MAI® - JUNHO DE 1954,
REV. @ERES, VYOL. 5 (29): 326—351

O valor diagndstico de alteragoes das

qualidades fisioldgicas dos tubérculos

para o reconhecimento do grau de de-
generescéncia das batatinhas (*)

K. SILBERSCHMIDT (1)

E' chamada “degenerescéncia” — “degeneration” da li-
teratura anglo-americapa, “Abbau” da literatura alema — a
diminui¢do progressiva e irreversivel da producdo da bata-
tinha, veriflicada frequentemente em culturas desta planta
com a sucessdao das geracgoes, obtidas por reproducao vege-
tative a partir de tubérculos. Esta degenerescéncia € devi-
da a disseminacio crescente nas plantacdes de certas doen-
cas de virus. Diante da existéncia de uma relacao tao di-
reta entre a degenerescéncia e a infecgdo das plantas por
certas doencas de virus, ndo é de estranhar, que o uni-
co método seguro até agora idealizado, para a manutengao
de um alto nivel de sanidade nas geracboes sucessivas de
batatinhas, consiste em excluir da multiplicacao todas as plan-
tas que exibem sintomas de doencas de virus. Eletua-se, ge-
ralmente -este processo da escolha ou selecdo fitossanitaria
das plantas sadias da seguinte  maneira: A descendéncia to-
tal em tubérculos de diversas plantas-maes, que tinham sido
avaliadas como aproveitdveis na gera¢do anterior, planta-se
num campo isolado de outras cultura de batatinhas em filei-
ras separadas e arrancam-se os clones, que apresentam quais-
quer sintomas de doencas de virus. Este método, ja expos-
to por nés em varios trabalhos, €, sem davida, bastante efi-
ciente, possue porém, ainda a grande desvantagem de levar
muito tempo para a sua realizagao

(") Recebido para publicacdo em 6—7—44.

(1) Tec. do Instituto Biolégico de Sao Paulo.
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E’' claro que o comprador de sementes-tubérculos de
batatinhas ou o técnico da vigilancia portuaria que tem que
fiscalizar a entrada de batatinhas estrangeiras no pais, deseje
ter ao seu alcance um método que permita —ja antes de
se efetuarem as plantac6es —uma diferenciacio imediata entre
tubérculos sadios e degenerados.

Desta necessidade de distin¢do rapida entre tubérculos
sadios e doentes nasceu a idéia — aventada {a por muitos
autores —de considerar as eventuais alteracdes anotomicas
ou fisiolégicas de tubérculos degenerados como pontos de
partida para a sua separacdo das batatinhas sadias. Embora
nao tenha apresentado os métodos “relampagos” de diferen-
ciacav, até agora desenvolvidos o grau de seguranca 'que
pode ser alcancado com a selegdo fitossanitaria das plantas
no campo, achamos os resultados de alguns destes métodos
bastante promissores, justificando-se, sindo a aplicacdo des-
tes métodos na pratica, pelo menos a sua inclusio nos pro-
gramas da nossa experimentacao. E’ por isso que queremos
expor aqui, em tracos rapidos, alguns dos métodos, que
foram propostos para possibilitar uma separacio imediata
entre tubérculos sadios e doentes de batatinhas.

Primeiro devemos expor, ainda que em poucas palavras,
até onde a forma e o tamanho dos tubérculos permitem o
reconhecimento de batatinhas degeneradas.

Esta questao ¢ de certa importancia pratica porque os
regulamentos para a certificacio de tubérculos-sementes de
batatinhas de muitos paises — como por exemplo o do Ca-
nada (30) e do Estado de Wisconsin, U. S. A. (29,1939) de-
terminam a impugnacdo dos lotes de batatinhas que possu-
am alta porcentagem de tubérculos deformados e ponteagudos.

Primeiramente, quanto a relacao existente entre dege-
nerescéncia e deformagado dos tubérculos, deve-se [risar, que
as formas mais frequentes de deformacao, tais como o em-
Lbonecamento e o perfilhamento, sio frequentemente caracte-
res de certas variedades de batatinhas, caracteres estes cu-
Jo aparecimento é favorecido ainda por determinados fatores
atmosiéricos e adalicos durante o pericdo da formacio dos
tubérculos. Numa plantaciio de batatinhas da variedade Ei-
genheimer, por exemplo, devemos contar com a producéo
de alta porcentagem em tubérculos embonecados, quando a
uma época de fortes precipitagoes atmosféricas se segue um
prolongado periodo de secd. Portanto, diante da inexisténcia
de uma relacdo simples entre estas deformagdes e a dege-
nerescéncia das batatinhas, a verilicacio destes defeitos em
nada ajuda a separagdo de tubérculos sadios e degenerados.
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Ja seria mais razoavel acautelar-nos contra a importa-
¢ido de lotes de batatinhas que contém alta porcentagem em
tubérculos “ponteagudos”. Isso porque exisle nos Estados
Unidos uma doenc¢a de virus da batatinha, chamada “spin-
dler-tuber”, que 14 é considerada como um dos fatores prin-
cipais da degenerescéncia e que provoca como sintoma uma
alteracao da forma dos tubérculos. Mas visto que esta do-
enca, ao que sabemos, nao fo1 ainda verificada no Brasil e
que batatinhas ponteagudas podem formar-se também em
plantas perleitamente sadias, somos for¢cados a concluir que
a forma dos tubérculos ndo fornece um indice bastante se-
guro para a separacao de batatinhas sadias e degeneradas.

Passando agora para a caracterizacdo dos métodos de
diferenciacio que se baseiam na verificacido de alteragoes
fisiolégicas dos tubérculos degenerados, é mister confessar
que muitos destes métodos sdo puramente empiricos e que
os resultados de alguns déles sao confusos e entre si con-
traditorios. Isso também nao é de se estranhar, consideran-
do o conceito ainda um tantp vago da “degenerescéncia”,
designacdo esta de um estado fisiopatologico causado pro-
vavelmente mais pela alteracdo de um conjunto de numero-
s0s processos lisiologicos do que pela de um so.

De acordo com a natureza das estudadas alteracdes
fisiologicas em tubérculos degenerados podemos dividir os
métodos, até agora desenvolvidos. em véarios grupos.

. O primeiro destes grupos compreende os métodos ba-
seados num aumento suposto ou real do poder oxidante dos
sucos prensados de batatinhas degeneradas; num segundo
grupo acham-se reunidos os que se baseiam justamente no
alto poder redutor destes sucos. Qutros processos, aqui tam-
bém tratados em capitulos especiais, sao fundados nas re-
lacbes entre a degenerescéncia das batatinhas e o pH e fi-
nalmente no potencial oxi-redutor dos sucos. No ultimo ca-
pitulo passaremos em revista rapida, os métodos que se re-
lacionam com a alteracdo, em tubérculos degenerados, de
outras qualidades lisiologicas. 5

Vamos ver agora quais os principais resultados obtidos

até agora pelos adeptos destes dilerentes métodos.

1) — O aumento da atividade oxidante de sucos de batatinhas degeneradas

Todos os métodos da diagnose do grau de degeneres-
céncia de batatinhas, que visam o estabelecimento de uma
relacdo entre este lendmeno e o teor dos sucos em enzimas oXi-
dantes, fundam-se nas consideracdes tedricas de Woods, A.
F. (47, 1899) e Heinlzel, K. (13, 1900) aventadas ja na fase ini-
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cial do desenvolvimento da virologia. Os mencionados au-
tores, estudando folhas de fumo atacado pela doenca mosai-
co, encontraram nelas um teor muito maior em enzimas OXi-
dantes do que em folhas de plantas sadias.

Baseando-se nestas observacdes, os pesquisadores che-
garam a considerar o excesso de enzimas oxidantes como
causa de todas as alteracdes do metabolismo de plantas in-'
feccionadas com doencas de virus e Heintzel até admitiu
. que o proprio virus nao seria outra coisa sinao uma enzima
oxidante.

Convém esclarecer, ja antes de entrar na exposi¢ao dos
diversos trabalhos sobre este assunto, que a terminologia
usada, pelos autores anteriores para caracterizar as enzimas
‘oxidantes, nao corresponde mais aos conhecimentos atuais.
Segundo Wind F. Lile (48 e 49, 1941/2 e 1943) o termo <OXi-
dase», que ¢ encontrado abundantemente na literatura ante-
rior e que possue significacdo vaga, devia ser evitado. Con-
vém, entdo, distinguir dois grupos de enzimas oxidantes,
isto ¢, oxigenase e peroxidase. A oxigenase ¢ o catalizador
da oxidacao de diversas substincias polifendlicas por meio
de oxigénio molecular, oxidacao esta, que resulta em quino-
nas. Peroxidase é o catalizador da transiormacgdo oxidativa
de um reativo incolor em um' corante em presen¢a de agua
oxigenada.

Neste conciso apanhado da literatura vamos-nos limi-
tar a caracterizar apenas alguns métodos desenvolvidos para
a determinacdo da «oxigenase». Nos trabalhos dedicados a
este assunto, podemos distinguir — de acordo com 0s meto-
dos empregados — dois grupos de pesquisas.

O primeiro grupo compreende os estudos que aprovei-
tam, para a estimagdo da atividade oxidante de sucos de
batatinhas, uma reacio calorimétrica, que se efetua espon-
taneamente em sucos prensados de certas plantas e entre
estas a batatinha, sem necessitar de um indicador artificial,
acrescentado pelo experimentador. A reacédo, a qual nos re-
ferimos, e que se manifesta por um enegrecimento gradual
dos sucos, & a oxidacdo por meio da enzima «tirozinase» e
do oxigénio do ar, de certos aminoacidos, principalmente da
tirozina, em substancias de coOr negra, «melaninas» e que
devem ser consideradas como produtos da condensagao e
polimerizacdo destes aminoacidos.

Qutro grupo de pesquisadores prefere misturar 0s
sucos com substancias oxidaveis que ndo sdao proprias das
plantas a serem examinadas e observar o curso desta oxi-
dacdo ou pelo método gasométrico ou por meio de indica-
dores especiais.
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Expondo os caracteristicos dos métodos e os resulta-
dos das experiéncias que reunimos no primeiro grupo, que-
remos destacar apenas as pesquisas efetuadas com sucos
prensados das plantas doentes.

Fazemos esta restricio, porque a comparacio da velo-
cidade do escurecimento dos tecidos lesados (—e nao dos
sucos prensados destes tecidos —) de batatinhas sadias e
doentes, deu para diversos autores resultados contraditérios
assim por exemplo para Bechhold, H. u. Erbe, F. (2, 1933),
Klinkowski, M. (19, 1935), Kaho, H. (16, 1935b), Klump, W.
(20, 1935), Bechhold, H. u. Erbe, F. (3, 1936), Kameraz, A. ].
e Anikieff, A. M. (17, 1937), Folsom, D. (8 1941).

Quanto ao estudo comparativo do teor em oxigenase
de sucos prensados de tubérculos sadios e degenerados, um
método apurado para tais experimentos foi desenvelvido por
Doby, G. (7,1911), em ensaios relativos a4 doenca enrolamen-
to da batatinha. O método por ele empregado visa a deter-
minacdo da atividade da «tirozinase» contida no préprio
extrato aquoso dos tubérculos. Com relacao as substéincias
oxidaveis, porém, Doby nio leva em conta os aminoacidos
Ja existentes no suco, acrescentando a cada amostra do extrato
aquoso dos tubérculos uma determinada quantidade de uma so-
lucdo de tirozina. Fazendo uso deste método, Daby verili-
cou (pag. 329) que os tubérculos doentes geralmente possuem
uma maior atividade de tirozinase do que os tubérculos cor-
respondentes, provenientes de plantas sadiasx. Deve-se es-
clarecer ainda, que sé tubérculos sadios e doentes da mes-
ma variedade, da mesma origem e do mesmo estado de bro-
tacdo foram comparados em seu poder oxidante. Um mé-
todo semelhante ao desenvolvido por Doby foi descrito al- |
guns decénios mais tarde por Klump, W. (20,1935). Este
método difere do processo empregado por Doby pelo fato
de Klump pesquisar a oxidacdo dos proprios aminoacidos
presentes no suco. Klump descreve o métoda por ele idea-
lizado da maneira seguinte. y

Trituram-se as batatinhas por meio de um ralador de
vidro. Deposita-se num copo de 5 cm. de diametro e de
10 c¢m. de altura 30 gs. da massa assim obtida junto com
100 cc. de uma solucao 1/15 M de monolosiato de potassio.
Apds eliminar cuidadosamente todas as bolinhas de ar da
suspensao, mexendo-se o liquido e tirando-se a espuma da
superfici= com uma colher de vidro, deixa-se permanecer a
prova na temperatura de 10°—12°C. 6 até 8 horas depois
observa-se, o grau do escurecimento do liquido, por compa-
racao com uma escala padrio de coOres impressa ou por
meio de um fotometro.
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Klump verificou, que nas condi¢des de experimentagdo
correspondentes & técnica antes exposta, o liquido sobrena-
dante da massa de batatinhas sadias mantém durante 6
horas um matiz quasi incolor, ao passo que o iiquido sobre-
posto & massa de batatinhas degeneradas adquire, no mesmo
lapso de tempo, uma cor pardo avermelhado, pardo-escuro
e até preto-pardacenta. Os ensaios do mencionado pesquisa-
dor se referem a material pertencente a 6 diferentes varie-
dades de batatinhas, examinado as vezes imediatamente
depois da colheita e em outros casos ap0s uma armazena-
gem de alguns meses.

K’ verdade que o material estudado por Klump pode-
ria ser ainda muito mais abundante e que os resultados pre-
cisariam ser também confirmados pelas observacdes de outros
autores. Quer-nos parecer, porém, que valeria a pena,
examinar, nas nossas condi¢oes, o valor deste método que
¢ bastante simples.

Com isso passaremos & descricdo dos trabalhos dos
pesquisadores que preferem avaliar a atividade oxidante dos
sucos por meio de uma reacdo de oxidacdo cuja intensida-
de é determinada por um indicador ndo preexistente nos
préprios sucos.

Tambéin neste capitulo vamos abstrair dos trabalhos
nos quais o resultado da reacdo é estudado diretamente em
cortes de tubérculos e ndv em sucos, por terem dado o0s
“ensaios com cortes resultados contraditorios nas pesquisas
de Griiss, J. (12, 1907), Schweizer, G. (36, 1930), e Kaho, H.
(16, 1935 b). :

Referindo-nos aos experimentos realizados com sucos,
devemos destacar, em primeiro lugar os trabalhos fundamen-
tais, executados por H. H. Bunzel (6,1914) com batatinhas
sadias e outras atacadas pela doenca «curly-dwarf». O pro-
cesso adotado por Bumzel consistiu na determinacao gaso-
meétrica do volume de oxigénio absorvido pele suco em pre-
senca de certas substancias oxidaveis, acrescentadas ao suco
(por exemplo benzidina, pirogalol, floroglucina e outras). To-
das as experiéncias de Bunzel referem-se a variedade de
batatinhas chamada Green Moutain. No suco tanto de tubér-
culos como de folhas de plantas doentes foi verificada uma
maior atividade oxidante maior do que nos sucos correspon-
dentes de plantas sadias. Deve-se acentuar ainda que as di-
ferencas entre as batatinhas sadias e doentes verificadas por
Bunczel sio consideraveis, permitindo uma nitida separacao
dos respectivos lotes.

&
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Enquanto que Marx, Th. e Merkenschlager, F. (23, 1932)
nos seus estudos comparativos sobre o teor em fenolase de
batatinhas sadias e degeneradas, encontraram maiores quan-
tidades desta enzima no suco dos tubérculos de plantas sa-
dias, as experiéncias de P. G. Rouzinoff (33, 1930) que se
referem a folhas e as de Ruhland, W. e Welzel, K. (34,1933),
efetnadas com tubérculos, confirmaram--pelo menos parcial-
mente—as observacoes de Bunzel relativas a superioridade
do poder oxidante de sucos obtidos de batatinhas degenera-
das sobre o de batatinhas sadias ;

A discrepancia entre os resultados conseguidos pelos
diferentes autores torna-se compreensivel, se levarmos em
consideracao as conclusdes, as quais Pfankuch, E. e Lindau,
G. (27, 1935) chegaram nas suas experiéncias. O método es-
colhido por estes dois autores corresponde em muitos pon-
tos, 4 técnica de Bunzel. Determinou-se a absorcdo de oxi-
génio verificada numa estufa com agitacio elétrica ¢ com
instalacdo para manutencao de temperatura constante (250)
por uma mistura de 3 cc. de suco prensado de batatinhas des-
cascadas. de 5 cc. de hidroquinona de 2,2% e de 5 cc. de
um tampao de fosfato de pH=35,8. Para cada prova foi usa-
do o suco de um s6 tubérculo. Submetendo ao exame do
teor em oxigenase, por meio deste método, batatinhas sadias
e degeneradas recentemente colhidas da variedade Parnas-
sia, os autores puderam verificar nos sucos de batatinhas
doentes uma atividade oxidante nitidamente superior. As di-
ferencas no valor da oxigenase entre tubérculos sadios e
doentes eram tao acentuadas, que nao era preciso calcular
meédias para verificd-las. A comparacdo dos dados de absor-
¢io de oxigénio, determinados para os sucos de qualquer
par de batatinhas sadias e degeneradas, era suficiente para
demonstrar a superioridade, no teor em oxigenase, dos tu-
bérculos provenientes de plantas doentes. E verdade que os
autores pao obtiveram resultados tao nitidos com outras va-
riedades de batatinhas, e que até os tubérculos da varieda-
de Parnassia nao exibiram diferencas nitidas na sua ativi-
dade oxidante, quando examinados ap6s alguns meses de
armazenagem. Nao podemos concordar, porém, se os auto-
res acham poder inferir deste ultimo resultado, que a dife-
renca no teor em oxigenase nunca cdnstitue um indice bas-
tante constante para a diferenciacao entre batatinhas sadias
e doentes. Pelo contriario, as observacoes de Pfankuch e
Lindau fornecem um poderoso fundamento experimental a
idéia de que sucos de tubérculos degenerades—pelo menos
de certas variedades—possuem uma maior atividade oxidante
do que os dos tubérculos sadios, desde que as determinacées
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se realizem com tubérculos estando em fase de dorméncia,
propicia para a demonstracdo destas diferengas, e que eles
sejam estritamente comparaveis entre si. Estas restrigoes,
longe de anular o valor diagnoéstico deste indice, estabelecem
justamente a ligacio entre o conceito da degenerescéncia e
os processos fisiolégicos que se realizam dentro dos tubér-
culos e que provocam, entre outros efeitos, também o de al-
terar a atividade oxidante dos sucos. O indice desta ativi-
dade, é, desta maneira, um valor dindmico e nfio, como
muitos autores anteriores acreditavam, um carater estatico.
Queremos dizer com jsso que a atividade das enzimas oxi-
dantes provavelmente esteja sujeita a grandes oscilacoes
nos tubérculos tanto de plantas doentes assim como das sa-
dias. Mas esta suposicido ndo impede a possibilidade de a
diferenca da capacidade oxidante de sucos de tubérculos sa-
dios e doentes ser constante e aprecidvel numa determina-
da fase do desenvolvimento dos tubérculos. Seria entdo, uma
das finalidades de futuros trabalhos neste campo, determinar
com exatidao a fase do desenvolvimento dos tubérculos e as
condi¢des externas, em que a diferenca na capacidade oxidante
entre tubérculos sadios e doentes atinge a maior amplitude.

Resumindo as observacdes dos autores que até agora
se ocuparam com este assunto. podemos dizer, que estes
trabalhos j4 contribuiram evidentemente para fortalecer a
suposicao de um aumento da atividade oxidativa de sucos
provenientes de tubérculos degenerados. Nao se deve por
outro lado, aqui omitir uma restricio que se refere a espe-
- cificidade desta reacao enzimatica. O aumento da capacida-
de oxidante de tubérculos degenerados teria enorme valor
diagnostico, se ele fosse provocado unicamente pelos agen-
tes causadores da degenerescéncia. Parece, porém, que um
-aumento de oxidase e, em outros casos da peroxidase, pode
ser observado também em consequéncia de oufras doencas
das plantas.

Queremos citar aqui apenas as indicacoes de Nagy, R.
Peterson, W. H. e Riker, A. J. (24, 1937) relativas a um
aumento do teor em enzimas oxidantes em plantas infecciona-
das com Bacterium tumefaciens e as de Suchorukoff, K. e
Strogonoff, B. (39, 1937) que se referem ao elevado teor em
peroxidase de plantas/de algodao infeccionados com o fun-
go parasitario Verticilium alboatrum. Desia maneira acha-
mos possivel que o aumento da atividade oxidante dos su-
cos_seja um dos caracteres gerais do metabolismo patolo-
gico das plantas.
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2) — O aumento da atividade redutora de sucos de batatinhas degeneradas.

Como ja foi exposto no paragrafo anterior, nio deve-
mos admitir que a atividade enzimitica em tubérculos tenha
um valor constante durante todo o desenvolvimento destes
orgdos de reserva. Pelo contrario, podemos icferir dos resul-
tados das observacbes referidas na literatura, que este valor
esta sujeito a grandes variagdes durante as fazes sucessivas
da formacdo e maturacao dos tubérculos, Assim, nao ¢ de
se extranhar que também uma qualidade aparentemente
oposta aquela antes referida, quer dizer o aumento da ati-
vidade redutora dos sucos, fosse considerada por muitos auto-
res como indice caracteristico da degenerescéncia das bata-
tinhas. Para que isso seja melhor compreendido, devemos
ter sempre em mente o fato de ser o suco prensado de 6r-
gaos vegetais uma mistura artificial de multiplas substan-
cias, que na célula viva se acham separadas e cuja intera-
¢ao no suco da margem, ao mesmo tempo, a processos de
oxidacao e de reducao.

Para medir a velocidade dos processos de reducdo que
se realizam no suco de tubérculos de batatinhas, ja foram
empregados diversos métodos, alguns dos quais bastante
complicados como por exemplo os propostos por Rouzinoff,
P. G. (33, 1930). Os melhores resultados foram conseguidos
até agora com o processo da determinacdo do tempo neces-
sario para desculoracio de uma solucio de azul de metileno
em presenca do suco de batatinha. No curso do processo
de redugcdao em que as enzimas redutoras, chamadas «dehi-
drases» tém um papel decisivo, este corante, agindo como
fixador de hidrogénio, transforma-se em um corpo incolor.
Conforme os resultados de observagio de alguns autores,
a descoloracio do azul de metileno efetua-se com maior ve-
locidade em presenga de suco de tubérculos degenerados do
que sob o efeito do suco de batatinhas sadias. ‘Falaria, ento,
este resultado em favor de um aumento em «dehidrases» do
suco de plantas degeneradas, Damos a seguir a descricdo
da técnica elaborada por Wartenberg, H. e Lindau, G. (44.
1936), que é fundada em estudos experimentais de Bernheim,
F. (4, 1928). - :

Por meio de um ralador de vidro prepara-se uma pas-
ta de batatinhas antes descascadas e bem lavadas com agua
destilada. Purifica-se este suco passando-o por meio de um
espremedor de fruta através de um pedaco de pano. Em cada
um de dois tubos de ensaio, despejam-se agora 5 cc. deste
suco e 2 ce. de uma-solucao de 0,5% de acetaldeido, que
age neste caso como doador do hidrogénio, O primeiro tubo
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recebe, além disso, 3 cc. de uma solucido alcalina, o oulro
tubo a mesma quantidade de uma solucdo acida azul de
metileno. Estas solucdes preparam-se diluindo 63,9 e 32,0
mg. do corante em 1 litro de um tampdo de foslato de pH
804 e 5,28 respectivamente. Apés deixar borbulhar uma
corrente de nitrogénio através dos tubos de ensaio contendo
a mistura do suco de tubérculos e do corante, passase essa
mistura para pequenos tubos que saa finalmente fechados her-
meticamente com rolhas, O momento do fechamento dos tu-
bos constitue o inicio da observacio da descoloragao. Esta
descoloracio efetua-se geralmente apenasem meio alcalino.
Desta maneira, a mistura do suco de tubérculos com a
solucdo acida do azul de metileno serve apenas comobase da
comparacido que possibilita verificar o grau progressivo da
descoloracic da solucao alcalina.

Fazendo uso deste método, os autores conseguiram
verificar diferencas nitidas entre os sucos provenientes de
tubérculos sadios e doentes, sempre na suposi¢do dé que
foram submetidos 4 comparacido tubérculos da mesma varie-
dade e do mesmo grau de maturagdo. A descoloracdao do
azul de metileno efetuou-se sempre com maior rapidez sob
a influénecia dos sucos de batatinhas degeneradas. Os autores,
fazendo um estudo critico das fontes de erro, que o método
acarreta, chegaram ao resultado que as condicoes da arma-
zenagem - dos tubérculos (temperatura, duracao e outros
fatores) exercem influéncia sobre a atividade redutora dos
sucos. Mesmo assim, atribuem, com razdio, um certo valor
diagnostico ao seu método com tanto que cada tubérculo
a ser examinado seja comparado com outro da mesma varie-
dade de grau de degenerescéncia ja conhecido.

Estes resultados de Wartenberg e Lindau. obtidos com
tubéreulo ssadigs e doentes de 6 diversas variedades de ba-
tatinhas, receberam valiosa confirmacdo pelas pesquisas
de Topekhz, E. F. (40, 1936). Este autor russo comparando
as qualidades bioquimicas de tubérculos colhidos de plantas
sadias com as de hatatinhas provenientes de plantas ataca-
das por «enrolamentos e outras doengas de virus, verificou
que os sucos de tubérculos doentes superam 0S dos tes-
temunhas sadios no teor em dehidrase. Também neste caso
o autor serviu-se, para a demonstracio da diferenca exis-
tente entre batatinhas sadias e doentes, do método da ave-
riguacdo do tempo necessario para a descoloracao de azul
de metileno, provando que este processo se realiza com
maior velocidade sob a influéncia de suco de tubérculos
doentes.
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h Mas o método de medicdo do tempo de descoloracio
de azul de metileno nédo é o Unico processo até agora em-
pregado para demonstrar o maior teor em enzimas reduto-
ras de tubércules doentes. Wartenberg, H. Klinkowski, M.
(45, 1937) elaboraram um métedo, cujo principio consiste na
observacao da descoloracgao de certa quantidade de iodo acres-
centada a uma mistura de partes iguais de solugdo de ami-
do e de suco prensado de batatinhas. A coloracao preto-
azulada que a mistura sempre exibe logo depois de se ini-
ciar a intera¢io des diversos liquidos, desaparece muito
mais depressa, se o suco provem de batatinhas degeneradas do
que no caso de éle se originar de tubérculos sadios. Sem exa-
gerar o valor diagndstico do seu método, os autores inferem
das suas observacdes executadas com material vasto e mui-
to variado a respeito da sua origem, que a atividade redu-
tora do suco prensado de tubérculos doentes é maior do
que a de batatinhas sadias (45, p. 107).

Outro método, que possue a vantagem de poder ser
executado com exatidao quantitativa, foi desenvolvido por
Smith, A. M. and Paterson, W. Y. (37, 1937). Este pro-
cesso consiste na determinacdo exata do teor do suco de
hatatinhas em vitamina C. (acido ascorbico). O acido ascor-
bico ¢ um composto quimico que mesmo em solu¢io neu-
tra apresenta forte atividade redutora. Para a avaliacdo quan-
titativa desta substincia, os autores fazem uso do indicador
especifico 2:6 diclorofenol-indofenol. que possue coloracio
fortemente azul e que se transforma, sob a influéncia da
vitamina C, em um composto incolor. Para determincdes em
série, os autores recomendam a aplicacao do processo se-
guinte:

Tiram-se com um furador de rolha 3 cilindros de um
tubérculo, que sfo agitados, durante 1 minuto, em 2 cc. de
uma solugdo de acido tricloracético a 29%. A mistura depois
e titulada com a solucdo 0,005 m do indicador 2:6 diclorofe-
nol-indofenol. Fazendo uso deste método, os autores verifi-
caram que a quantidade de substancias redutoras eliminada
pelos cilindros de tubérculos atacados por mosaico € consi~
deravelmente maior-do que a obtida dos cilindros corres-
pondentes de tubérculos sadios.

Resultados semelhantes, embora néo tao nitidos e apro-
priados para fins diagnésticos, ja tinham sido obtidos por
Pfankuch, E. (28,1935) que recomenda efetuar, antes da ti-
tulacdo de acido ascorbico, a reducdo da parte da vitamina
que existe no suco de batatinhas em forma oxidada. Parece,
em todo caso, que o método de determinacio de vitamina
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C em estudos comparativos com batatinhas sadias e dege-
neradas merece ser mais conhecido e divulgado. -

E' verdade que as pesquisas de outros autores, por
exemplo de Newton, W. (25, 1928), Marz, Th. e¢ iMerkens-
chlager, F. (23, 1932) e Kaho H. (16, 1935) ndo coniirmaram 0s
resultados dos citados trabalhos que falam a favor de um
aumento da atividade redutora de sucos de batatinhas do-
entes. Mas se levarmos em consideracao o que antes expu-
semos, sobre a grande variabilidade do sistema enzimatico
dos tubérculos, conforme o seu estado dé maturagao e as,
condicées de armazenagem, ndo podemos estranhar que oS
autores ocasionalmente obtivessem resultados negativos ou
até contraditérios. Além disso, o resultado negativo provem
em muitos casos do fato de terem alguns pesquisadores es-
tudado a atividade redutora dos sucos sem acrescentar-lhes
um doador de hidrogénio. Assim existe a possibilidade de
ter faltado naquelas experiéncias para a realizacdao das re-
ducbes — apesar da existéncia das enzimas —a quantidade
necessaria de hidrogénio. Por todas estas razoes, nao duvi-
damos que os resultados positivos dos trabalhos aqui refe-
ridos correspondam a realidade e que, de fato, a atividade
redutora dos sucos origindrios de tubérculos degenerados —
pelo menos durante uma certa fase da maturacdo — é maior
do que a das testemunhas sadias.

Ser4, entdo, uma tarefa grata para futuras pesquisas
verificar qual a fase da maturacio de tubérculos mais apro-
priada para estes estudos e qual o exatc valor diagndstico
deste método. Achamos possivel, julgando de acordo com as
escassas indicacées da literatura neste campo, que também ou-
tras doencas da batatinha possam provocar um aumento da
atividade redutora dos sucos. A esse respeito queremos citar
como exemplo apenas o trabalho de Goffart, H. (11, 1939).

Mesmo assim, o desenvolvimento de um método de in-
dubitavel valor diagnostico para o reconhecimento de bata-
tinhas degeneradas nas bases estabelecidas por Warlenberg
e Lindauw ndo nos parece estar fora das possibilidades da
futura experimentacao.

3) — Modificacdes da acidez atual dos sucos

Diante da relacao estreita existerte entre a atividade redu-
tora dos sucos e a acidez efetiva deles (— acidez estalindicada
pelo valor do pH —) ¢é facilmente compreensivel que muitos
autores procuraram verificar, se ha diferencas apreciaveis no pH
dos sucos de tubérculos sadios e doentes e se estas dilerencas
podem ser aproveitadas como indices da degenerescéncia.
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Merece ser destacado, a este respeito, o fato de que
Boas, F. (5) ja4 em 1918, apesar de estar naquela época ain-
da pouco conhecida, entre os botanicos, a téenica da deter-
minacdo de pH, averiguou pequenas porém nitidas diferen-
¢cas no grau de acidez entre os sucos de batatinhas sadias
e degeneradas, Comparando o material sadio e doente ob-
tido das folhas e hastes de diversas variedades de batati-
nhas, ele verificou gue, com uma Unica excepcdo, 0S SUCOS
das planfas sadias acusavam um pH ligeiramente mais Aaci-
do do que os das plantas doentes. Na variedade de batati-
nhas chamada «Klara», por exemplo, foi provado que o suco
de hastes sadias possuia um pH de 5.64, ao passo que o
pH do suco de hastes doentes mostrou um valor de pH =
5.82. Por este exemplo ja se pode ver que as diferengas.
apesar de apresentarem um grande interesse tedrico, nao
sao bastante expressivas para facilitar a diferenciacdo rapi-
da entre batatinhas sadias e degeneradas.

Estes resullados de Boas, ndo obstante as duvidas ma-
nifestadas por alguns autores, foram, nos seus pontos es-
senciais confirmados pelas observacoes de Robertson, J. M.
e Smith, A. M. (31, 1931).

Estes dois autores efetuando estudos relativos a influ-
éncia de diversas doenc¢as de virus sobre o pH dos sucos
de tubérculos de batatinhas, chegaram a4 conclusio, que os
tubérculos provenientes de plantas atacadas por «enrolamen-
to» possuem um pH ligeiramente mais alto e os obtidos de
plantas mosaicadas um pH mais baixo do que tubérculos
sadios. Nos dois cascs porém, as modificacoes do pH foram
muito pouco -pronunciadas,

Mais tards, relativamente ao mesmo assunto foram rea-
lizadas pesquisas exaustivas por Wartenberg, H., Hey, A.
e Tahsin A. (42, 1935). Estes autores, dispondo de um ma-
terial- abundante, abrangendo as mais diversas variedades
de batatinhas, verificaram que, de fato, os sucos obtidos de
tubérculos sadios se distinguem dos obtidos de batatinhas
doentes geralmente por um valor de pH ligeiramente mais
baixo. Os autores [risam, por outro lado, que é necessario
examinar grande namero de tubérculos para poder provar
a existéncia desta diferenca. Nestas condicdes, a observacao
interessante de uma maior acidez dos sucos de tubérculos
sadios naa pode ser facilmente aproveitada come método de
uma diagnose'rapida da degenerescéncia de tubérculos de
batatinhas., .

Da mesma forma tambhém uma outra qualidade dos
sucos de tubérculos degenerados. isto é o seu maior poder
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‘tampao, valor este estudado por Wartenberg, H. (46, 1937),
se presta pouco para a imediata avaliacdo pratica. Mesmo
assim, nao foram perdidos, do ponto de vista pratico, todos
estes estudos relativos a verificacao de diferencas no grau de
acidez existentes entre os tubérculos sadios e doentes. E’ porque
estes experimentos facilitaram a elabora¢do de um método
para a determinac@o do potencial de oxi-reducdo dos sucos,
método este considerado atualmente o mais promissor para
atender a necessidade de uma separacao eficaz e rapida de
tubérculos sadios e degenerados.

4) — Modificacdo do potencial de oxi-redu¢do dos sucos

Ja nos capitulos anteriores tivemos ocasido de nos re-
ferir 2 grande variabilidade da maijoria dos valores bioqui-
micos que sio considerados como indices do estado de de-
generescéncia das batatinhas. Frisamos que o valor destes
indices nio s6 depende do estado de maturacao dos tuber-
culos escolhidos para o exame, mas que o proprio suco du-
rante a sua conservacio é sujeito a alteracoes conforme as
reacoes que se realizam nele entre as diversas substancias
que o compoem.

Nasceu da compreensdo da grande flutuacdo dos resul-
tados, que se obtém com a maioria destes métodus, o es-
forco de muitos autores para desenvolver um processo, que
permitisse chegar a resultados mais constantes e mais dire-
tamente relacionados com o estado litossanitario das bata-
tinhas. Pode-se considerar, como fruto deste esforco, o mé-
todo da determinacdo do potencial de oxi-reducao que, na
opinido de dJiversos autores, corresponde mais a estas exi-
géncias. A diferenca fundamental entre os valores consegui-
dos com este ultimo método e os resultados de outros pro-
cessos, por exemplo daqueles que visam a determinacao da
atividade oxidante de um suco, foi claramente definida por
Wartenberg, H. e Lindau, G. (44, 1936, p. 302).

Segundo estes autores, o valor da atividade oxidante
de um suco é um indice da wvelocidade num determinado
momento de uma reacao cinética. O potencial de oxi-redu-
¢io por outro lado, ¢ o indice do equilibrio a que chega
uma reacao reversivel quanda estaciona.

0 método primeiramente descrito por Hey, A. (14, 1932)
encontrou maior divulgacdo entre os fitopatologistas especi-
almente devido a um referato de Appl, O. (1,1934) e foi obje-
to de grandes e acurados trabalhos teoricos de Warlenberyg,
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H., Hey, A.e Urhan, O. (41,1935) e de Wartenberg, H.
Hey, A. e Tahsin, A. (42,1935). A seguinte descricio conci-
sa do método de delerminacdo do potencial de oxi-reducao
de sucos prensados de batatinhas segue a técnica dos men-
cionados autores e de Klump, W. (20, 1935.)

Prepara-se separadamente para cada tubérculo, por meio
de um ralador de vidro, uma massa de uma batatinha que
foi antes descascada e cuidadosamente lavada com agua de
torneira e com agua destilada.

A massa, tirada do ralador com agua destilada, des-
peja-se num copo de vidro de 3-4 cm. de diametro e de 7-
8 cm. de altura interna

Deve-se manter uma tal propor¢ao entre agua e raspa
de batatinhas que apds a precipitagido das particulas suspen-
sas, 2/5 da altura do vidro sio tomadas pela massa e mais
2/5 pelo liquido sobrenadante. O 1[5 restante do copo fica
vasio.

Logo apdés preparar a suspensdo, mistura-se com uma
colher de vidro o conteudo de cada copo e retira-se a espu-
ma que cobre a superficie do liquido por conter grande
quantidade de ar, que poderia, mais tarde, prejudicar a deter-
minacao.

Deixandn agora os copos dispostos sbdbre a mesa do
laboratério sem perturbar o processo normal de precipitacio
das particulas, observa-se depois de algum tempo na maio-
ria deles a formacao de uma camada preta que pouco a pou-
co vai cobrindo a superficie do liquido. E’ indispensavel a
formagdo desta camada preta, constituida pelas «melaninas»,
para a exata determinacdo do potencial. As amostras, nas
quais ndo ha lugar a formacio de melanina e onde esta nem
acrescentando-se 1-2 cc. de solucdo de tampao de fosfato
pode ser provocada, devem ser consideradas impréprias para
as determinacoes e eliminadas.

Apods verificar a formacio das melaninas, introduz-se
um electrodo de platina (— antes cuidadosamente lavado
com &cido sulftirico —) no contetdo do vidro de maneira a
ficar a lamina de platina completamente coberta pelos de-
tritos dos tecidos de batatinha sem mergulhar, porém, na ca-
mada inferior, composta de amido.

A parte até agora descrita do processo executa-se com
vantagem de tarde. Durante a noite, todo o dispositivo —
inclusive o electrodo — permanece numa geladeira onde é
mantida uma temperatura de cerca de 10°C. Na manha seguinte,
se estabelece, por meio de uma ponte de cloreto de potassio
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saturado em agua, uma ligacdo entre o vaso contendo a
suspensido da massa de tubérculos e um outro que repre-
senta um electrodo de calomelanos.

Desta maneira, constitue-se um «elemento» composto
de uma metade de tensio constante (o electrodo de calome-
lanos) e da outra de tensdo variavel (o electrodo.de platina
em suspensio de particulas de batatinhas). A diferenca en-
tre a tensdo dos dois electrodos pode-se determinar interca-
lando um iondmetro no fio de conducao entre os dois ele-
ctrodos.

Deve-se frisar, mais uma vez, que ndo se visa com a
aplicacio deste método simplesmente a determinagao do pH
da suspensio de batatinha. Se ésse fosse o lim da nossa ex-
perimentacio, poder-se-ia formar o «elemento» e obter um -
valor electrométrico pouco tempo ap6és o preparo do suco.

Tratando-se, porém, no nosso caso, da determinagao
do potencial de oxi-reduc@o, a nossa tarefa consiste em
averiguar um valor do potencial que se mantém constante,
durante pelo menos 3 horas. Eis a razio porque o electrodo
de platina mergulhando na suspensdo da massa de batata
deve permanecer durante a noite toda na geladeira. Eis a
razio também, porque mesmo na manha seguinte nao se
pode aceitar como definitivo simplesmente o primeiro valor
do potencial determinado por meio do ionometro. Antes pode-
se dizer, sem exagero, que o valor absoluto deste potencial
«inicial> ndo interessa. Repetindo, porém, as determinacdes
de 10 em 10 minutos, podemos verificar que o potencial so-
fre, durante cerca de uma hora, sucessivas alteracdes, atin-
gindo finalmente um valor que, nos casos favoraveis perma-
nece constante, durante algumas horas. Conlforme Klump, a
manutencao de um valor constante do potencial de oxi-re-
ducio pode ser ainda facilitada guardando-se os sucos em
frascos de Kitasato, com viacuo parcial, ¢ cobrindo a super-
ficie do liquido com ¢leo de parafina puro.

Em todo caso o valor constante do potencial de oxi-
reducio foi verificado por Hey, Wartenberg, Appel. Klump
e outros, como servindo de base para.uma distin¢do bastan-
te satisfatoria entre batatinhas sadias e degeneradas. Averi-
guou-se, pois, em milhares de experiénciag que as suspen-
coes de particulas de tubérculos de batatinhas degeneradas
tendem a atingir valores mais negativos de potencial do que
as suspensdes correspondentes de batatinhas sadias. A difi-
culdade nestes ensaios consistiu na jusla avaliacao do grau
de degenerescéncia das batatinhas, cujo potencial foi sub-
metido a exame. Alim de possibilitar, no mesmo tubérculo,
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a verilicacdo do grau de degenerescéncia e do valor do poten-
cial, foi elaborado ja por Hey, A. (14, 1932) um simples mé-
todo que passou a ser empregado também nas experiéncias
subsequentes de Kéhler, E. e Hey, A. (21, 1935) e War-
tenberg, H. e Hey, A. (43, 1936). O método consiste apenas
em dividir por um corte longitudinal, o tubérculo em duas
metades, das quais uma, plantada em um vasc com terra,
da origem a um novo pé, cujo desenvolvimento na estufa é
cuidadosamente observado, ao passo que a outra é subme-
tida imediatamente ao exame do potencial. Trabalhando com
este método, Hey, A. no seu primeiro trabalho, constatou
que aos valores do potencial de Ec-100m V. até Ec-150m V.
corresponderam plantas sadias e que, por outro lado, os tu-
bérculos, cujo potencial era mais negativo do que Ec-200m V.
deram origem a plantas nitidamente doentes. Tubérculos cujo
potencial correspondia a um valor intermediario entre Ec-150m
V. e Ec-200m V. forneceram plantas que as vezes se apro-
Ximaram mais da classe das plantas sadias e em outros ca-
sos mais da das plantas doentes. Foi denominado, por isso,
«zona critica» este trecho da escala dos potenciais.

Pesquisas posteriores de outros autores confirmaram
que os tubérculos de plantas degeneradas se caracterizam
geralmente por valores consideravelmente mais negativos de
potencial do que tubérculos sadios. Mostrou-se porém,
que a «zona critica» nao compreende sempre 0 mesmo tre-
cho da escala dos valores de potencial. A localizacido exata
dos limites das zonas de potencial, as quais correspondem
plantas «doentes», «duvidosas» e «sadias», muda de acordo
com a variedade de batatinhas, duragdo e temperatura de
armazenagem e com outros fatores externos. Estas relacoes
foram estudadas principalmente por Wartenberg, H. e Hey, A.
(43, 1936) e Friedrich, H. (9, 1937). Por isso s6 tubérculos
da mesma variedade, colhidos na mesma época e submeti-
dos durante a armazepnagem as mesmas condicoes externas
podem ser comparados entre si no que diz respeito ao va-
lor do seu potencial.

Nas experiéncias até agora expostas os resultados ob-
tidos com o método de determinacdo do potencial de oxi-
reducdo foram sempre controlades por outro método, in-
dependente.

Resta-nos ainda explicar de que maneira se procede,
quando se deseja fazer um prognostico sobre o grau de de-
generescéncia de uma origem de batatinhas de estado fitos-
sanitario desconhecido. Neste caso, a finalidade de um ensaio
potenciométrico consiste em esclarecer qual a provavel por~
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centagem dos tubérculos da amostra, que podera ser encon-
trada na zona «doente», «sadia» e scritica». Para se poder
manifestar com absoluta certeza arespeito desta distribuicao
dos tubérculos nas diferentes classes, dever-se-ia examinar
o potencial da suspensao de todos os tubérculos da amos-
tra. E' claro que um estudo tdo demorado e dispendioso nao
pode servir para fins praticos. Por isso, Wartenberg e Hey
recomendam executar as determinaces do potencial s6 com
um nUmero de {ubérculos suliciente para servir de base a
um calculo estatistico da distribuicao dos wvalores nas trés
classes.

Sugerem os mencionados autores, que se escolham ini-
cialmente 40 tubérculos de cada lote para as determinacoes
do potencial. De acordo com a amplitude da variacdo (X)
dos valores encontrados nesta amostra pequena, calcula-se
depois o numero suplementar de tubérculos, que deverao
ainda ser submetidos ao exame, empregando a férmula:

n— {—;—x)'2

Na discussao do uso desta formula, os autores expoem
que o fim do calculo neste caso ndo consiste em obter cer-
teza matematica a respeito de dados ja apurados de uma
experiéncia, mas apenas em proporcionar 4o interessado um
meio para facililar o prognéstico do éxito da cultura a ser
efetuada com a amostra em questao.

Queremos firisar mais uma vez, que o bom resultado
deste método, e com isso a significacdo cientilica do «pro-
gnostico» sobre o grau de degenerescéncia de uma amostra
de batatinhas, depende essencialmente da avaliacao criterio-
sa, por parte do experimentador, de todos os fatores que
podem influenciar na obtencao dos valores dos potenciais.
Para algumas variedades de batatinhas o método nao pode
ser empregado devido a falta de formacao de melaninas, nas
suspensées feitas com tubérculos destas variedades. Entre
as variedades aproveitaveis parece que as precoces se pres-
tam especialmente bem para serem submetidas a este me-
todo. Outras restricoes do campo de aplicacao deste método
estdo relacionadas com certas falhas da correlacé@o geralmen-
te existente entre o valor do potencial do tubérculo e o grau
da degenerescéncia da planta. Em alguns casos a amplitude
da «zona critica» é tio grande que ndo Se consegue uina
justa avaliacdo do estado fitossanitario da amostra de tubér-
culo em questio. Em outros casos, o resultado das deter-
minacoes dos potenciais parece indicar que a amostra exa-
minads consta de tubérculos perfeitamente sadios. A obser-



CERES=— e == D

vagao das plantas obtidas destes tubérculos, revela, porém,
a ocorréncia, nas folhas, de leves sintomas de mosaico.
Isso provém do fato mencionado por Kdhler, E. (22, 1937)
que certas doengas de virus como o <enrolamento» se pro-
jetam mais nos valores do potencial do que as doencas
brandas deste grupo como por exemplo 0 mosaico simples.

Mas apesar de todos estes «defeitos» do método, quer-
nos parecer que os resultados com ele conseguidos sao mui-
to promissores e que os valores do potencial podem ser
considerados, de fato, em muitos casos como indices da de-
generescéncia, ;

Até um certo ponto comparaveis com estes resultados,
embora teoricamente bem diferentes sido algumas observa-
¢oes de outros autores, efetuadas também com métodos elec-
trométricos, mas que visam a determinacio do potencial
que se verifica entre as duas extremidades de um s6 tubér-
culo. Em oposicao ao método idealizado por Wartenberg e
Hey, investiga-se neste novo processo, o potencial no tubér-
culo vivo e ndo o potencial de oxi-reducio em suspensées
de particuias em agua. A dilerenca do potencial entre os
dois polos de um tubérculo foi verificada por Ruhland, W. e
Michael, G. (35,1936) ser geralmente menor em tubérculos
degenerados do que em tubérculos sadios da mesma varie-
dade. Em experiéncias semelhantes, também executadas em
tubérculos inteiros, mas com uma técnica diferente, Folson,
D. (8, 1941) verilicou a existéncia de uma ligeira correlacdo
positiva entre a intensidade da corrente elétrica — que pas-
sa entre dois electrodos fincados no tecido do tubérculo a
uma distancia de 8 mm. um do outro — e as doencas «en-
rolamento», «spindle-tuber» e «mild mosaic».

Assim varias cbservcdes, oriundas de diversos autores
e obtidas com métodos bastante divergentes, confirmam que
os fatores responsaveis pela degenerescéncia das batatinhas
se projetam frequentemente, embora de maneira nem gempre
perfeitamente compreensivel, nos valores do potencial dos
tubérculos. :

Ndo queremos terminar este capitulo dedicado principal-
mente a descricao do método da determinacio do potencial
de oxi-reducao sem lembrar a provavel conexdo tedrica exis-
tente entre este conceito e vs da actividade «oxidante» e
tredutora», dos sucos sobre o$.quais tratamos noslcapitu-
«0s anteriores. Ja no trabalho de Pfankuch, E. e Lindau, G.
127, 1935)Ioi demonstrado que os vérios métudos fisico-quimicos
(idealizados para averiguar o grau de degenerescéncia das ba-
tatinhas nada mais representam do que tentativas de aproxi-
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macao a indices da alteracdo que o metabolismo oxi-redutor
sofre em consequéncia da infec¢do dos tubérculos com cer-
tas doencas de virus. Nao ha duvida que todos os. diversos
indices poderdo, com o maior aperfeicoamento dos métodos,
dar resultados satisfatorios. Atualmente, porém, parece que
entre os diversos processos estudados, o da determinagdo do
potencial de oxi-reducdo em sucos possue o maior valor dia-
gnostico.

5) — Outras modificacdes de qualidades fisioldgicas dos
tubérculos degenerados

Numerosos autores ja defenderam a hipOtese de que as
doencas responsaveis pela degenerescéncia da batatinha pre-
judicavam as propriedades fundamentais da célula e que es-
tas alteracoes da fisiologia celular produziam reagoes cara-
cteristicas, aproveitaveis para fins de diagnose.

Uma das qualidades fundamentais da célula que con-
forme a opinido de véarios autores soire profundas alteragoes
em consequéncia da «degenerescéncia» ¢ a <permeabilidade»
do protoplasma.

Devemos a Kaho, H. (15, 19352a) estudos comparativos
sobre a permeabilidade das células de cilindros de tecido, retira-
dos respectivamente de tubérculos «sadios» e «degenerados».

Na avaliacao da exosmose destes cilindros Kaho ba-
seou-se em determinacdes da condutibilidade elétrical da
agua em que de um lado os cilindros <«sadios», por outro
lado os cilindros «doentes» tinham permanecido durante va-
rias horas. Nestes ensaios o autor verificou que a permea-
bilidade do plasma dos tubérculos degenerados é nitidamen-
te maior do que a de tubérculos sadios. Numa repeticao
destas experiéncias seria talvez interessante medir a condu-~
tibilidade elétrica diretamente no tecido dos tubérculos e
nao na agua de conservacio dos cortes obtidos dos tubér-
culos. Poder-se-ia fazer uso, para estes estudos, do aparelho
idealizado por Personius, C. ]J. e Sharp, P. F. (26, 1938).

Com uma técnica muito mais simples, mas menos ele-
gante realizaram também Ruhland, W. e Michael, G. (35,1936)
estudos sobre a permeabilidade do plasma de tubérculos de-
generadas, estudos estes que confirmaram inteiramente os
resultados de Kaho.

Acreditam os mencionados autores que a substancia das
célular dostubérculosde plantas degeneradas sofreu—justamen-
te em consequéncia da infec¢io com as doencgas de virus — alte-
racbes fundamentais de maneira a se mostrar mais sensivel
a qualquer modificacio dos fatores externos. Como uma das
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expressoes desta alteracdo da substancia celular, é conside-
rado pelos mencionados autores, o aumento da permeabili-
dade das células. Nesta alteracio patologica da substancia
celular de tubérculos degenerados Ruhland e Michael basei-
am a elaboragdo de um teste que corresponderia perieitamen-
te as exigéncias de simplicidade, mas cuja real eficiéncia
nao nos parece ainda bastante garantida. Consiste o méto-
do indicado pelos mencionados autores simplesmente em cor-
tar um tubérculo em duas metades e em cobrir a superfi-
cie da metade basal com um excesso de sal de cozinha. Ao
tratar desta maneira tubérculos de plantas sadias degenera-
das, verifica-se, que devido & maior permeabilidade celular,
estes altimos perdem mais rapidamente a turgescéncia e se
transformam em uma massa uniforme de consisténcia fofa
e de cor cinzenta. Nos tubérculos das plantas sadias, por
outro lado, nota-se, nas mesmas condicoes, uma diferencia-
¢ao entre a parte normal, ndo alcancada pelo efeito da so-
lucdo hipertonica, e uma parte plasmolisada, que toma —
conforme os citadus autores — uma cor preta e ndo cinzenta.
Antes de poder recomendar este método para fins diag-
nésticos, acreditamos, que seja necessario efetuar com
ele estudos experimentais com centenas de diversas amos-
tras de batatinhas sadias e doentes. Esta nossa opinido cé-
ptica é também fortemente apoiada pelas observacdes de
Folson, D. (8, 1941) que ndo conseguiu, aplicando um outro
método, igualmente baseado ‘em supostas diferencas de per-
meabilidade, separar tubérculos sadios de outros encerrando
respectivamente os virus de «enrolamento», espindle tuber»,
«MOSaico rugose» e «mosaico simples».

Nio esgotamos ainda nem de longe a exposicdo das
diversas qualidades fisiologicas dos tubérculos baseados nas
quais varios autores ensaiaram métodos de diagnose do grau
de degenerescéncia das batatinhas. Entre estas qualidades
fisioldgicas, supostas com ou sem razdo por diversos auto-
res de variar com o grau de degenerescéncia das batatinhas,
queremos mencionar aqui apenas ainda a resisténcia a pe-
netracao de narcéticos, a velocidade da perda de peso du-
rante a armazenagem, a intensidade da respiracao, e alguns
carateres fisiologicos, encontrados em ensaios empiricos e
cuja natureza as vezes nem foi bem definida, como por exem-
plo a qualidade estudada por Friedrich, H. (10, 1938).

Interessante é a informacao que bem recentemente Ross,
A, F. (32, 1943) da scbre trabalhos atualmente em andamen-
to numa das maiores esta¢Ges experimentais dos Estados
Unidos, trabalhos estes que visam a verificacao do virus do
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«enrolamento» em tubérculos. Dois testes, cujo principio no
mencionado trabalho ndo foi descrito, deram resultados sa-
tisfatorios, pelo menos com algumas variedades de batati-
nhas. Conforme Ross, ambos os testes sdo tao simples que
nio ha dificuldade em submeter diariamente 1.000 tubércu-
los a cada um destes processos.

Com isso vamos terminar a exposi¢ao dos métodos idea-
lizados até agora para a diagnose rapida de degeneresceén-
cia em tubérculos. Nao foi nossa inten¢do expor neste tra-
balho, com a mesma minucia, todas as propostas que ia
foram aventadas para facilitar a diferenciacido entre tubér-
culos sadios e doentes. Quisemos, pelo contrario, destacar aqui
alguns meétodos considerados por nds mais promissores, ba-
seados em principios teoricamente interessantes e que tam-
bém do ponto de vista pratico merecem a 10ssa atencao.

O problema da selegao fitossanitaria de sementes de
batatinhas esta atualmente no Brasil em foco. Todos os pro-
cessos que possam ajudar a vencer o caminho espinhoso da
determinacio exata e rapida das plantas sadias devem ser
experimentados e encarados com simpatia. Talvez seja jus-
tamente agora a época de experimentar alguns dos meto-
dos aqui expostos no Brasil, ande eles até agora nédo foram
adotados e onde eles nos poderdo ajudar a facilitar a pro-
ducdo, no espaco de tempo mais curto possivel, de um es-
toque satisfatério de tubérculos-sementes sadios, estoque
este tao necessario para suprir a atual falta de sementes
nos centros de cultivo e para garantir, também no apos guer-
ra, a nossa independéncia da importacdo de outros paises
de um produto, que se pode cultivar, correspondente as mais
rigorosas exigéncias de qualidade, sob as condicoes climati-
cas do Brasil. :
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