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1. INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor de tabaco (Nicotiana spp.) e lider em
exportacdes, destacando-se pelo crescimento de area plantada e producéo total
em niveis superiores aos maiores produtores globais nas ultimas décadas,
empregando diretamente 678.440 pessoas (SINDITABACO; AFUBRA 2018).

Assim como outras culturas, o tabaco vem de uma estreita base genética,
possuindo uma evolucao significativa apenas fenotipicamente (SANTOS, 2002), o
gue pode favorecer diversos patdgenos, dentre eles os fitonematoides.

Os nematoides—das- galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os patégenos de
solo mais destrutivos em todo o mundo, possuem uma ampla variedade de
hospedeiros e causam consideraveis perdas em diferentes espécies de plantas
cultivadas (ZHANG et al., 2013). Esses patdégenos penetram no sistema radicular
das plantas e estabelecem sitios de alimentacdo, induzindo a formacdo de
células gigantes, e, logo apds, engrossamentos denominados de galhas. O
parasitismo das raizes por tais organimos afeta diretamente a absorcao de agua e
nutrientes diminuindo significativamente o rendimento e qualidade das culturas (
NAZ et al., 2013).

Para tomada de decisdo quanto ao manejo de nematoides a ser adotado, o
primeiro passo € a identificacdo ao nivel de espécie desses fitoparasitas. Varias
espécies de nematdides parasitas de plantas ja foram relatadas em associacao
ao tabaco (JOHNSON et al., 2005), No entanto, mesmo a fumicultra sendo
considerada de grande importancia social no Brasil, poucos estudos nematologios
foram realizados além daquele conduzido por ARAUJO-FILHO (2012).

Considerando a importancia econémica que a fumicultura representa da
para o Rio Grande do Sul e o Brasil, e, a necessidade de estudos sobre a
diversidade de espécies de Meloidogyne no tabaco., objetivou-se nesse trabalho,
caracterizar bioquimicamente espécies de Meloidogyne que ocorrem em
amostras de fumo provenientes de lavouras infestadas pelo patégeno.

2. METODOLOGIA

Amostras de fumo de lavouras com plantas exibindo raizes com galhas nas
raizes, provenientes de Candelaria-RS, foram encaminhadas ao laboratério de
Fitopatologia/Nematologia da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS para
identificacdo das respectivas espécies. A identificacdo das espécies do
nematoide-das-galhas foi realizada por eletroforese utilizando-se a isoenzima
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esterase (Est) em gel de poliacrilamida 7% (CARNEIRO; ALMEIDA 2001). Para
isso, 20 fémeas de coloracdo branco-leitosa de Meloidogyne sp. foram extraidas
individualmente das raizes de cada amostra com o auxilio de um estilete, sob
microscépio estereoscopico, e, a seguir, transferidas para tubos microhematécrito,
contendo 3 pyL do tampao de extragdo (Sacarose/Triton X-100). Logo apds, as
fémeas foram maceradas com um bastédo de aco de extremidade arredondada,
sendo o extrato obtido de cada subamostra, aplicado com o auxilio de uma
seringa (Hamilton) sobre papel Whatman 3 mm (1,5 x 4,0 mm) em placa de
porcelana, e, a seguir, transferido para a respectiva cavidade do gel de
poliacrilamida. Extratos proteicos de fémeas de M. javanica foram incluidos em
cada gel como fenotipo padréo para a caracterizacao da esterase. Gotas de azul
bromofenol (0,1%) foram colocadas nas extremidades do gel, para
acompanhamento da migracéo, que seguiu a voltagem de 120V, em temperatura
média de 4 °C por 2 horas. Os padrées de bandas no gel de poliacrilamida foram
obtidos com a imersdo do gel em solucdes reveladoras especificas para a
isoenzima esterase (a-naftilacetato, Fast Blue RR Salt e tampéo fosfato de sddio)
preparadas no momento do uso.

Logo apds, o material foi levado a incubacdo onde permaneceu em estufa
a 37°C por 30 minutos, até que as bandas esterasticas aparecessem em fundo
claro. Os mesmos foram lavados em agua corrente e fixados em solucdo (agua
destilada, alcool metilico e &cido acético) na proporcédo (5:5:1) (v/v) por 30
minutos. Em seguida, o gel foi disposto entre duas folhas de papel celofane, e
seco a temperatura ambiente. A identificacdo dos fenétipos de cada amostra foi
realizada através do célculo da mobilidade relativa (Rm) de cada banda em
relacdo ao padrao. Os fendtipos de esterase identificados foram designados pelas
letras sugestiva do nome da espécie, acompanhados de um ndamero que indica o
namero de bandas obtido, e também realizada a frequéncia de ocorréncia de
espécies de Meloidogyne em cada amostra (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU,
1985, 1990; CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da revelacdo dos geis, foi possivel identificar as espécies
Meloidogyne incognita (KOFOID & WHITE, 1919), com os fendtipos esterasticos
11 (Rm: 0,97) e 12 (Rm: 1,05, 1,15), Meloidogyne arenaria (NEAL, 1889) (Rm:
1,19, 1,28) com o fenotipo A2 e Meloidogyne konaensis (EISENBACK;
BERNARD; SCHMITT, 1994) com os fenétipos esterasticos K3 (Rm: 1,06, 1,22,
1,31) nas amostras de fumo, conforme osbservado na tabela 1.

De acordo com os resultados (tabela 1), nota-se que houve mistura de
espécies em todas as amostras analisadas. Na amostra 1, 35,7 % das bandas
esterasticas resultaram em M. arenaria (Est. A2) com predominancia de M.
konaensis (Est. K3) com 64,35% das bandas. Para amostra 2 obteve-se 18,75%
de M. incognita (Est. 12), 37,5% de M. konaensis (Est. K3) com predominancia de
M. incognita (Est. 11) com 43,8% das bandas. Ja para a amostra 3, M. arenaria
(Est. A2) constituiu 20% das bandas, M. konaensis (Est. K3) também 20%, e com
predomiancia de M. incognita (Est. 12) com 60%.

Meloidogyne incognita e M. arenaria sdo relatados frequantementre na
cultura (ARAUJO-FILHO, 2012). No entanto, o fenétipo K3 com trés bandas (Rm:
1,06, 1,22, 1,31) foi o mais comum encontrado nas amostras analisadas no
presente estudo. O padrdo de esterase K3 é Unico e especifico da espécie, com
trés bandas principais (Rm: 1,0, 1,17, 1,27) (CARNEIRO et al., 2000). Nesse
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sentido,tudo indica que tal fenoétipo esterastico identificado seja correspondente a
espécie M. konaensis, cuja mobilidade relativa (Rm) encontrada possui coeréncia
com os estudos realizados por (EISENBACK; BERNARD; SCHMITT, 1994), e,
complementarmente por(MONTEIRO et al. ( 2016) ao detectar o nematoide em
trés culturas e uma espécie de planta daninha em quatro localidades do Estado
do Ceara. Dessa forma, relatando-se, pela primeira vez em fumo o fendtipo
esterastico K3, tipico de M. konaensis, no Brasil. No entanto, Sabendo-se que a
indetificacdo precisa de um patdgeno requer o emprego da taxonomia integrativa,
estudos morfolégicos, morfométricos e moleculares com tais populacdes precisam
ser feitos para confirmacéo da referida espécie.

Tabela 1 - Fendtipos isoenzimaticos de esterase e suas respectivas percentagens de ocorréncia
associados a amostras de raizes de fumo infectadas pelo nematoide das galhas.

Amostra Meloidogyne spp./ Ocorréncia (%)
Fendtipo de esterase
1 M. arenaria (Est A2) 35,7
M. konaensis (Est. K3) 64,3
2 M. incognita (Est. 12) 18,7
M. incognita (Est. I1) 43,8
M. konaensis (Est. K3) 37,5
3 M. incognita (Est. 12) 60
M. arenaria (Est. A2) 20
M. konaensis (Est. K3) 20

4. CONCLUSOES
Diferentes espécies de Meloidogyne parasitam a cultura do tabaco. Uma
populacao atipica (Est. k3) detectada pela enzima esterase, ocorre em tabaco, no
Rio Grande do Sul.
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