pesquisados, em especial o UFU A6, que ndo tiveram
uma definicdo exata quanto a sua identificagdo molecular bem como bioquimica,
podemos atribuir o fato de que a diversidade entre as subespécies com perfis genéticos
diferentes dificulta uma identificacdo exata. Em acordo, Palma (2006), selecionando
oligonucleotideos iniciadores e tentando compor um arranjo de sondas de DNA que
identificasse estirpes de pectobactérias, obteve os mesmos resultados para alguns de
seus isolados, chegando a mesma conclusdo. Segundo Darrasse e colaboradores (1994);
Waleron e outros (2002) e Yahiaoui-Zaid e outros (2003), diversos estudos tém
mostrado que as pectobactérias sdo geneticamente distintas, formando grupos
heterogéneos mesmo dentro das subespécies.

Sendo assim, o conhecimento da diversidade é um importante pré-requisito para
o desenvolvimento de métodos para identificacio e deteccdo das fitobactérias
trabalhadas, bem como para classificacio taxondmica, estudos epidemiolégicos e
desenvolvimento de estratégias para o controle da doenga, principalmente no que diz
respeito a selecdo de gendtipos e desenvolvimento de variedades resistentes em
programas de melhoramento. Isto é particularmente importante quando diferentes
espécies e subespécies, bastante relacionadas, causam doenca no mesmo hospedeiro,

como € o caso das pectobactérias em batata (EL TASSA; DUARTE, 2006).
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4 CONCLUSOES

Os isolados estudados foram caracterizados como pertencentes ao género das
Pectobacterium, nao se enquadrando na classificagdo bioquimica e molecular para

diferenciagdo das subespécies.
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CAPITULO 4

RESUMO

Indicacao de Pectobacterium spp. por percloreto de ferro em tubérculos de batata
inoculados

O percloreto ¢ um produto altamente oxidativo, por isso pode ser usado por alguns
isolados de bactéria, sendo consumido por elas na respiragdo celular sob condi¢des
anoxicas. Assim, visando detectar a presenca da Pectobacterium spp. inoculada em
tubérculos de batata, mergulhados em solugdo de percloreto de ferro a 21%, o trabalho
foi instalado e conduzido no laboratério de Virologia Vegetal do ICIAG da
Universidade Federal de Uberlandia-MG, entre os meses de agosto 2010 e marco 2011.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro repeti¢cdes, em
esquema de parcelas subdivididas no espaco 5 x 4, sendo o primeiro fator relativo aos
tempos de incubagdo e o segundo fator relativo a quatro tratamentos, com andlise
conjunta dos dados para as temperaturas. Foram utilizadas batatas-sementes das
cultivares Agata e Atlantic com o isolado UFU Al4 de Pectobacterium spp., desta
universidade, cuja suspensdo bacteriana continha 10'° UFCs/ml (ODsspum= 0,5). Os
tubérculos de batata foram perfurados ou nao com estilete, e mergulhados na suspensao
bacteriana ou dgua. Em seguida, foram alocados em recipientes de pldstico com o fundo
coberto com papel germiteste levemente umedecido e fechados com sacolas plasticas e
incubados a 22°C, 28°C e 35°C, por 0, 24, 48, 72 e 96 horas. As amostras foram entdo
imersas na solu¢do de percloreto de ferro na concentracdo de 21%, por 10 minutos,
retirados e colocados sobre a bancada por um periodo de 20 minutos, sendo avaliado o
diametro da lesdo escurecida no local perfurado, com auxilio de uma régua. Pode-se
concluir que o percloreto de ferro foi capaz de sinalizar os danos fisicos nos tubérculos
de batata nos tratamentos perfurados, inoculados e nao inoculados, € ndo a presenga de
Pectobacterium spp. A temperatura de 35°C foi mais eficiente na sinalizacdo das
injurias.

Palavras-chave: Bactérias, Agata, Atlantic, batata-semente.
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ABSTRACT

Indication of Pectobacterium spp. by iron perchlorate in inoculated potato tubers

Perchlorate is highly oxidative and can be used by some bacteria isolates for cell
respiration under anoxic conditions. This study detected the presence of Pectobacterium
spp. inoculated in potato tubers immersed in iron perchlorate solution at 21%. The
experiment was done at the plant virus laboratory at the Universidade Federal de
Uberlandia-MG from August 2010 to March 2011. The experimental design was
randomized blocks with four repetitions, as a 5 x 4 split plot in space, where the first
factor was incubation time and the second one the four treatments, with grouped
analysis for temperature. Seed-potatoes from cultivars Agata and Atlantic, were used
with a Pectobacterium spp. (Al4) isolate from the collection of the Universidade
Federal de Uberlandia, their bacterial suspension contained 10'° UFCs/ml (ODs50nm=
0,5). Potato tubers were pierced with stylet or not,and dippedin the bacterial
suspension or water. They were thenplaced in plastic containers with the
bottom covered with dampened paper germiteste and closed with plastic bags and
incubated at 22, 28 or 35°C for 0, 24,48, 72 or 96 hours. Then the samples were
immersed in the solution of iron perchlorate at a concentration of 21% for 10 minutes,
removed and placed on a bench for a period of 20 minutes, being evaluated lesion
size dark spot pierced with a ruler. It can be concluded that the iron perchlorate was able
to signal the injury in the potato tubers in treatments inoculated perforated and non-
inoculated, and not the presence of Pectobacterium spp, and The temperature of 35 ° C
was more efficient signaling of the injuries.

Keywords: Bacteria, Agata, Atlantic, seed-potato.
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1 INTRODUCAO

O perclorato € um composto altamente oxidativo que tem sido encontrado na
superficie da 4gua em diversos estados dos EUA, como no Arizona, Arkansas,
Califérnia, dentre outras. E considerado téxico, provocando interferéncias na produgio
de iodo dos hormonios produzidos pela glandula da tiredide. Ele pode servir de aceptor
de elétrons para diferentes isolados de bactérias e, portanto, pode ser degradado
microbialmente na falta de oxigénio (LOGAN, 1998). E também utilizado como
oxidante na combustdo de fogos de artificio e € encontrado naturalmente em depdsitos
de nitrato no Chile que sdo usados em alguns fertilizantes (ATTAWAY; SMITH, 1993;
URBANSKY et al., 2000).

Ele € altamente oxidado e ndo € reduzido em metais presentes na terra ou em
ferro de valéncia zero. Por isso pode ser usado por alguns isolados de bactéria para
respiracdo celular, sob condi¢des anéxicas. E reduzido seqiiencialmente através de
clorato e clorito para cloreto, ou como: ClO4s = ClOs — ClO; & CL° + O,. Apesar
de o oxigénio ser produzido, ele € consumido pelas bactérias na “respiracdo do
perclorato”, e, desta forma, ndo se acumula em solugdes. A quebra dos seus
intermedidrios: ClO3; e ClO; ndo é acumulada para niveis mensurdveis (ATTAWAY;
SMITH, 1993; HERMAN; FRANKENBERGER, 1999; MILLER; LOGAN, 2000).

De acordo os autores Logan (1998) e Herman e Frankenberger (1999), o
perclorato estd presente tipicamente em 4dguas subterrdneas e em concentragdes muito
baixas (<100 ppb), embora em alguns casos pode atingir concentragdes de 20 ppm ou
mais (7,27). O nitrato é também um co-contaminante comum e a reducdo
microbioldgica do perclorato em muitos sistemas tem sido encontrada para reduzir ou
inibir a presenca de nitrato.

Logan e La Point (2002), em estudos com reatores, verificaram as taxas de
remogdo de perclorato que poderiam alcangar em laboratdrio, para atingir a degradacdo
completa do perclorato em sistemas de larga escala. Estes autores concluiram que as
taxas de remogao do perclorato foram encontradas para uma func¢do de log, onde a
concentracdo do produto no reator atinge um longo intervalo que vai de 44 a 18.000
ppb; que o nitrato provavelmente diminuiu totalmente as taxas de remocgdo do
perclorato, embora este efeito parece ser uma fungdo de elétron doador e fonte de dgua;

e que sistemas de escalas piloto sdao necessdrios para avaliar com mais precisdo os
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efeitos destes pardmetros diferentes na degradacdo de perclorato em biorreatores usados
para tratamento de dgua potavel.

As Dbactérias pectoliticas como Pectobacterium carotovorum possuem
capacidade de infectarem uma série de plantas, causando doencas como a podriddao
mole, sendo responsdveis por perdas econdmicas significativas na producio de batata a
cada ano, podendo infectar uma planta hospedeira por vérias vias e desencadear doencgas
nas folhas, caules e tubérculos (MOLE, et al 2010).

Segundo Charkowski (2009), os surtos de podriddo mole em batatas sio
desencadeados geralmente por fatores ambientais, como chuva ou tempo quente, e
podem atacar também durante o armazenamento e transporte de tubérculos, levando a
perda total das culturas atacadas.

Como estes isolados podem ser encontrados em solos contaminados, bem como
na dgua que € utilizada na irrigagdo da cultura, e ainda na dgua que a lavadeira usa
durante o processo de lavagem dos tubérculos, os avancos tecnolégicos para se
identificar patégenos, conhecendo sua biologia, interacdes com outros microrganismos
e o ambiente, ¢ de fundamental importancia no controle da disseminacdo dessas
doengas, bem como da reducdo de perdas de culturas economicamente importantes.

Baseado no exposto, o objetivo deste trabalho foi de detectar a presenca da
Pectobacterium spp. inoculadas em tubérculos de batata mergulhados em solugdo de

percloreto de ferro a 21%.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacao e conducao do experimento

O experimento foi instalado e conduzido no laboratério de Virologia Vegetal do
Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)-
MG, entre os meses de agosto 2010 e marco 2011.

Foram utilizadas batatas-semente das cultivares Agata e Atlantic, fornecidas pelo
Grupo Nascente, em Sao Gotardo-MG (G[I-minitubérculos) e Grupo Agricola
Wehrmann Ltda, em Cristalina-GO, e para as inoculagdes, utilizou-se o isolado UFU
Al4 de Pectobacterium spp., pertencente a colecdo de trabalho do ICIAG/UFU,
cultivado em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 24 horas e a 28°C. Para a
inoculacdo, a suspensdo bacteriana continha 10" unidades formadoras de coldnias
(UFCs)/ml e densidade 6ptica (OD s50nm=0,5).

Os tubérculos de batata foram lavados em 4gua corrente e sabdo detergente e
deixados secar sobre uma bancada por 24 horas. Em seguida, foram imersos em dlcool
96°, por 3 minutos, depois em solucdo de hipoclorito de sédio a 1%, por 5 minutos, e
enxaguados em dgua destilada por trés vezes (BENELLI et al., 2004).

Para auxiliar na leitura dos resultados, foram feitos dez circulos de 1 cm de
didmetro com caneta de retroprojetor na superficie dos tubérculos, distribuidos
uniformemente, e o centro perfurado com estilete em forma de agulha e flambado.

Os tubérculos de batata foram perfurados ou ndo com estilete e inoculados com a
suspensao bacteriana ou dgua destilada esterilizada.

Para inocular os tubérculos, os mesmos foram mergulhados na suspensdo
bacteriana e outro apenas com 4gua destilada e autoclavada, sendo em seguida,
retirados.

ApoOs a secagem, os tubérculos foram alocados em recipientes de pldstico com
capacidade para 2 litros com o fundo coberto com papel germiteste levemente
umedecido e fechados com sacolas plésticas simulando uma cdmara imida. Em seguida
foram levados a seus ambientes de incubacdo, BOD e estufas, nas seguintes

temperaturas: 22°C, 28°C e 35°C, por 0, 24, 48, 72 e 96 horas.
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Ap6s o periodo de incubacdo, os tubérculos foram mergulhados na solug¢do de
percloreto de ferro a 21% e por 10 minutos. Em seguida, retirados e colocados sobre a
bancada por 20 minutos para secagem. Entdo realizou-se a leitura do didmetro da les@ao
escurecida no ponto perfurado, com auxilio de uma régua.

A andlise do estado sanitdrio dos lotes de tubérculos de batata foi realizada
usando amostras de tecido interno dos tubérculos, cerca de pequenos quadrados (2 cm),
colocadas em meio liquido 523 (KADO; HESKETT, 1970) e incubadas durante 24
horas a temperatura de 28 °C. Em seguida foram feitas diluicdes seriadas semeadas em
meio sélido 523 (KADO; HESKETT, 1970) e incubadas a 28 °C durante 48 horas. Para
o surgimento de coldnias desenvolvidas isoladamente, estas foram examinadas quanto
as caracteristicas culturais, sendo realizados testes bioquimicos e fisioldgicos que

determinaram o género das bactérias isoladas.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com quatro repeti¢des,
em esquema de parcelas subdivididas no espaco 5 x 4, sendo o primeiro fator relativo
aos tempos de incubacdo: 0, 24, 48, 72 e 96 horas e o segundo fator relativo aos
tubérculos perfurados ou nio e imersos na suspensado bacteriana ou dgua: P+I (perfurado
+ inoculado); NP+I (ndo perfurado + inoculado); P+A (perfurado + dgua) e NP+A (ndo
perfurado + dgua). Os tratamentos constaram da combinacio de cinco niveis localizados
nas parcelas e quatro niveis localizados nas subparcelas, perfazendo um total de 80
parcelas, em que cada parcela foi considerada uma batata com dez perfuracdes

avaliadas.

2.3 Analise conjunta de experimentos

Para a andlise conjunta dos experimentos independentes, tomou-se como

homogénea a relagdo 7:1 entre o maior e o menor quadrado médio dos experimentos

dentro de cada temperatura, segundo Banzatto e Kronka (1992) e Pimentel-Gomes

(2000).

73



2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Normalidade (Shapiro Wilk) e
Homegeneidade (Levene), verificando a variabilidade dos dados, ji o teste de
aditividade (AD) verificou se houve intera¢do entre os blocos e tratamentos. A andlise
de variincia objetivou verificar a existéncia de diferencas entre os tratamentos. Para a
comparacao das médias, aplicou-se o teste de F, a 5% de significancia, submetidos a
andlise do teste de Tukey. Para as andlises, foram utilizados os programas estatisticos
SPSS (NIE, 1975) para os testes de pressuposi¢cdes e SISVAR (FERREIRA, 2008) para

os demais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicacao de Pectobacterium spp. por percloreto de ferro em tubérculos de
batata —semente, inoculados do Grupo Nascente

Para os tubérculos de batata-semente cv. Agata incubados a 22°C ndo houve
diferenca significativa entre os tubérculos perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, no
didmetro das lesdes formadas, ndo havendo também diferenca significativa para os
diferentes tempos avaliados (Tabela 5).

Na temperatura de 28°C, os tubérculos perfurados e inoculados ou nao
apresentaram maior diametro de lesdes. Embora ndo tenha ocorrido diferenca
significativa nos tempos 0, 24 e 48 horas, foram nelas que tiveram as maiores atividades
da bactéria + percloreto identificados a partir do momento em que a batata teve contato
com o produto (Tabela 5).

Ja a 35°C, assim como a 28°C, os tubérculos perfurados e colocados em dgua e
inoculados apresentaram maior diametro das lesdes, 1,73 e 1,50 mm, respectivamnete.
Com relagdo aos tempos de avaliacdo, ndo foram encontradas diferencas significativas,
desta forma o tempo para avaliar mostrou ser indiferente. Possivelmente, isto se deve ao
fato de que por apresentarem uma perfuracdo na casca, foi facilitado a penetracdo e
desenvolvimento das bactérias, contribuindo para que elas multiplicassem e agissem
sobre o percloreto na captura de oxigénio, corando na regido onde houve perfuragdo no

tubérculo (Tabela 5).
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TABELA 5. Diametro da lesdo (mm) de tubérculos de batata cv. Agata (Grupo
Nascente) perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, sob diferentes
temperaturas e tempos, Uberlandia-MG, 2010.

Temperatura

22°C 28°C 35°C
NP+A 0,00 a 0,00 b 0,15b
P+A 0,45 a 0,68 a 1,73 a
NP+I 0,00 a 0,00 b 0,00 b
P+1 0,65 a 0,63 a 1,50 a

Tempos de incubagio
(horas)

0 0,56 a 0,61 ab 0,66 a
24 0,06 a 0,66 a 0,95 a
48 0,50 a 0,22 abc 0,75 a
72 0,12 a 0,01 c 0,77 a
96 0,12 a 0,11 be 1,06 a
DMS temp. 0,14 0,18 0,38
DMS tempo 0,21 0,23 0,33
CVtemp. 14,20% 20,7% 31,62%
CVtempo 19,20 % 26,38 % 26,87 %

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste tukey a 0,05 de significancia. (Levene) F yyoc=
21,595 (,000); F 5= 26,200 (,000) F 35:c= 12,684 (,000) e (Shapiro Wilk) W y:c=,300 (,000); W 15:c=
,325 (,000) W 3sec= ,225 (,000) e Aditividade (ADjfgum3s)= 1,020 (,317), valores em negrito indicam
varidncias homogéneas, residuos normalmente distribuidos e aditividade de Tukey dos residuos a
significancia de 0,05, respectivamente.

Para os testes realizados com a cultivar Atlantic em todas as temperaturas
avaliadas, ndo houve diferencas significativas para os parametros avaliados,
demonstrando um comportamento de independéncia entre os fatores analisados. O fato
desta cultivar ser considerada resistente a bacteriose, e levando em consideragdo de que
esta estava livre de patégenos no momento da montagem do experimento, devido sua
origem (via micropropagacdo), reforca o aspecto destas ndo apresentarem halo escuro

quando mergulhadas no percloreto de ferro (Tabela 6).
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TABELA 6. Diametro da lesdo (mm) de tubérculos de batata cv. Atlantic (Grupo
Nascente) perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, sob diferentes
temperaturas e tempos, Uberlandia-MG, 2010.

Temperatura

22°C 28°C 35°C
NP+A 0,00 a 0,00 a 0,00 a
P+A 0,08 a 0,07 a 0,30 a
NP+I 0,00 a 0,00 a 0,00 a
P+1 0,24 a 0,24 a 0,37 a

Tempos de incubagio
(horas)

0 0,00 a 0,00 a 0,00 a
24 0,00 a 0,00 a 0,13 a
48 0,06 a 0,06 a 0,27 a
72 0,18 a 0,15a 0,17 a
96 0,14 a 0,16 a 0,28 a
DMS temp. 0,22 0,11 0,25
DMS tempos 0,14 0,11 0,19
CVtemp. 21,82 % 11,04 % 24.59 %
CVtempo 13,36% 11,04 % 18,44 %

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste tukey a 0,05 de significancia. (Levene) F yyoc=
11,712 (,000); F goc= 13,175 (,000) F 35:c= 17,080 (,000) e (Shapiro Wilk) W yoc= ,470 (,000); W 15:c=
,490 (,000) W 35c=,615 (,000) e Aditividade (ADaq35)=,096 (,758), valores em negrito indicam varidncias
homogéneas, residuos normalmente distribuidos e aditividade de Tukey dos residuos a significancia de 0,05,
respectivamente.

O resultado do teste de sanidade dos tubérculos de Agata e Atlantic foi negativo
quanto a presenca de bactérias endogenas (dados observados).

Comparando as temperaturas de 22°C, 28°C e 35°C, a que sinalizou melhor a
reacdo da bactéria com o percloreto de ferro, devido ao tamanho do didmetro, foi a de
35°C. Este resultado talvez possa ser justificado devido as -caracteristicas de
crescimento do isolado UFU Al14 utilizado na inoculagdo, uma vez que, ela foi
identificada molecularmente como uma possivel Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliensis ou uma Dickeya chrysanthemi, ambas com temperatura ideal de
crescimento de 37°C. Além disto, deve-se levar em conta o fato desta cultivar ser
considerada suscetivel a bacteriose, sendo infectada rapidamente quando as condi¢des

ambientais sdo favorecidas (Tabela 7).
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TABELA 7. Médias da andlise conjunta dos dados para as temperaturas testadas na
cultivar Agata do Grupo Nascente, Uberlandia-MG, 2011.

Temperaturas Médias
O
22 1,05b
28 0,86 ¢
35 1,23 a
DMS =0,12
CV=29,97 %

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste tukey a 0,05 de significancia.
(Levene) F 55.c= 21,595 (,000); F 5= 26,200 (,000) F 35:c= 12,684 (,000) e (Shapiro Wilk) W
2:c=,300 (,000); W 2gc= ,325 (,000) W 3sec=,225 (,000) e Aditividade (AD 4gau35)= 1,020
(,317), valores em negrito indicam varidncias homogéneas e residuos normalmente distribuidos
a significancia de 0,05, respectivamente.

Para a cultivar Atlantic do Grupo Nascente, ndo houve diferenca significativa
entre as temperaturas para a reacdo entre a bactéria e percloreto de ferro. Da mesma
forma, é provdvel que isto tenha ocorrido devido ao fato desta cultivar ser considerada

resistente a bacteriose além de ser originada da micropropagacao (Tabela 8).

TABELA 8. Médias da anélise conjunta dos dados para as temperaturas testadas na
cultivar Atlantic do Grupo Nascente, Uberlandia-MG, 2011.

Temperaturas Médias
C)
22 1,03 a
28 1,01 a
35 1,05 a
DMS = 0,06
CV=15,57 %

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste tukey a 0,05 de significincia. (Levene) F
20c= 11,712 (,000); F 2goc= 13,175 (,000) F 35:c= 17,080 (,000) e (Shapiro Wilk) W ,5.c=,470 (,000); W
2ec= ,490 (000) W 35:c=,615 (,000) e Aditividade (ADaq35)=,096 (,758), , valores em negrito indicam
varidncias homogéneas e residuos normalmente distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.
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3.2 Indicacao de Pectobacterium spp. por percloreto de ferro em tubérculos de
batata-semente, inoculados do Grupo Agricola Wehrmann Ltda

Para a cultivar Agata nas temperaturas de 22°C e 28°C, nos tubérculos de batata
perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, e nos tempos de incubacao testados, ndo foi
possivel realizar a anélise estatistica, pois as variancias foram nulas.

Analisando a tabela 9, verificou-se que nos tempos de incubacdo e nos
tratamentos analisados de 0, 24 e 48 horas de incubacdo, ndo houve diferenga no
diametro das lesdes (mm).

Ainda na tabela 9, com relacdo aos tempos de incubacdo de 72 e 96 horas,
verificou-se que, tubérculos perfurados e ndo inoculados apresentaram o maior tamanho
de lesdo (6,18 mm) em 72 horas, assim como em 96 horas (5,60mm). Quando os
tubérculos foram perfurados e inoculados, apresentaram a mesma tendéncia, sendo o

tamanho das lesodes de 2,88 e 1,88 mm para 72 e 96 horas, respectivamente.

TABELA 9. Didmetro da lesdo (mm) de tubérculos de batata cv. Agata (Grupo Agricola
Wehrmann) perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, sob diferentes tempos de incubacdo
na temperatura de 35°C, Uberlandia-MG, 2011.

Tempos de incubagdo

Tratamentos (horas)
0 24 48 72 96
NP+A 0,002 A 0,002 A 0,002 A 0,00b A 1,02b A
P+A 0,43aC 0,63aC 1,43aBC 6,18a A 5,60 a AB
NP+I 0,002 A 0,002 A 0,002 A 0,00b A 0,00b A
P+1 0,23aB 0,75aAB 048aAB 2,88a A 1,88 ab AB

DMS trat.= 0,85
DMS Tempo= 0,88
CVtrat.= 46,67 %
CVtempo=41,23 %

Médias seguidas por letras distintas, mintdscula na coluna e maitdscula na linha, diferem entre si pelo teste
tukey a 0,05 de significancia. (Levene) F= 13,109 (,000) e (Shapiro Wilk) W= ,648 (,000) e Aditividade
(AD £gata35)=44,650 (,000), valores em negrito indicam varidncias homogéneas e residuos normalmente
distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.

Nas temperaturas de 22°C e 28°C para a cv. Atlantic (Tabela 10), os tubérculos
perfurados e colocados em dgua (0,13 e 0,25) e inoculados (0,11 e 0,32),

respectivamente, apresentaram maior didmetro de lesdo em mm.
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Ja os tempos de incubacdo ndo foram significativos para estas mesmas

temperaturas, mostrando que sdo indiferentes quanto ao periodo de incubacdo no

surgimento de lesdes escuras (Tabela 10).

TABELA 10. Diametro da lesdo (mm) de tubérculos de batata cv. Atlantic (Grupo
Agricola Wehrmann) perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, sob
diferentes tempos de incubacdo nas temperaturas de 22°C e 28°C,
Uberlandia-MG, 2011.

Temperaturas
22°C 28°C
NP+A 0,00 b 0,00 b
P+A 0,13 a 0,25 a
NP+I 0,00 b 0,00 b
P+I 0,11ab 0,32 a
Tempos de incubagao
(horas)

0 0,15a 0,25 a
24 0,04 a 0,17 a
48 0,00 a 0,10 a
72 0,01 a 0,06 a
96 0,08 a 0,13 a
DMS temperatura 0,07 0,11
DMS tempo 0,10 0,14
CVtemperatura 9,49 % 14,10 %
CVtempo 13,50 % 17,20 %

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste tukey a 0,05 de significincia. (Levene) F
20c= 10,755 (,000); F 25:c= 20,750 (,000) e (Shapiro Wilk) W y0c=,545 (,000); W 1g.c= ,744 (,000) e
Aditividade (ADay.2028)=74,947;69,692;(,000), valores em negrito indicam varidncias homogéneas e

residuos normalmente distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.

O fato da cultivar Atlantic ser considerada resistente a bacteriose e ter

apresentado um comportamento de suscetibilidade pode ser explicado pela sua origem,

uma vez que ela veio do cultivo convencional e ndo via micropropagacdo. Desta forma,

entdo provavelmente nestes tubérculos havia a bactéria em estado latente. Este dado

pode ser comprovado pelo teste de sanidade, com resultado positivo quanto a presenca

da bactéria (Figura 3).
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FIGURA 3. Resultado do teste de sanidade para tubérculos
de batata-semente, cultivares Agata e Atlantic
do Grupo Wehrmann Ltda, Uberlandia-MG,
2011.

Na temperatura de 35°C (Tabela 11) para os tubérculos da c. Atlantic, os tempos
de incubacao foram indiferentes com relagdo aos tratamentos, apresentando médias para
os diametros iguais, com exce¢dao do tempo de incubacdo de 72 horas, onde nao
apresentou didmetro das lesdes em mm nos tratamentos ndo perfurado e nao inoculado
(0,00) e nao perfurado e inoculado (0,00), e em 96 horas de incubag@o no tratamento
ndo perfurado e nao inoculado (0,65) e ndo perfurado e inoculado (0,20). Este
comportamento também foi observado para a cultivar Agata, nesta mesma temperatura.

No tempo de incubacdo de 96 horas, para os tubérculos perfurados e inoculados,
o maior didmetro de lesdo foi 5,93mm, diferindo significamente dos demais tempos de
incubagao.

Assim, a cv. Atlantic, com pouco tempo de incubacao, foi capaz de sinalizar a
presenca da bactéria, em conjunto com o percloreto de ferro, em praticamente todos os
tratamentos, exceto para o perfurado e inoculado (5,93) que apresentaram maior média
de didmetro somente em 96 horas de incubagdo (Tabela 11). De forma geral, estes
resultados foram semelhantes aos da cv. Agata 4 35°C.

Com base nos resultados encontrados diante a sinalizacao do percloreto de ferro,

pode-se direcionar o destino de lotes de batatas nas lavadeiras.
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TABELA 11. Diametro da lesdo (mm) de tubérculos de batata cv. Atlantic (Grupo
Agricola Wehrmann) perfurados ou ndo e inoculados ou ndo, sob
diferentes tempos de incubacdo na temperatura de 35°C, Uberlandia-

MG, 2011.
Tempos de incubagdo
Tratamentos (horas)
0 24 48 72 96
NP+A 0,00a A 0,00a A 0,00a A 0,00b A 0,65b A
P+A 0,15aA 0,61aA 0,55aA 1,38a A 0,48b B
NP+I 0,00a A 0,00a A 0,00a A 0,00b A 0,20b A
P+1 0,25aB 0,93 aB 0,40a B 0,80 a B 593aA

DMS trat.= 0,52
DMS tempo= 0,58
CVtrat.= 22,39 %
CVtempo= 30,64 %

Médias seguidas por letras distintas, mintscula na coluna e maidscula na linha, diferem entre si pelo teste
tukey a 0,05 de significAncia. *Significativo e ™ndo significativo para os testes de pressuposi¢cdes de
Homogeneidade (Levene) F= 10,415 (,000) e (Shapiro Wilk) W= ,576 (,000) e Aditividade
(ADag35)=42,639 (,000) , valores em negrito indicam varidncias homogéneas e residuos normalmente
distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.

J4 para a cultivar Agata do Grupo AgricolaWehrmann, as temperaturas diferiram
estaticamente, sendo a temperatura de 35°C a que apresentou maior diametro de lesdes
(Tabela 12), sinalizando mais rapidamente do que as outras temperaturas a presenca de
bactérias nos tubérculos.

Isto pode ter ocorrido devido as caracteristicas de crescimento do isolado UFU
A14 utilizado na inoculag¢do, uma vez que, ela foi identificada molecularmente como
uma possivel Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis ou uma Dickeya
chrysanthemi, ambas com temperatura de crescimento de 37°C. Além disto, deve-se
levar em conta o fato de que, embora a cultivar seja considerada resistente a bacteriose,
os tubérculos foram inoculados com suspensdo bacteriana, proporcionando rdpido

crescimento, uma vez que estava em condicoes que favoreciam a bactéria.
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TABELA 12. Médias da andlise conjunta dos dados para as temperaturas testadas na
cultivar Agata (Grupo Agricola Wehrmann), Uberlandia-MG, 2011.

Temperaturas Médias
)
22 0,7b
28 0,7b
35 1,05 a
DMS =0,12
CV=41,56 %

Médias seguidas por letras distintas, mindscula na coluna e maidscula na linha, diferem entre si pelo
teste tukey a 0,05 de significincia. (Levene) F= 13,109 (,000) e (Shapiro Wilk) W= ,648 (,000) e
Aditividade (AD ggua222835)=; 3,301 (,000); ,000 (1,000); 44,650 (,000),valores em negrito indicam
variancias homogéneas e residuos normalmente distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.

Na cultivar Atlantic do Grupo Agricola Wehrmann (Tabela 13) a temperatura de
35°C diferiu significativamente das demais, respondendo melhor ao teste em relagdo ao
surgimento de lesdes escuras, indicando portanto que ocorre uma reagdo entre a
pectobactéria inoculada e o percloreto de ferro. Como justificativa do surgimento de
lesdes em temperaturas baixas e medianas nesta cultivar, deve-se levar em conta sua
origem, procedentes do cultivo convencional, assim, a chance de virem contaminadas
pode ser grande. Este fato foi comprovado pelo teste de sanidade, indicando a

contaminacio dos lotes de Agata e Atlantic (Figura 3).

TABELA 13. Médias da andlise conjunta dos dados para as temperaturas testadas na
cultivar Atlantic (Grupo Agricola Wehrmann), Uberlandia-MG, 2011.

Temperaturas Médias
G
22 0,70 a
28 0,70 a
35 1,07 b
DMS =0,13
CV=41,56 %

Meédias seguidas por letras distintas, mindscula na coluna e maitiscula na linha, diferem entre si, pelo teste
tukey, a 0,05 de significancia. (Levene) F= 10,415 (,000) e (Shapiro Wilk) W= ,576 (,000) e Aditividade
(ADau22.28.35)=74,947;69,692;42,639 (,000), valores em negrito indicam varidncias homogéneas e residuos
normalmente distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.

Com base neste teste, percebe-se que o percloreto age como um sinalizador na
deteccao das pectobactérias em tubérculos de batata, e ainda, serve também para indicar

a qualidade dos lotes em relacdo a danos mecanicos, pois de acordo com os resultados
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obtidos verificou-se que ndo sé nos tratamentos inoculados ocorreu a presenca de lesdes
escuras formadas, mas também nos tratamentos que foram perfurados e colocados em
dgua destilada e autoclavada. Esses resultados estdo de acordo com as empresas
francesas que utilizaram este produto como indicativo de lotes que ndo devem ser
armazenados ou devem seguir rapidamente para o consumo, devido a presenca de
bactérias e/ ou danos mecanicos detectados pelo teste, evitando assim as perdas dos
lotes por contaminacdo de patogenos.

As bactérias sobrevivem na forma latente nas lenticelas e ferimentos suberizados
ou nos tecidos vasculares de tubérculos que aparentemente estdo livres do patdgeno,
quando sdo colhidos. Quando as condi¢des favorecem a multiplicacdo do patégeno e a
producdo de enzimas pectoliticas, o tubérculo apodrece e a bactéria se dissemina
(ELPHINSTONE, 1993). De acordo Lopes e Henz (1998), a maior ocorréncia e
severidade das podriddes-moles acontecem em condicdes de alta temperatura, acima de
25°C. O mesmo foi observado neste trabalho, quando os melhores resultados para a
deteccdo de bactérias em tubérculos de batata ocorreram com temperaturas elevadas.

Segundo Haider (1999), a temperatura afeta a atividade metabdlica, o consumo
de substrato pelos microrganismos e, por consequéncia, a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos arométicos policiclicos. Essa biodegradacdo ocorre numa ampla faixa
de temperatura, mas as maiores taxas ocorrem entre 25 e 35°C. Esta mesma amplitude
de temperatura para a atividade das bactérias também foi observada neste trabalho.

O fato da cultivar Agata, de ambos locais (Grupo Nascente ¢ Wehrmann),
apresentar sintomas de podriddo-mole € justificivel devido ser considerada bastante
suscetivel a bactéria, quando exposta sob condi¢des de alta precipitacdo pluviométrica
ou em condi¢des ambientais favordveis. J4 com relacdo aos resultados da cv. Atlantic
encontrados, dizem respeito a resisténcia baixa ou intermedidria as demais doencas de
maior importancia no pais, como as podridoes (BORGES et al., 2008).

Segundo Czajkowski e outros (2011) apud Pérombelon e colaboradores (1989),
um fator importante no desenvolvimento de podriddoes € o nivel de dgua no solo.
Segundo eles, a presenca de um filme de 4gua na superficie do tubérculo induz a
condi¢Oes anaerobidticas em batatas sementes, favorecendo assim a multiplicagdo da
bactéria e o inicio da podriddo. A anaerobiose afeta a resisténcia do hospedeiro
dependente de oxigénio, permitindo que a bactéria cres¢a sem nenhum obstéculo,
produzindo enzimas de degradacdo da parede celular e resultando numa lesdo

apodrecida (FUQUA et al., 2001). Talvez isso explique o fato de que mesmo utilizando
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cultivares consideradas resistentes a bacteriose como a cv. Atlantic, mas que foram
inoculadas com suspensdo bacteriana, tenham surgido lesdes escuras quando em contato
com a bactéria e o produto testado, uma vez que o percloreto em solucdo aquosa pode
liberar moléculas de Cl e O,, sendo este ultimo captado pelas bactérias para sua
respiragao.

Nao existem cultivares de batatas comerciais, que sd@o naturalmente imunes a
podriddo-mole e a canela preta causadas pela Dickeya e Pectobacterium spp., mas
algumas cultivares parecem ser parcialmente resistentes (LYON, 1989). A ocorréncia
de producdo de batatas com niveis de resisténcia parcialmente bem sucedidos, nunca
resultou em cultivares imunes, talvez pelo fato de uma estreita faixa de diversidade
genética no material parental para reproducgdo utilizado (TZENG et al., 1990).

Os pesquisadores Okeke e Frankenberger (2005), explorando o potencial de
biorreducdo do perclorato de dguas contaminadas por meio de um consércio com
bactérias aminoliticas, amido e casca de batatas, verificaram que a concentracdo do
produto diminuiu substancialmente em meio de cultura inoculada com o consoércio de
bactérias juntamente com Dechlorosoma spp.. Estes autores encontraram taxas de
remogdo do produto acima de 90% em apenas quatro dias de inoculagdo, e a medida que
as cascas eram consumidas pelas bactérias, ocorria a reducdo do perclorato, com
diminuicdo significativa em 24 horas. Eles concluiram, portanto, que os
microorganismos aminoliticos e Dechlorosoma spp. podem ser economicamente usados
para realizar a completa remog¢ao do perclorato nestas dguas.

Estes resultados vao de encontro aos do trabalho, j4 que com pouco tempo de
incubacao, a partir do tempo zero e até em 72 horas (4 dias) de incubacdo em contato
com o percloreto de ferro, havia a formacgdo de lesdes escuras, indicando a reducao do
percloreto pelas pectobactérias presentes nos tubérculos, igualmente como para o
perclorato, uma vez que ambos produtos quimicos possuem o mesmo efeito de reducio
e liberacdo de oxigénio em soluciao aquosa na presenca de bactérias redutoras.

Desta forma, de acordo com os autores acima, a pectobactéria utilizada neste
trabalho realizou a reducdo do produto, consumindo o oxigénio liberado por
conseqiiéncia da quebra da molécula em solu¢do aquosa, e conseqiiente escurescimento
da drea lesionada, indicando, como esperado, a presenca de bactéria nos tubérculos.
Ainda segundo os autores apenas visualmente, sem a aplica¢do do produto, ndo se pode
afirmar se os tubérculos estdo ou ndo colonizados por bactérias. Wu e outros (2001)

também obtiveram taxas de perclorato em rdpido decréscimo dentro de quatro dias, ndo
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sendo mais detectado em sete dias nas amostras de solos do Texas-EUA, na presenca de
bactérias redutoras do produto.

Esta reducdo do perclorato e também de clorato, segundo Van Ginkel e outros
(1995), € de responsabilidade de uma tnica enzima capaz de catalisar esta reducao.

Xu e colaboradores (2004), investigando os caminhos de redugdo do nitrato e do
clorato separadamente induzidos pelas bactérias Dechlorosoma sp. e Pseudomonas sp.,
no consumo de perclorato e clorato pela respiracdo das bactérias, observaram que
enquanto a atividade de clorato redutase e clorito dismutase foram induzidas em
Dechlorosoma sp pelo clorato ou perclorato em condi¢des anaerobidticas, estas duas
enzimas foram constitutivamente expressas pela Pseudomonas sp. em condicdes
anaerobicas e aerdbicas, independente da presenca de clorato, e para surpresa dos
pesquisadores este foi o primeiro relato da expressao constitutiva de ambas enzimas em
uma bactéria.

A atividade do clorato e perclorato redutase foi localizada dentro de fracdes
periplasmaticas para isolados de Dechlorosoma sp e Pseudomonas sp., indicando que
estas enzimas sdo soluveis e ndo estdo ligadas a membrana (STEINBERG et al., 2005).
Bem como enzimas de isolados GR-1 (KENGEN et al., 1999), Dechlorosoma sp.
perclace (OKEKE et al., 2003; GIBLIN; FRANKENBERGER, 2001) e de Ideonella
dechloratans (THORELL et al., 2003). Em contraste, a nitrato redutase A, que possui
atividade de redutase clorato e redutase clorato C de Proteus mirabilis, esta ligada a
membrana citoplasmatica (OLTMANN et al., 1976).

Este efeito provocado pela bactéria em associacdo do percloreto pode ser
considerado de biorremediagcdo desses microorganismos. Assim, como vdrias bactérias e
fungos lignoliticos e ndo-ligniliticos utilizam como estratégia (JACQUES et al., 2007)
para a eliminacdao dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos do solo, através da
biorremediacdo, na qual os microrganismos que apresentam capacidade de metabolizar
estes compostos irdo transformd-los em substincias inertes, CO, e dgua.

No caso do perclorato, eles sdo transformados em moléculas ndo téxicas ao
ambiente, de cloro e oxigénio, sendo reduzidos através do ClO4’, com o consumo do O,
pelas bactérias (LOGAN, et al., 2002). Baseado nesta ideia, supde-se entdo que as
pectobactérias, em contato com o percloreto, consomem o O, quebrado por elas
utilizando no seu crescimento e desenvolvimento, aumentando a area da lesdo com

mudanca de cor do tecido vegetal escurecendo o local, devido as caracteristicas
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intrinsecas ao percloreto. Segundo Logan (1998), a oxidagcdo de hidrogénio pode ser
usada para auxiliar na redu¢@o microbiana do perclorato.

H4 estudos em que o nitrato pode inibir completamente a degradacdo do
percloreto em condi¢des oxidantes de acetato (GERMGARD et al., 1981). Mas em
condicdes oxidantes de hidrogénio, ele ndo consegue degradé-lo. Isto foi comprovado
pelo fato de apesar de o nitrato ter uma concentragdo muito maior que o percloreto, em
testes de dguas subterraneas em dreas do Canadd, ndo houve mudanca mensurdvel nas
taxas de remocdao (LOGAN e LA POINT, 2002). O mesmo foi encontrado por
Chaudhuri e colaboradores (2002) apud Bruce e outros (1999), trabalhando com os
efeitos de nitrato e percloreto em meios de cultura para Dechlorosoma suillum,
relatando que a presenca do nitrato teve pouco efeito sobre a redugdo do perclorato pelo
isolado Dechloromonas agitata, nao podendo utilizar o nitrato como receptor de
elétrons alternativos para seu crescimento e havendo uma preferéncia pelo perclorato
(BRUCE et al., 1999).

Os resultados deste trabalho mostram também que as pectobactérias estao dentro
do grupo de microrganismos capazes de reduzirem o percloreto, fato que nem todas sdo
capazes de fazer (WU et al., 2001; MULVANEY, 1999; LOGAN et al., 2001). Em
contrapartida, Steinberg e outros (2005) apud Coates e outros (1999) e Logan (1998)
afirmam que toda bactéria capaz de captar o O, de perclorato pode respirar usando
clorato, mas o contrdrio nao € necessariamente verdadeiro. Bactérias capazes de utilizar
o clorato na sua repira¢cdo, mas nao o perclorato, sao membros pertencentes de Proteus,

Pseudomonas, e Rhodobacter.
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4 CONCLUSOES

O percloreto de ferro foi capaz de sinalizar os danos fisicos nos tubérculos de
batata nos tratamentos perfurados inoculados e ndo inoculados, mas nao a presenca de
Pectobacterium spp.

A temperatura de 35°C foi mais eficiente na sinalizagcdo das injdrias.
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CAPITULO 5

RESUMO

Influéncia da temperatura no armazenamento e transporte na qualidade de lotes
de batata

De acordo com levantamentos, pode-se estimar que as perdas em batata no Brasil
podem variar de 0% a 100%, dependendo da cultivar, beneficiamento, local, época do
ano, classe do produto, etapa da cadeia considerada como: armazenamento e transporte,
além de outros fatores. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a melhor
temperatura para armazenagem e transporte das cultivares Agata e Asterix, baseados em
notas pré-determinadas. O experimento foi instalado e conduzido no Laboratério de
Fitotecnia da Universidade Federal de Uberlandia-MG, nos meses de abril e maio de
2011. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
triplo, com dois tempos de avaliacdo: 12 e 24 horas, cinco temperaturas: 8°C, 18°C,
28°C, 38°C e 48°C, e Lote 1 e lote 2, com quatro repeti¢des para cada amostra. As
amostras de tubérculos de batata utilizadas foram provenientes do Centro Estadual de
Abastecimento (CEASA Uberlandia-MG) e incubadas por 12 e 24 horas a 8°C, 18°C,
28°C, 38°C e 48°C, sendo 04 amostras para cada tempo de avaliacdo em cada
temperatura avaliada. Os tubérculos foram mergulhados em solug¢do de percloreto de
ferro a 8%, e por 10 minutos. Em seguida, foram retirados e deixados em repouso sobre
bandejas, por 20 minutos. Foram avaliados pela escala de notas, avaliando de O a 4,
quanto ao tamanho das manchas presentes. Verificou-se o grau de manchas circulares
escuras que surgiam apos contato com o percloreto de ferro, inferindo assim o grau de
dano da amostra pela pectobactéria, e o niimero de batatas podres que apareciam a cada
tempo de incubagdo. A cada teste, foi realizada uma amostra controle em cada lote, em
temperatura ambiente e aplicando nota a ela, realizando um confronto destas notas a
cada avaliacdo realizada. Contudo, conclui-se que temperaturas acima de 28°C foram
suficientes para indicar a qualidade dos tubérculos armazenados, quando mergulhados
na solucgdo de percloreto de ferro, e que o maior nimero de batatas podres foi observado
em temperaturas proximas a 48°C.

Palavras-chave: Agata, injurias, percloreto de ferro, escala de nota.
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ABSTRACT

Indication of pectobacteria by iron perchlorate in commercial potato batches

According to surveys, potato losses in Brazil vary from 0% to 100%, depending on
cultivar, post harvest processing, location, time of the year, product class, and position
analyzed in the chain, such storage or transport, besides other factors. Therefore, this
study determined the best storage and transport temperatures for cultivars Agata and
Asterix, based on predetermined ratings. The experiment was done in the Horticulture
Laboratory at the Universidade Federal de Uberlandia-MG from April to May 2011.
The experimental design was completely randomized, as triple factorial, with five
temperatures: 8, 18, 28, 38 and 48°C, two evaluation times: 12 and 24 hours and two
batches: Batch 1 and batch 2, with four repetitions per sample. The samples used were
from the Centro Estadual de Abastecimento (CEASA Uberlandia-MG). The samples
were evaluated twice: 12 and 24 hours, and at five temperatures: 8, 18, 28, 38 and 48°C,
with 04 samples for each time and temperature evaluated. The tubers were dipped in a
solution of iron perchlorate to 8% for 10 minutes. They were then removed and allowed
to settle on trays for 20 minutes. Were assessed by evaluating grading scale from 0 to
4, regarding the size of the spots presents.There was the degree of circular
dark spots that appeared after contact with the iron perchlorate, thus inferring the degree
of damage of the sample by pectobacteria; and the number of rotten potatoes that
appeared each incubation time. Each test was performed a control sample in each
batch at room temperature by applying a note to her, making a comparison of these
notes to each evaluation. However, it is concluded that temperatures above 28°C were
sufficient to indicate the quality of stored tubers when immersed in the solution of iron
perchlorate, and that a greater number of rotten potatoes was observed at temperatures
around 48°C.

Keywords: Agata, injuries, iron perchlorate, rating scale.
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1 INTRODUCAO

A batata é uma das hortalicas mais plantadas no Brasil, com grande expressao
econdmica em diversos estados e regides. Atualmente, em nosso pais, duas alternativas
tém sido utilizadas para beneficiamento e classificacdo apos a colheita. A mais comum
¢ levar a batata para um galpao onde, sobre esteiras, sofre uma lavagem ou escoamento
mecanico, e em seguida uma nova secagem. Esta é mais popular, porque torna os
tubérculos mais limpos e atraentes; a outra alternativa é a escovagdo, tecnicamente mais
recomenddvel para evitar perdas por deterioracdo (HENZ, 1993); sendo selecionada e
classificada manualmente ou mecanicamente. Depois de ensacada, as batatas sdo
transferidas para um armazém, de onde podem ser retiradas conforme a demanda

(FINGER; FONTES, 1999). Sdo nestas unidades, conhecidas por “Lavadoras,” que as

batatas sao classificadas e beneficiadas.

O processo de lavagem pode aumentar a incidéncia de deterioracdo em relacao
aos tubérculos ndo lavados, sendo dificil prever a quantidade porque dependem de uma
série de fatores, como cultivar, época do ano, oscilagdes climdticas, incidéncia de
pragas e doencas, alteracoes no mercado, etc. De acordo com levantamentos, pode-se
estimar que as perdas em batata no Brasil podem variar de 0% a 100%, dependendo da
cultivar, beneficiamento, local, época do ano, classe do produto, etapa da cadeia
considerada como: armazenamento e transporte, além de outros fatores. As causas das
perdas sdo diversas e incluem principalmente a deterioracdao dos tubérculos causada por
patégenos, dentre eles as pectobactérias, causadoras da podriddio mole, defeitos na
aparéncia, como injdrias mecanicas e lesdes de fungos e bactérias, incluindo a demora
na venda do produto no varejo (HENZ; BRUNE, 2004).

No entanto, ha algumas medidas gerais que podem contribuir para a redugdo
dessas perdas, podendo ser adotadas pelos diferentes segmentos da cadeia produtiva da
batata. Para Henz (2004), contribui¢cdes simples, como: ajuste das mdaquinas de
beneficiamento para evitar quedas acentuadas e ferimentos desnecessdrios nos
tubérculos; o ajuste da temperatura e a velocidade do vento do tinel de secagem para
evitar danos excessivos a pelicula dos tubérculos, no caso da batata lavada;

armazenagem em local com pouca luz, fresco, seco e bem ventilado por periodos curtos

95



de no maximo cinco dias; utilizacdo de refrigeracdo de 7 a 12°C, no caso de um
armazenamento mais prolongado.

Muitos sdo os detalhes a serem observados para atenuar as perdas quantitativas e
qualitativas dos produtos agricolas. O perfeito acondicionamento dos produtos em
embalagens adequados as suas caracteristicas € o primeiro passo para minimizar estes
efeitos; sendo o transporte e manuseio na hora da comercializacdo aspectos bdsicos e
fundamentais para evitar perdas e garantir a boa qualidade (MARTINS; FARIAS,
2002).

Na tentativa de minimizar essas perdas, indicando para isso qual o melhor
destino do lotes recém lavados nas lavadoras, foram testadas notas indicativas de
bactérias baseadas na imersdao de tubérculos de batata no percloreto de ferro, tendo
como base os resultados do capitulo 2, podendo o beneficiador, ainda na lavadora,
definir o destino aos quais os lotes devem ter de acordo a nota recebida; se podem ficar
armazenados ou se devem seguir de imediato ao consumo.

De acordo com essas informagdes, o trabalho teve como objetivo determinar a
melhor temperatura para transporte e armazenamento das cultivares Agata e Asterix,
tendo como pardmetro notas pré-determinadas e o nimero de batatas podres em cada

tempo de incubacdo, qualificando os lotes de batatas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacio e conducao do experimento

O experimento foi instalado e conduzido no laboratério de Fitotecnia da
Universidade Federal de Uberlandia- MG, nos meses de abril e maio de 2011. As
amostras utilizadas foram provenientes do Centro Estadual de Abastecimento (CEASA,
Uberlandia-MG).

Foram utilizados como amostra sacos de 25 kg de tubérculos de batatas,
provenientes de Araxd-MG (Latitude: 19°33°45=S, Longitude: 46°56’15=W); Sao
Gotardo-MG (Latitude:19°18°45=S, Longitude:46°03’45=W); Patrocinio-MG
(Latitude:19°56°15=S, Longitude: 46°56’15=W), Palmas-PR (Latitude: 26°26’15=S,
Longitude: 51°56°15=W) e amostras para um teste coletados no CEASA de Uberlandia-
MG, cuja origem foi desconhecida. As cultivares trabalhadas foram: Agata e Asterix,
devido a disponibilidade no CEASA. Com excecdo dos tubérculos provenientes de
Palmas-PR, que foram lavados cerca de trés dias antes de sua entrada no CEASA-
Uberlandia, todos os outros passaram pela lavadora um dia antes. Os tubérculos foram
pré-selecionados durante a montagem do ensaio, evitando colocar tubérculos
danificados pelo transporte a fim de evitar interferéncias no momento da leitura do
teste, sendo separados por amostras de acordo a origem e cultivar.

Para cada teste realizado, foram separadas duas amostras aleatoriamente com
seis (06) tubérculos das cultivares e colocados dentro de redes de nylon. As amostras
foram separados da seguinte forma: amostras somente com batatas da cultivar Agata ou
amostras com Agata e Asterix. Elas foram diferenciadas por uma fita crepe
identificando—as, sendo a mesma fixada na rede.

Foram feitos seis testes neste experimento, de acordo com a origem e cultivar de

cada amostra proveniente do CEASA (Tabela 14)
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TABELA 14. Amostras dos testes realizados de acordo as diferentes cultivares e
procedéncia, coletadas no CEASA, Uberlandia-MG. Uberlandia-MG,

2011.
Teste Amostras Cultivares Procedéncia

1 Agata Araxa-MG

1 2 Agata Araxa-MG
1 Agata Desconhecido

2 2 Agata Desconhecido
1 Agata Sao Gotardo-MG

3 2 Agata Patrocinio-MG
1 Agata Palmas-PR

4 2 Agata Patrocinio-MG
1 Asterix Palmas-PR

5 2 Agata Araxa-MG

6 1 Asterix Patrocinio-MG
2 Agata Patrocinio-MG

As amostras foram avaliadas em dois tempos (12 e 24 horas) e em cinco
temperaturas distintas (8°C, 18°C, 28°C, 38°C e 48°C), com 4 repeticoes de 6
tubérculos. Apds o periodo de incubagdo, as amostras foram colocadas em baldes de
plastico, contendo 2 litros da solucdo de percloreto de ferro a 8,0% (conforme realizado
na Franga — informagdo verbal)® e imersos por 10 minutos. Em seguida, foram retiradas
e deixadas em repouso sobre bandejas, por 20 minutos.

Os tubérculos foram avaliados de acordo a escala de notas determinada no
Anexo A2 deste trabalho, variando de 0 a 4, onde: 0 — sem mancha escura; 1 - poucas
manchas escuras (1-25% lesdes com 1 mm de didmetro); 2 — manchas escuras médias
(26-50% lesdes com 2 mm de didmetro); 3 — manchas escuras entre as lenticelas (51-
75% lesdes de 3 a 5 mm de didmetro) e 4—manchas escuras entre as lenticelas (76-100%
lesdes de 4 a 10 mm de didmetro), inferindo o grau de dano fisico e sanitdrio da amostra

e o nimero de batatas podres que apareceram a cada tempo de incubac¢do, buscando

> Informacdo fornecida pela Associacio Brasileira da Batata (ABBA) em 2009.
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determinar um tempo ideal para que nao haja o surgimento de bactérias devido a

injurias, indicado pelas notas.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
triplo (2 X 5 X 2), com dois tempos de avaliagdo: 12 e 24 horas, cinco temperaturas:
8°C, 18°C, 28°C, 38°C e 48°C, e duas amostras: 1 e 2, com quatro repeti¢des,
totalizando 80 parcelas, sendo cada uma representada por uma amostra com 6

tubérculos.

2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Normalidade (Shapiro Wilk) e
Homegeneidade (Levene), verificando a variabilidade dos dados, e realizada a anélise
de variancia para verificar a existéncia de diferencas entre os tratamentos. Para a
comparacao das médias, aplicou-se o teste de F, a 5% de significancia, e submetidas a
andlise do teste de Tukey. Para as andlises, foram utilizados os programas estatisticos
SPSS (NIE, 1975), para os testes de pressuposi¢cdes, e SISVAR (FERREIRA, 2008),

para os demais.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicaciao de pectobactérias por percloreto de ferro em lotes comerciais de
batata

Para os testes realizados nos tubérculos da cultivar Agata, provenientes dos
municipios de Araxd-MG (amostras 1 e 2, teste 1), CEASA-Uberlandia-MG (amostras 1
e 2, teste 2), Palmas-PR (amostra 1) e Patrocinio-MG (amostra 2), ambos do teste 4, ndo
foi possivel realizar uma andlise estatistica, pois de acordo os dados, as variancias foram
nulas.

Porém, visualmente, foi possivel verificar de maneira em geral nestes testes que
os tubérculos apresentaram notas maiores do que as do controle (3)- manchas escuras
entre as lenticelas em temperaturas mais elevadas a partir dos 28°C. No momento que
essa temperatura aumentava ficando préxima dos 38°C, os tubérculos iniciavam um
processo de queima na estufa, isto ocorreu para ambos os tempos avaliados (12 e 24
horas).

Estes resultados também foram encontrados nos testes 3, 5 e 6. Foi observado
também um maior nimero de batatas podres, quando incubados a 48°C e por 24 horas,
conforme as figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. Isto mostra uma relacio direta entre tempos de
avaliacdo e temperatura, em que quanto maiores for o tempo de exposicdo dos
tubérculos em condi¢des de altas temperaturas, maior serd o seu apodrecimento,
conseqlientemente maiores notas aparecerdo. Fica evidente, neste caso, que tanto a
qualidade sanitdria, quanto o aspecto fisico dos lotes sdo importantes, devendo leva-los
em conta, pois, se had presenca de bactérias, mesmo em estado latente, bem como danos
mecanicos, o crescimento e desenvolvimento do patégeno pode ser favorecido.

Com base nestas observacdes, para que os tubérculos possam fazer longas
viagens e ficarem armazenados, sugere-se que eles fiquem em condi¢des de baixas
temperaturas (18°C), para garantir o sucesso de entrega ao comprador, evitando perdas

durante o trajeto das lavadoras até o consumidor final.
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FIGURA 4.Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes de
Araxd-MG, ap6és 10 minutos de imersdo na
solucdo de percloreto de ferro a 8%, avaliados aos
20 minutos apds secagem e incubados por 12

horas a 28°C, Uberlandia-MG, 2011.

FIGURA 5. Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes de Araxd-MG,
ap6s 10 minutos de imersdo na solugdo de percloreto de
ferro a 8%, avaliados aos 20 minutos apds secagem e
incubados por 24 horas a 38°C, Uberlandia-MG, 2011.
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FIGURA 6. Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes de Araxd-MG,
ap6s 10 minutos de imersdo na solugdo de percloreto de

ferro a 8%, avaliados aos 20 minutos apds secagem e
incubados por 24 horas a 48°C, Uberlandia-MG, 2011.

FIGURA 7. Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes do CEASA de
Uberlandia-MG, origem desconhecida, ap6és 10 minutos de
imersdo na solu¢do de percloreto de ferro a 8%, avaliados aos 20

minutos apdés secagem e incubados por 12 horas a 38°C,
Uberlandia-MG, 2011.
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FIGURA 8. Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes do CEASA de
Uberlandia-MG, origem desconhecida, apdés 10 minutos de
imersdo na solugdo de percloreto de ferro a 8%, avaliados aos 20
minutos apds secagem e incubados por 24 horas a 38°C,

Uberlandia-MG, 2011.

FIGURA 9. Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes de Palmas-PR e
Patrocinio-MG, apdés 10 minutos de imersdo na solugdo de

percloreto de ferro a 8%, avaliados aos 20 minutos apds secagem
e incubados por 12 horas a 48°C, Uberlandia-MG, 2011.
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FIGURA 10. Tubérculos de batata cv. Agata, provenientes de Palmas-PR e
Patrocinio-MG, apdés 10 minutos de imersdo na solugdo de
percloreto de ferro a 8%, avaliados aos 20 minutos apds
secagem e incubados por 24 horas a 48°C, Uberlandia-MG,

2011.
Com relagdo ao nimero de batatas podres, ndo houve diferenca significativa
entre os tubérculos provenientes de Sao Gotardo-MG e Patrocinio-MG, nos tempos de

12 e 24 horas de incubacgdo (Tabela 15). Sendo, neste caso, indiferente o uso de um lote

ou outro, na sua qualificacdo quanto ao ndimero de tubérculos podres, uma vez que o0s

fatores agem independentemente.
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TABELA 15.Tubérculos de batata cv. Agata provenientes de Sdo Gotardo-MG e
Patrocinio-MG, submetidos a diferentes tempos e temperaturas de
incubacdo, na quantificacdo do nimero de batatas podres, Uberlandia-

MG, 2011.
Tempo Temperaturas Numero batatas podres
(horas) O Amostras
Sdo Gotardo-MG Patrocinio-MG
Controle 1,0 aAa 1,0 aAa
8 1,0 aAa 1,0 aAa
18 1,0 aAa 1,0 aAa
12 28 1,0 aAa 1,0 aAa
38 1,0 aAa 1,0 aAa
48 1,5 aBb 1,0 aAa
Controle 1,0 aAa 1,0 aAa
8 1,0 aAa 1,0 aAa
18 1,0 aAa 1,0 aAa
24 28 1,0 aAa 1,0 aAa
38 1,0 aAa 1,0 aAa
48 1,0 aAa 1,0 aAa

DMS tempo= 0,16

DMS temperatura = 0,24
DMS amostras = 0,16
CV =11,54%

Médias seguidas por letras distintas, mintdsculas na linha e maitisculas na coluna, diferem entre si pelo teste
tukey a 0,05 de significancia. (Levene) F=1,213 (,309) e (Shapiro Wilk) W= ,480 (,000), valores em negrito
indicam varidncias homogéneas e residuos normalmente distribuidos a significancia de 0,05,
respectivamente.

Os tubérculos de batata das cultivares Asterix, provenientes de Palmas-PR e
Agata de Araxd-MG, ndo apresentaram diferenca significativa para nenhuma das

variaveis analisadas (Tabela 16).
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TABELA 16. Tubérculos de batata cv. Asterix provenientes de Palmas-PR e cv. Agata
de Araxd-MG, submetidos a diferentes tempos, amostras e temperaturas
na quantificacdo do nimero de batatas podres, Uberlandia-MG, 2011.

Tempo Médias
(horas)
12 1,0a
24 1,02 a
Amostras
Asterix 1,0 a
Palmas-PR
Agata 1,02 a
Araxa-MG
Temperauras
°C)
Controle 1,0a
8 10a
18 1,0a
28 1,0a
38 1,0a
48 1,06a

DMS tempo= 0,04
DMS amostras= 0,04
DMS temperatura= 0,10
CV= 10,10%

Médias seguidas por mesmas letras, nao diferem pelo teste tukey a 0,05 de significancia. (Levene) F=
7,039 (,000) e (Shapiro Wilk) W= 0,448 (,000), valores em negrito indicam varidncias homogéneas e
residuos normalmente distribuidos a significancia de 0,05, respectivamente.

Baseado na Tabela 17, embora visualmente ambas as amostras estivessem ruins
durante a montagem do experimento (dados ndo mostrados), a amostra da cv. Agata,
proveniente de Patrocinio-MG, foi a que apresentou os piores resultados em relacdo ao
nimero de tubérculos podres; com uma podriddio maior quando presente em
temperaturas de 38°C (1,5) e 48° (1,25) (Figura 11), sendo esta ndo indicada ao

armazenamento e trasnporte.
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Ja para a amostra da cultivar Asterix, ndo houve diferenca significativa entre as
temperaturas avaliadas. O ideal para armazenamento e transporte destes tubérculos
avaliados deveria ser no maximo de 28°C, ji que temperaturas mais elevadas sdo

indesejaveis, devido ao surgimento de tubérculos podres (Tabela 17).

TABELA 17. Tubérculos de batata cvs. Aterix e Agata provenientes de Patrocinio-MG
submetidos a diferentes temperaturas e amostras, na quantificagdo do
nimero de batatas podres, Uberlandia-MG, 2011.

Temperaturas (°C) Numero batatas podres
Amostras
Asterix Agata
Patrocinio-MG Patrocinio-MG

Controle 1,0 aA 1,0 aA

8 1,0 aA 1,0 aA

18 1,0 aA 1,0 aA

28 1,0 aA 1,0 aA

38 1,0 aA 1,5bB

48 1,0 aA 1,25bB

DMS temperatura = 0,29

DMS amostras= 0,20
CV=1921%

Médias seguidas por letras distintas, mintdsculas na coluna e maidsculas na linha, diferem entre si pelo
teste tukey a 0,05 de significancia. (Levene) F= 1,213 ( ,309) e (Shapiro Wilk) W= 0,480 ( ,000),
valores em negrito indicam variancias homogéneas e residuos normalmente distribuidos a significancia
de 0,05, respectivamente.

Provavelmente, a ocorréncia de podriddo em tubérculos da cv. Agata deve-se ao
fato desta ser mais suscetivel, quando comparada a Asterix.

Resultado semelhante foi encontrado para cv. Agata, proveniente de Sio
Gotardo-MG e Patrocinio-MG (teste 3), para as temperaturas de incubag¢do, mostrando

que as mais baixas sdo as mais indicadas durante o armazenamento e transporte.
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FIGURA 11.Tubérculos de batata cv. Agata com
pontos de aprodrecimento incubados a
38°C por 12 horas, apés 10 minutos de
imersdao em solucdo de percloreto de

ferro a 8%, 20 minutos apds secagem,
Uberlandia-MG, 2011.

Segundo os autores Elphistone (1987) e Lapwood; Gans (1984), existem perdas
durante a estocagem de tubérculos de batata que sdo consideradas significativas de até
100%, sendo atribuidas a podriddes causadas por bactérias do género Pectobacterium,
em especial de Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, P. carotovorum
subsp. carotovorum e Dickeya chrysanthemi . Jobling (2000) relatou que as perdas
devido a impactos e danos fisicos em batatas podem chegar até 40% na pds-colheita,
com influéncias diretas no aumento da incidéncia de doengas, sendo associadas a esses
danos fisicos as podriddes bacterianas (HENZ; BRUNE, 2004).

De maneira geral, as perdas estimadas de batatas no Brasil, variam de 0 a 100%
(HENZ; BRUNE, 2004). Esta variacdo depende da cultivar usada, o processo delas
durante o beneficiamento, ao local de instalacdo da cultura, a época do ano, etc. Sendo

assim, pode-se dizer que as perdas possuem varias causas e dentre elas incluimos a
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deterioracdo dos tubérculos (causada por patégenos), injirias mecanicas, doencgas
(podriddes), transporte inadequado, falta de aeracdo, beneficiamento pds-colheita
improprio, com destaque na lavagem e secagem, dentre outros.

Em conformidade, Martins e Farias (2002) apontam as perdas para estas mesmas
causas e relatam que estas sdo normalmente as portas de entrada para invasdes e
crescimento de patdgenos, ocasionando perda de peso, sabor, firmeza, mudanca na
coloracdo, sendo as injdrias mecanicas as principais causas de perdas na qualidade pos-
colheita (CRISOSTO et al., 1997).

Desta forma, as causas das diferentes variacdes de perdas durante o ano, para
qualquer produto horticola, podem ser naturais e/ou provocadas. As causas naturais sao
atribuidas aos fatores climdticos, que podem acelerar a senescéncia dos produtos e
favorecer o desenvolvimento dos patdgenos causadores de apodrecimento. Assim, nos
meses de verdo, as ocorréncias de altas temperaturas e elevadas taxas de umidade do ar
criam as condi¢Oes favordveis para o desenvolvimento de fungos e bactérias que
contaminam os produtos. No periodo de inverno, as temperaturas mais baixas
favorecem uma melhor conservagdo, retardando a maturagdo e a multiplicacdo de
patégenos, proporcionando assim menor risco de contaminac¢do (VILELA et al., 2003).

As perdas podem estar relacionadas também ao processo de limpeza nas
lavadoras, provocando injdrias, € num segundo instante facilitando a penetracdo de
bactérias. Fato este que somado a suscetibilidade dos lotes da cultivar Agata e visto que
todos passaram por este processo durante o beneficiamento, pode ter sido um dos
fatores limitantes na md qualidade destes lotes estudados.

De acordo Alves (2011), o processo de lavagem das batatas apresenta
desvantagens, pois além de acelerar a deterioracdo dos tubérculos causada por
patégenos, ele aumenta a suscetibilidade ao esverdeamento quando armazenado. Outro
ponto a ser considerado € a qualidade da 4gua usada no processo de lavacdo, que deve
ser tratada ou proveniente de poco artesiano, evitando-se a dgua de rios e acudes que
podem estar contaminadas. Evangelista e colaboradores (2011) também observaram o
esverdeamento tipico em todas as cultivares trabalhadas durante o armazenamento.

As temperaturas possuem importante papel no controle ao surgimento das
pectobactérias, pois de acordo Oliveira (2001), cada espécie ou subespécie possuem
uma temperatura 6tima de desenvolvimento indo desde 15°C a 37°C, abrangendo as

Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum, as P. carotovorum subsp.
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carotovorum e a Dickeya chrysanthemi. Sendo assim, durante o acondicionamento dos
tubérculos, deve-se levar em conta as temperaturas no armazenamento € no transporte.

Condi¢des ambientais, como umidade e temperatura, possuem grande influéncia
no surgimento de doencas e extensdo de danos causados. Segundo Smadja e
colaboradores (2004), a severidade da podriddo-mole provocada por estes agentes €
dependente da temperatura. Para Martins e Farias (2002), condi¢des de armazenamento,
como temperatura e umidade relativa do ar, sdo fatores na pos-colheita que podem levar
a perdas fisioldgicas resultantes de fisiopatias. Para Ferreira e Netto (2007), as perdas
ocorrem no transporte e principalmente no armazenamento inadequado de tubérculos.

Levando em conta as condi¢des de transporte no nosso pais, Caixeta Filho
(1999) reporta que o mau estado de conservacdo das estradas brasileiras, associado as
altas temperaturas que ocorrem no pais, aceleram a deterioragdo, de forma que as perdas
de produtos pereciveis, como hortalicas, podem chegar a 30%. E segundo Vilela e
outros (2003), as perdas no transporte variam de acordo as estagdes do ano, sendo mais
intensas nas épocas chuvosas. O cendrio das malhas rodovidrias no pais continua sendo
motivo para perdas de produtos pereciveis.

Para Alves (2011), o transporte a longas distancias, quando possivel, deve ser
feito em caminhdes com lona térmica, organizando a carga permitindo uma aeragdo
apropriada entre os sacos, evitando que aqueles localizados na parte inferior da
carroceria fiquem excessivamente imidos e quentes.

Segundo Parkin e Schwobe (1990), as batatas estdo sujeitas a considerdveis
perdas durante o armazenamento. Por isso, ndo é possivel estocar, sem qualquer
controle atmosférico, o excedente de uma boa safra de batatas para garantir o produto
numa época de baixa producdo. A fim de se controlar o fluxo de mercado e aumentar o
periodo de conservagdo dos tubérculos, € necessdrio armazend-los em baixas
temperaturas. Esse tipo de armazenamento aumenta a vida util dos tubérculos e
consequentemente traz qualidade ao produto final.

Para Martins e Farias (2002), o transporte e armazenamento inadequados sdo
apontados como as causas de perdas altamente significativas nas cadeias produtivas.
Assim, o armazenamento de cada produto deve ser feito segundo suas exigéncias e
tolerincias de temperatura, umidade relativa e circulagdo de ar nos armazéns ou
camaras frigorificas. Em muitos casos, € aconselhdvel a realizacdo de um pré
resfriamento antes da armazenagem. Essa operacdo demove rapidamente o calor dos

produtos pereciveis e sua temperatura fica préxima daquela que serd utilizada durante o
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periodo de armazenamento ou transporte. Alguns produtos sdo incompativeis e ndo
podem ser armazenados simultaneamente em camaras frigorificas ou armazéns. As
utilizagdes do ar refrigerado devem ser continuas ao longo de toda a pds-colheita até o
consumidor final, o que permite a manutencdo da qualidade dos produtos. No
transporte, ndo sendo possivel o uso de veiculos refrigerados, as cargas devem ser
protegidas com lonas limpas e de cores claras. E preciso garantir a circulagio de ar, para
evitar o abafamento e calor excessivo sobre as mercadorias. Hoje, j& encontram-se
batatas sendo transportadas em caminhdes refrigerados.

De acordo Calbo (2011) apud Finger e Fontes (1999), no armazenamento de
batatas para consumo, a temperatura 6tima empregada deve ser a 10°C. Embora a vida
util dos tubérculos seja prolongada, é preciso atentar-se para a temperatura durante o
armazenamento, pois temperaturas menores que esta aumentam a concentracdo de
acucares redutores, que caramelizam sob a acdo do calor durante a fritura e deixam a
batata frita escura, sendo que este efeito depende da cultivar (CALBO, 2011 APUD
COELHO, 1998, KIM et al., 1993).

O armazenamento pode interferir no metabolismo dos tubérculos e, desta forma,
Chapper e colaboradores (2004) determinaram, durante o armazenamento pds-colheita
de tubérculos de batata entre 21°C e 28°C, que baixas temperaturas no armazenamento
induzem aumentos nas atividades da invertase 4cida e da amilase especificas,
comprovando estas alteracdes metabodlicas durante estocagem.

No armazenamento de batata-semente, temperaturas superiores ao ponto de
congelamento -0,6°C e ao redor de 0°C sao preferiveis, e durante o armazenamento da
batata a umidade relativa deve ser superior a 90%. No entanto, deve-se evitar a
ocorréncia de condensagdo superficial de 4dgua causada pela supersaturacdo do ar.
Temperaturas baixas atrasam a formacdo e o desenvolvimento dos brotos, reduzem a
perda de dgua e aumentam a vida util dos tubérculos (CALBO, 2011). Nakagawa e
colaboradores (1995) afirmaram que em batata-semente o uso de temperaturas maiores
de 28°C faz com que a ocorréncia de podridées aumente muito, devido a temperatura e
a transpiragao.

Em concordancia com os autores acima, Alves (2011) relata que em algumas
situagdes o armazenamento refrigerado pode ser ttil, sendo recomendado manter a
batata a 0°C e numa umidade relativa entre 80 e 90%, com adequada ventilacdo, embora

o uso de temperaturas abaixo de zero possam ocasionar acimulo de sacarose e agicares
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redutores, o que € indesejdvel, pois torna a batata escura quando preparada na forma de
fritas.

Vérias medidas efetivas que reduzem estas perdas durante armazenamento e
transporte ja foram citadas, mas ainda ha outras, como as relatadas por Henz e Brune
(2004). Para esses autores realizar o ajuste de mdaquinas de beneficiamento, evitando
ferimentos desnecessdrios nos tubérculos, para a batata lavada, ajustar a temperatura e a
velocidade do vento do tinel de secagem, evitando danos excessivos a pelicula dos
tubérculos, usar de artificios de refrigeracdo no armazenamento e outros sdo medidas
alternativas.

Hé também a aplicacdo de sais de cdlcio, ja relatada por diversos autores, tendo
importante papel na reducdo de desordens fisiolégicas, retardamento na senescéncia e
inibicdo de podriddes pds-colheita, uma vez que o célcio tem habilidade em reduzir o
desenvolvimento de doencas pds-colheita em frutos. Este procedimento ocorre pela
ligacdo deste fon as pectinas presentes na parede celular do fruto, resultando no
decréscimo da habilidade das enzimas pectoliticas produzidas pelo patégeno em
degradar a parede celular, controlando a agcdo destes agentes patogénicos (GOMES et
al.,, 2005 apud CONWAY ET AL, 1988, 1992; SHARPLES E JOHNSON, 1977).
Gomes e outros (2005), trabalhando com cdlcio e microrganismos para controle da
podriddo mole em tomate, conseguiram resultados positivos com a aplicacdo de
antagonistas associados com solu¢des de célcio, proporcionando uma reducdo
considerdvel da podridao-mole em tomate, destacando a associacdo levedura/célcio.

Os resultados de Yaganza e outros (2004), no efeito da aplicacdo de diferentes
sais organicos e inorganicos na qualidade de batatas armazenadas, corroboram com 0s
outros autores, mostrando ser eficaz no controle de doencas.

Com relacdo a questdo de resisténcia dos lotes da cultivar Asterix levantada
neste trabalho em relacdo a podridao-mole, Benelli e outros (2004) também observaram
isto, relatando que ela apresentou a menor suscetibiliddae em relagcdo a Pectobacterium
carotovorum subsp. atrosepticum, quando comparada as cultivares Achat, Baronesa e

Monalisa; refor¢ando esta hipdtese .

113



4 CONCLUSOES

Temperaturas a partir de 28°C podem ser suficientes para a indicacdo da
qualidade dos tubérculos de batata com uso da solucdo de percloreto de ferro.

Temperaturas de 38°C ocasionam queima dos tubérculos em 12 e 24 horas de
incubacao.

Em temperaturas proximas a 48°C, ocorrem maior nimero de batatas podres.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que o perlcloreto de ferro foi considerado ideal na qualificagdo dos
tubérculos de batata apenas quanto a danos fisicos., e na indicagdo da melhor

temperatura para armazenagem e transporte por meio da escala de notas.
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ANEXOS

Anexos A

Anexo Al. Tabela de niveis de tolerancia, em porcentagem de tubérculos
atacados, para pragas ndo-quarentendrias regulamentadas, danos e
misturas na batata-semente a ser produzida, importada e comercializada
no pafs, segundo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

Anexo A2. Amostras de batatas como critérios para aplica¢do de notas,
Uberlandia-MG, 2009.

Anexo A3: Arvore decisdria para identificacdo dos espécimes, segundo

reacoes de PCR com diferentes pares e triades de primers descritos na
literatura.
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Anexo Al. Tabela de niveis de tolerancia, em porcentagem de tubérculos atacados, para
pragas ndo-quarentendrias regulamentadas, danos e misturas na batata-semente a ser
produzida, importada e comercializada no pais.

PRAGAS, DANOS E MISTURAS TOLERANCIA
CATEGORIA
BASICA  CERTIFICADA DE 1? CERTIFICADA DE 2*
GERACAO GERACAO
A — VIROSES
PVX 2,0 3,0 5,0
PVY 3,0 6,0 8,0
PLRV 2,0 5,0 6,0
PVS 2,0 3,0 5,0
Limite: 4,0 8,0 12,0
B — RIZOCTONIA e SARNAS COMUM e
PRATEADA
Rhizoctonia solani
— tubérculos acima de 1/8 da superficie atacada 2,0 3,0 5,0
- tubérculos abaixo de 1/8 da superficie atacada 20,0 20,0 20,0
- tubérculos com até 1/16 da superficie atacada 30,0 30,0 30,0
Streptomyces spp
- tubérculos acima de 1/8 da superficie atacada 2,0 3,0 5,0
- tubérculos abaixo de 1/8 da superficie atacada 20,0 20,0 20,0
- tubérculos abaixo de 1/16 da superficie atacada 30,0 30,0 30,0
Helminthosporium solani
- tubérculos acima de 1/8 da superficie atacada 2,0 3,0 5,0
- tubérculos abaixo de 1/8 da superficie atacada 20,0 20,0 20,0
- tubérculos abaixo de 1/16 da superficie atacada 30,0 30,0 30,0
C - OUTRAS PRAGAS
Pulgdo (niimero de pulgio) 0,0 0,0 0,0
Ralstonia solanacearum 0,0 0,0 0,0
Spongospora subterranea 0,0 1,0 1,0
Fusarium solani (tipo eumartii) 0,0 0,0 0,0
Phytophtora infestans 1.0 3,0 5,0
Erwinia spp 1,0 1,0 2,0
Meloidogyne spp (Nematdides de galha) 1,0 1,0 2,0
Fusarium spp 2,0 2,0 3,0
Altenaria spp 3.0 5,0 7,0
Cylindrocladium spp 2,0 2,0 3,0
Pratylenchus spp (Nematdides das lesdes) 1.0 1,0 2,0
Limite: 7,0 8,0 10,0
D - DANOS CAUSADOS POR INSETOS
Traga (Phthorimaea operculella) 2,0 3,0 5,0
Danos causados por outros insetos 5,0 7,0 10,0
Limite: 5,0 7,0 10,0
E - DANOS FISIOLOGICOS
E.1 - Embonecamento, fendas, coragdo oco, 10,0 12,0 15,0
coracdo preto, mancha chocolate (mancha interna)
E.2 - Tubérculo vitrificado, broto fino, dano de 3,0 4,0 5,0

desfolhante, Deficiéncia de célcio, queimadura
(cozimento de sol)

Limite: 10,0 12,0 15,0
F - DANOS MECANICOS

(batidas, cortes e esfolamento) 5,0 10,0 10,0
Limite: 5,0 10,0 10,0
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“Anexo Al, Cont.”

G - MISTURAS

G.1 - Mistura Varietal 0,0 1,0 2,0
G.2 - Mistura de Tamanho 5,0 5,0 5,0
Limite: 5,0 5,0 5,0
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Anexo A2. Amostras de batatas como critérios para aplicacao de notas, Uberlandia-MG,
2009.

Nota 0 — sem mancha escura Nota 1 - poucas manchas escuras
(1-25% lesdes com 1 mm de didmetro)

Nota 2 — manchas escuras .médias Nota 3 — manchas escuras entre as
(26-50% lesGes com 2 mm de diametro) lenticelas (51-75% lesdes de 3 a 5 mm
de didmetro)

Nota 4-manchas escuras entre

as lenticelas (76-100% lesdes de 4
a 10 mm de didmetro)
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Anexo A3: Arvore deciséria para identificacdo das subespécies de Pectobacterium spp., segundo reagdes de PCR com diferentes pares e triades de

primers descritos na literatura.

Apresenta amplicom de
550 pb com o par de
primers EXPCC ReF?

Apresentou cs amplicons

de 480pb, 510pb e 550pb

com atriade de primers
1491f, LIRA e LIRG?

Apresenta amplicon de
690pb com o par de
primers ECA1F e ECA2R?

123

os amplicons da
triade de primers Brif,
L1RA ¢ L1RG?

Trés amplicons de 320pb,
510pbe550pb |
identificado como Pecbr)

[Duhmplwudnsmpbe
550pb
(identificado como Pec)

Nenhum amplicon

(identificado coma Pco ou
Pcb)




