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Introducao

O Brasil possui cerca de 158.753.866 ha de pastos
cultivados e naturais (INSTITUTO BRASILEIRO

DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2007) utilizados
principalmente para a pecuaria bovina. Dentre as
espécies vegetais utilizadas nos pastos cultivados,
o amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov)
tem se destacado por possuir caracteristicas
favoraveis ao pastejo, a nutricao de animais e a
conservacao do solo (ARGEL; VILLARREAL, 2000).
O histoérico de uso de cultivares de amendoim
forrageiro no mundo é extenso e inicia-se com o
lancamento da cultivar Amarillo na Australia, em
1954, a partir do acesso coletado pelo professor
Geraldo Pinto, na Bahia. Desde entao, os esforcos
de pesquisa resultaram no langamento e uso

de cultivares no Brasil, Colémbia, Costa Rica,
Honduras, Malasia e Panama (PAGANELLA,;
VALLS, 1999).
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No Acre, existem pastos satisfatoriamente
produtivos de capim-massai (Panicum maximum
Jacq cv. Massai) consorciado com amendoim
forrageiro ha mais de 15 anos e pastos de grama-
estrela-roxa (Cynodon nlenfuensis Vanderyst)
consorciada com Arachis pintoi cv. Belmonte
estabelecidos a partir de 2002 (ANDRADE et al.,
2009), que se mantém produtivos com prevaléncia
das duas espécies.

Arachis pintoi cv. Porvenir apresenta tempo

de persisténcia sob pastejo acima de 10 anos,
tem 17% a 20% de proteina bruta, 67% a 71% de
digestibilidade e produz até 7% de matéria seca/
ha (ARGEL; VILLARREAL, 2000). O amendoim
forrageiro é uma espécie rica em proteina e boa
para ser cultivada visando a transformagao em
proteina animal. Dados de pesquisa mostram que
Arachis pintoi cv. Belmonte tem 19% de proteina
bruta com digestibilidade de 60% a 70% (PEREIRA
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et al., 1999) e produz 20 toneladas de matéria

seca por hectare ao ano (VALENTIM et al., 2001).

O ganho individual de peso vivo em animais
bovinos em pastejo continuo por 4 anos, em pasto
de Arachis pintoi cv. Belmonte consorciado com
Brachiaria humidicola (Rendle) Schweickerdt, foi
de 565 g por dia (VALENTIM et al., 2001), 27,2% a
mais que em pasto puro da mesma graminea.

A capacidade de suporte anual de pastagens tem
servido como um indice indicador de eficiéncia
do sistema de uso da terra com forrageiras

para pastejo. Em pastagens produtivas no

Acre, constituidas pelo consorcio de gramineas
dos géneros Brachiaria ou Panicum com as
leguminosas Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth.
ou Arachis pintoi, a capacidade de suporte anual
para a pecuaria bovina varia de 2,56 UA/ha a 2,7
UA/ha (unidade animal de 400 kg por hectare),
sem que haja irrigacao e adubacao nitrogenada
externa (ANDRADE, 2004). No entanto, ha grande
discrepancia entre as taxas de lotagcao médias dos
estados da Amazénia Legal devido ao elevado
grau de degradacao de pastagens (DIAS-FILHO;
ANDRADE, 2006). No Acre, quando se consideram
todos os pastos de baixa a alta producgao de
forragem, a capacidade média de suporte para a
pecuéria bovina é de 1,77 UA/ha, muito superior a
média dos outros estados, mas a area de pastos
degradados ultrapassa os 100 mil ha.

A degradacao de pastagens no Acre ficou mais
evidente a partir da segunda metade da década de
1990, quando se observou a ocorréncia de morte
de plantas de Brachiaria brizantha cv. Marandu

no Municipio de Bujari, AC. Posteriormente,
comprovou-se que plantas dessa cultivar estavam
morrendo em quase todas as propriedades no
estado, e que, apos a morte, as areas afetadas
eram rapidamente colonizadas por plantas
daninhas de dificil controle. Poucos estudos
fitopatoldgicos foram realizados para explicar esse
fendmeno de grande impacto na pecuaria acriana,
mas destaca-se o inventario de nematoides que
descartou a hipdétese de nematose como causa

da mortalidade das plantas e revelou uma ampla
diversidade de fitonematoides nas rizosferas
dessa forrageira utilizada em pastagens no

Acre (SHARMA et al., 2001a). Dentre as espécies
encontradas, Meloidogyne spp. Goeldi 1887 foi
detectada em um Unico local associada a rizosfera

de Brachiaria brizantha cv. Marandu em planta
sadia (SHARMA et al., 2001b).

Para o fortalecimento da atividade pecuéria, a
Embrapa estudou e recomendou apds a década
de 1990 diversas tecnologias para as reformas de
pastos degradados no Acre, incluindo gramineas e
leguminosas para consorcio.

A elevacao da capacidade de suporte de
pastagens para a bovinocultura é essencial,
devido a necessidade de aumento da quantidade
de proteina, ao elevado custo da terra e a restricao
legal quanto a abertura de novas areas por
retirada de vegetacao arborea e arbustiva.

O amendoim forrageiro se apresenta como uma
leguminosa forrageira bastante adequada para
sistemas modernos de producgao de pecuaria de
corte e leite mais intensivos, caracterizados pelo
emprego do pastejo rotacionado, em piquetes,
com carga animal elevada, pois essas condi¢coes
nao tém afetado a persisténcia das plantas na
pastagem.

Contudo, para que ocorra a ampliacao da area
cultivada, as variedades de Arachis pintoi devem
apresentar-se adaptadas e estaveis quanto

aos atributos essenciais a sua permanéncia no
sistema de producao. Dentre as caracteristicas
importantes para uma cultivar de planta perene,
esta a resisténcia genética a doencas, por
exemplo, a nematoses, que podem comprometer
a longevidade das plantas e a producao de
biomassa saudavel em quantidade apropriada
para o gado.

No Brasil, o histérico de nematose em Arachis
pintoi comegou em 2002, quando se observaram
em Londrina, no Parana, plantas de A. pintoi
altamente infestadas com Meloidogyne javanica
(Treub, 1885) Chitwood, 1949 raca 4 (CARNEIRO
et al., 2003). Segundo o relato cientifico, em

solo com deficiéncia de nutrientes, o avango da
doenca levava a morte das plantas. No mesmo
ano, foi realizado um inventario de nematoides na
rizosfera de Arachis pintoi, Arachis glabrata Benth.
e Musa spp. em Rio Branco, no Acre, no entanto,
Meloidogyne spp. nao foi detectada nas amostras
constituidas de solo mais raizes de Arachis
estudadas a época.



Posteriormente, em atividade de clinica

com amostras de A. pintoi cv. Belmonte
(identificagao do cliente) coletadas em Rio
Branco, foram constatadas pequenas galhas
tipicas de Meloidogyne spp. contendo fémeas do
fitonematoide. Seguiu-se um estudo aprofundado
sobre nematoides que ocorrem em Arachis spp.
no Acre e relatos resumidos foram publicados
posteriormente (GONCALVES et al., 2013a e b).

Desse modo, o objetivo deste trabalho é relatar
as informacdes técnico-cientificas obtidas até o
momento sobre o patossistema Meloydogyne
javanica Chitwood x Arachis spp. para contribuir
com as analises de estratégias a serem adotadas
no melhoramento genético e outras agdes e
projetos decorrentes das descobertas realizadas.

Material e métodos

Na primeira fase do trabalho procedeu-se a
andlise de amostras de raizes de Arachis spp.
para a verificacao da presenca ou auséncia de
nematoides em galhas nas raizes. Do total de 122
acessos em parcelas de 2,0 m x 2,0 m, presentes
no Banco Ativo de Germoplasma de Arachis
spp., localizado na Embrapa Acre, em Rio Branco,
AC, utilizados no programa de melhoramento
genético, coletou-se, em 117 parcelas, uma
amostra de raizes, ca. 100 g, por parcela (Figura
1). As amostras foram acondicionadas em sacos
de polietileno, “zip-lock”, e transportadas ao
Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Acre
para analise (Figura 2), utilizando um microscépio
estereoscoépico (Motic SMZ168, Motic Corp., Hong
Kong).

As amostras com resultado positivo para
presenca de nematoide em galhas foram
enviadas ao Laboratério de Nematologia da
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, para
a identificacao do nematoide por meio da analise
do perfil de isoenzimas. Em laboratorio, as raizes
foram lavadas e a extracao de fémeas foi feita em
microscopio estereoscopico. FéEmeas adultas em
inicio de postura e com coloragao branco-leitosa
foram retiradas das amostras e transferidas para
microtubos (eppendorf®) de 0,5 mL, contendo 10
uL de tampao de extragao de proteinas (FREITAS
et al., 2007). Foi utilizado o sistema descontinuo
de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
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(ALFENAS; BRUNE, 1998), cujas concentracoes
de bis-acrilamida foram de 8% e 4%, nos géis
separador e empilhador, respectivamente.

Nas corridas eletroforéticas foram utilizadas

12 fémeas de cada populagao, ou seja, uma

fémea por cavidade do gel. O extrato proteico
proveniente de M. javanica foi incluido na
primeira, oitava e ultima cavidade de cada gel para
garantir o padrao de comparacgao dos fenotipos
encontrados.

A corrida eletroforética foi realizada em
refrigerador, a aproximadamente 4 °C,
mantendo-se a voltagem de 80 V na corrida de
empilhamento e 200 V na corrida de separacao
das proteinas. Apds interromper a eletroforese,

o gel foi retirado da placa, o gel empilhador foi
descartado e o gel de separacao foi mergulhado
em uma solucao de revelacao preparada
imediatamente antes de seu uso, visando revelar
a isoenzima esterase (EST), conforme descrito em
Alfenas et al. (1991). Apds 15 minutos, o gel foi
lavado em 4gua de torneira e colocado em uma
mistura de dgua destilada, alcool metilico e acido
acético (na proporgao 5:5:1) por no minimo 30
minutos, para a fixacao das bandas.

O gel foi fotodocumentado no formato digital
utilizando um escéaner. Os resultados foram
expressos em seis categorias: J3, A2 + J3, A3?
Mm?, J2? + J3, 27, J3?, J3 + I1 para designar M.
javanica padrao J3, M. arenaria Yang padrao A2
mais M. javanica padrao J3, M. arenaria padrao
A3 ou M. morocciencis Rammah & Hirschmann,
M. javanica padrao J3 e possivel M. javanica
padrao J2, possivel M. javanica padrao J3 e M.
javanica padrao J3 mais M. incognita Chitwood,
respectivamente. As categorias A2 e A3 de M.
arenaria, J3 de M. javanica e |11 de M. javanica
para a enzima esterase sao aquelas definidas por
Esbenshade e Triantaphyllou (1990), e a categoria
J2 para a mesma enzima é encontrada em
Carneiro et al. (1996).

A frequéncia de nematoide por género para

cada hospedeiro, a eficiéncia de caracterizacao

e a frequéncia das espécies de nematoide por
hospedeiro foram calculadas e constam na Tabela
1. Alguns géis obtidos durante o trabalho também
estao representados nas Figuras 2 e 3.



Nematoides do Género Meloidogyne em Arachis spp. no Acre

Resultados e diSCUSSéO parental, com excecgao de A. valsii x A. pintoi,

cuja frequéncia foi 0 (Tabela 1). A composicao

do BAG mostra predominancia de A. pintoi com
56% dos acessos, seguido de A. repens, com 21%.
Os hibridos simples que tém A. pintoi como um
dos progenitores somam 15%. As espécies A.
glabrata e A. helodes somam apenas 7% do total
de acessos, mas apresentaram baixas frequéncias
de Meloidogyne spp., a semelhanca do hibrido A.
valsii x A. pintoi.

Do total de amostras analisadas, 50%
apresentaram Meloidogyne spp. e todas as
amostras com galhas continham fémeas de
nematoide desse género. As frequéncias de
Meloidogyne spp. por grupo de genétipos
presentes no BAG variou de 0% a 83% com
predominancia de valores em A. pintoi e hibridos
intra e interespecificos que tém A. pintoi como

Tabela 1. Frequéncias de Meloidogyne spp. por grupo de gendtipos presentes no BAG de amendoim
forrageiro da Embrapa, Rio Branco, AC.
Espécie Numero de acessos N° de amostras de raizes N° de amostras com Frequéncia de
amostrados do com galhas de nematoide resultado positivo Meloidogyne spp.

para Meloidogyne no genotipo (%)

A. glabrata 7 1 1 14

A. helodes 1 0 0 0

A. pintoi 66 35 35 53

A. repens 25 10 10 40

A. pintoi x 3 2 2 67

A. repens

A. apressipila x 2 1 1 50

A. pintoi

A. pintoi x 12 10 10 83

A. pintoi

A. valsii x 1 0 0 0

A. pintoi

Total 17 59 59 -

Os dados apresentados sao distintos daqueles estereoscopico, 13 nao tiveram a identificacao
encontrados por Cavalcante et al. (2001; 2002) no nivel de espécie, por meio da anélise de

em A. pintoi e A. glabrata cv. Arbrook mesmo isoenzimas, e 14 amostras foram identificadas
tendo-se computado, a época, todo o contetido na espécie M. javanica. Considerando todos os
amostral da rizosfera dessas espécies e tendo hospedeiros, 75% das amostras apresentaram
sido encontrada Meloidogyne spp. nas amostras isoladamente M. javanica J3 e, quando se

de rizosfera de Musa acuminata Colla x Musa consideram também amostras de populagdo
acuminata x M. balbisiana Colla cv. Terra, grupo mista com outras espécies, ou mesmo com um
gendmico AAB. Nos dados apresentados neste possivel padrdo J2 de M. javanica, essa frequéncia
trabalho ha uma maior frequéncia de Meloidogyne sobe para 86%. Das 57 amostras enviadas

spp. em amostras de raizes de Arachis spp. do que para identificacao da espécie de Meloidogyne
em rizosfera de Brachiaria brizantha cv. Marandu utilizando-se eletroforese de isoenzimas, foi
conforme encontrado por Sharma et al. (2001b). possivel obter resultado em 36 (Tabela 2).

Das amostras obtidas nas parcelas de A. pintoi, Esse resultado indica a necessidade de uma
com resultado positivo para Meloidogyne spp., abordagem multifasica no estudo taxonémico de

a partir da analise morfolégica em microscopio espécies de Meloidogyne spp., a qual deve incluir,



apos as andlises de isoenzimas, analise direta de
DNA com marcador molecular apropriado para
suprir as deficiéncias de identificagao no nivel de
espécie de algumas amostras.

Os dados de ocorréncia das espécies de
nematoide concomitantemente as categorias de
resultado com padrao de isoenzimas por tipo
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de material genético encontrado no BAG de
amendoim forrageiro da Embrapa, em Rio Branco,
AC, constam na Tabela 3. Foram incluidas na
coluna A. spp. (Arachis spp.) as parcelas 43 com
A2 +J3,44 e 49 com J2? + J3, parcelas 23, 45, 46,
50 e 66 com J3 e a parcela 15 com J2? por nao
estarem identificadas no nivel de espécie no BAG
(Tabela 3).

Tabela 2. Eficiéncia de caracterizacao de espécies de Meloidogyne spp. a partir de amostras de raizes de
Arachis spp.
Categoria com padrao

Espécie*
isoenzimatico

J3 M. javanica 27 27 27 0 0
J2? +J3? M. javanica? 2 0 0 0 0
J2? +J3 M. javanica? + M. javanica 2 2 2 0 0
A3? Mm? M. arenaria? ou M. morocciensis? 3 0 0 0 0
J3+ 11 M. javanica e M. incognita 1 2 1 0 1
J3+A2 M. javanica e M. arenaria 1 2 1 1 0
Total 36 33 31 1 1

NAA: nimero de amostras analisadas; NEC: nUumero de espécies caracterizadas; NMJ: numero de Meloidogyne
javanica; NMA: numero de Meloidogyne arenaria; NMI: nimero de M. incognita.

*Interrogagodes indicam duvida quanto a identificacao da espécie pela técnica adotada.

Tabela 3. Numero real de ocorréncia de espécies de Meloidogyne spp. em plantas de Arachis spp.
presentes no BAG de amendoim forrageiro da Embrapa, Rio Branco, AC.

N° de amostras Espécies e hibridos de amendoim forrageiro
identificadas

Categoria de Espécies de nematoide

resultado

Ap ApxAp Ar A.spp. AaxAp

J2?7 +J3 M. javanica 2 0 0 0 2 0
J3 M. javanica 27 13 6 3 5 0
J3? M. javanica 1 0 0 0 0 1
J2? M. javanica 1 0 0 0 1 0
A3? Mm? M. arenaria ou 3 2 0 1 0 0
M. morocciensis
A2 +J3 M. arenaria e M. javanica 1 0 0 0 1 0
J3+11 M. javanica e M. incognita 1 1 0 0 0 0
Total 36 16 6 4 9 1

Ap: Arachis pintoi; Ap x Ap: A. pintoi x A. pintoi; Ar: A. repens; A. spp.: Arachis spp.; Aa x Ap: A. apressipila x A. pintoi.
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A seguir, sdao mostradas imagens de raizes
de Arachis pintoi cv. Mandobi, BRA040550,
apresentando galhas de Meloidogyne javanica
(Figura 1A) e de Arachis pintoi, BRAV13338,
apresentando galhas de M. arenaria ou M.
morocciencis (Figura 1B), além de fémeas
de Meloidogyne javanica na raiz de A. pintoi
(Figura 1C) e em lamina de vidro (Figura 1D).
Observa-se que as raizes de Arachis pintoi
cv. Mandobi sao menos deformadas pela
doenca do que as raizes de Arachis pintoi,
BRAV13338, o que pode ser decorrente da

Figura 1. Raizes de Arachis pintoi cv. Mandobi, BRA040550, apresentando galhas de Meloidogyne javanica (A) e de Arachis pintoi,

BRAV13338, apresentando galhas de M. arenaria ou M. morocciencis (B); fémea de Meloidogyne javanica na raiz de A. pintoi vista

nao exposicao de Arachis pintoi cv. Mandobi ao
nematoide que causa o dano na planta Arachis

pintoi, BRAV13338. As fémeas apresentam aspecto

normal de desenvolvimento mostrando uma
interacao positiva com o hospedeiro no sentido
de completar o ciclo biolégico do nematoide e a

propria patogenicidade, embora durante os estudos
nao fossem verificadas fémeas com ovos. Contudo,

o grande numero de galhas nas raizes e ootecas

vazias indicam a ocorréncia de formacao de ovos

e sua eclosao em ciclos sucessivos da interacao
patdogeno-hospedeiro.

ao microscopio estereoscopico (C) e em lamina de vidro vista ao microscépio de luz comum (D).

A eletroforese de isoenzimas é uma tecnologia

amplamente utilizada no mundo, principalmente

para a identificacao de plantas, animais e
microrganismos (ALFENAS et al., 1991) bem
como para o diagnéstico de doencas de plantas
(GONGCALVES, 2009) e estudo de frequéncias
alélicas. A eletroforese da isoenzima esterase

é considerada uma excelente tecnologia para

a identificacao de espécies do nematoide das
galhas, Meloidogyne spp. (CARNEIRO et al.,

2000). Dentre as vantagens dessa tecnologia esta a
nitida distincao dos padroes de bandas de esterase

a partir de um polimorfismo diferencial estavel

para a maioria dos individuos de cada espécie de

S8A|BIUOD) 0Y|90)) BA|BPRAIY :S0104

Meloidogyne spp., resultante da distinta mobilidade

eletroforética.

Outras vantagens sao a reprodutibilidade, rapidez,

simplicidade de execucao e o baixo custo das
analises (ALONSO; ALFENAS; 1998). O padrao
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de bandas das fémeas adultas isoladas de A.
repens (acesso W1006, numero BRA0333481),
parcela 42, é de M. javanica J3, espécie padrao
adicionada como testemunha nas colunas 1,8 e
15 do gel (Figura 2). Contudo, como constatado
neste e, em outros trabalhos, nem todos os
nematoides do género apresentam uma resposta
segura para os padroes de bandas esperados,
sendo impossivel, em alguns casos, a separacao
de espécies ou de individuos com padroes
isoenzimaticos inesperados dentro da espécie. Na
Figura 3 é possivel observar um gel mostrando

a alta repetibilidade de um padrao isoenzimatico
com a isoenzima EST diferente daquele esperado
para M. javanica J3. Esse fato ocorre devido a
caracteristica biolégica desse marcador molecular,

sentido da corrida

Y

o qual apresenta uma relagao 1: 1, isoenzima
: gene funcional. Nesse caso, individuos que
apresentem o gene e a rota metabdlica de
expressao génica da isoenzima da esterase
funcionais permitem uma correta avaliagao de
seus fendtipos, enquanto individuos da mesma
espécie ou raca que apresentem alteragdes no
gene da esterase ou na sua rota metabdlica
subsequente nao sao avaliados corretamente.
Nesses casos, a analise de marcador direto

de DNA por meio da reacao em cadeia da
polimerase (PCR) seguida de eletroforese tem
sido apontada como a abordagem de maior
resolutibilidade, rapidez e aplicabilidade em
amostras de raizes contendo galhas (HU et al.,
2011).

Figura 2. Gel de poliacrilamida contendo amostras (A e B) da isoenzima esterase de M. javanica, fendtipo J3, obtido de A. repens

(acesso W1006, nimero BRA0333481), parcela 42.

Mj: fenétipo de M. javanica utilizado como padrao.

sentiao da corrida

Figura 3. Gel de poliacrilamida contendo amostras da isoenzima esterase de M. arenaria, fenotipo A3, ou de M. morocciensis,
fendtipo M3, obtido de A. pintoi (acesso V13338, nimero BRA034100), parcela 62.

Mj: fenétipo de M. javanica utilizado como padrao.
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Conclusoes

Os fitonematoides encontrados nas raizes de
Arachis spp., em Rio Branco, AC, foram M.
javanica, M. arenaria e M. incognita. Confirmou-se
a presenca de M. javanica em 86% das amostras
analisadas por eletroforese, sendo 75% em espécie
pura. Meloidogyne arenaria e Meloidogyne spp.
ocorreram nos acessos BRA034142, BRA034100

de A. pintoi e no acesso BRA029190 de A. repens.
Meloidogyne javanica e M. arenaria ocorreram
simultaneamente em uma amostra. O mesmo
aconteceu com M. javanica e M. incognita no
acesso BRA031135. No gendtipo A. pintoi (V13338,
BRAO034100), parcela 62, a identificagcao da espécie
de Meloidogyne spp. requer novos estudos devido
a incerteza quanto a presenca de M. arenaria A3 ou
M. morocciensis que apresenta padrao bioquimico
indiferenciavel de A3 pela eletroforese. Em trés
outros genotipos, novos estudos sao necessarios
para a verificacao da presenca ou nao de M.
javanica padrao J2.
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