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Área de submissão: Biotecnologia e Melhoramento Genético.
COLORAÇÃO DE OVOS DE Meloidogyne incognita COM CORANTES ALIMENTÍCIOS
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RESUMO: Atualmente a busca por metodologias alternativas, sustentáveis e eficientes, tem sido o foco de diversos grupos de pesquisadores. Neste contexto, o presente trabalho propõe uma metodologia para a coloração de ovos de Meloidogyne incognita utilizando apenas suco em pó. O experimento foi conduzido em casa de vegetação e laboratório do IFAL – Campus Piranhas, no delineamento inteiramente casualizado com três repetições em arranjo fatorial (cinco tipo de suco em pó - Maratá Acerola, Maratá Morango, Maratá Uva, Fresh Uva e Pindorama Uva - X aquecimento da solução - com aquecimento em banho maria a 100°C por 20 minutos e sem aquecimento), totalizando 10 tratamentos. Os tratamentos foram comparados a uma testemunha (solução de ovos sem nenhum corante e nem aquecimento). Todos os tratamentos que utilizaram banho maria coraram os ovos. O suco em pó Pindorama Uva apresentou os melhores resultados, corando os ovos de forma homogênea e intensa.  

 PALAVRAS-CHAVE: nematoides das galhas, metodologia, suco em pó.
COLORING Meloidogyne incognita EGGS WITH FOOD COLORS
ABSTRACT: Currently the search for sustainable and efficient alternative methodologies has been the focus of several groups of researchers. In this context, the present work proposes a methodology for the staining of eggs of Meloidogyne incognita using only powder juice. The experiment was conducted in a greenhouse and laboratory of the IFAL - Campus Piranhas, in a completely randomized design with three replicates in factorial arrangement (five types of powdered juice - Maratá Acerola, Maratá Strawberry, Maratá Grape, Fresh Grape and Pindorama Grape - X heating of the solution - with heating in a water bath at 100 ° C for 20 minutes and without heating), totaling 10 treatments. Treatments were compared to a control (egg solution without any coloring or heating). All treatments that used water baths stained the eggs. The powder juice Pindorama Uva presented the best results, blushing the eggs in a homogeneous and intense way.
KEY WORDS: root-knot nematodes, methodology, powder juice.
INTRODUÇÃO
Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) estão entre os cinco grupos de patógenos mais importantes para a agricultura mundial por serem cosmopolitas e altamente destrutivos (ABAD et al., 2008). Dentro do gênero Meloidogyne as espécies M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla são as apresentam maior importância, sendo as duas primeiras as que causam maiores prejuízos econômicos, com ampla distribuição geográfica e um elevado número de hospedeiro (FERRAZ & BROWN, 2016) como culturas anuais (alface, coentro, tomate, pimenta, pimentão, feijões, entre outras), perenes (café, goiaba, entre outras) e as essências florestais e medicinais. 

O manejo integrado de fitonematoides consiste em adotar uma série de atitudes que vão desde a fiscalização (exclusão), controle cultural, controle biológico, controle varietal e controle químico, quando necessário (FERRAZ & BROWN, 2016). O uso de cultivares resistentes aos nematoides das galhas é uma importante estratégia no manejo deste patógeno, porém nem sempre são disponíveis (MCCARTER, 2008). Na avaliação da reação de plantas aos nematoides das galhas geralmente realiza-se a contagem das galhas e do número de ovos.

A quantificação do número de ovos é uma etapa importante na avaliação sendo a coloração dos ovos uma opção para facilitar a observação e quantificação dos mesmos. A utilização de metodologias convencionais para coloração de ovos e juvenis de nematoides promove a geração de grande quantidade de rejeitos de produtos químicos nocivos ao meio ambiente e ao homem, gerando preocupação entre os pesquisadores da área (ROCHA, 2007). Visando propor uma metodologia para coloração de ovos de M. incognita, sem a utilização de de reagentes químicos, foi realizado o presente trabalho avaliando a eficiência de diferentes sucos em pó para corar os ovos do patógeno.  
MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi conduzido no mês de abril de 2019 em casa de vegetação e laboratório de Melhoramento Vegetal no Instituto Federal de Alagoas, Campus de Piranhas (IFAL-PIRANHAS), situada nas seguintes coordenadas 09º37'25"S; 37º45'24"W, 88 m.

Os ovos de M. incognita foram obtidos de fontes de inóculo mantidos em tomateiro cultivar Santa Clara. Para extração dos ovos, das raízes do tomateiro, foi utilizada a metodologia proposta por Hussey & Barker (1973) e modificada por Boneti & Ferraz (1981).

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado com três repetições em arranjo fatorial composto por dois fatores, sendo o primeiro, cinco tipos de sucos em pó (Maratá Acerola, Maratá Morango, Maratá Uva, Fresh Uva e Pindorama Uva) e o segundo o aquecimento da solução (com aquecimento em banho maria a 100°C por 20 minutos e sem aquecimento), totalizando 10 tratamentos. Os tratamentos propostos foram comparados a uma testemunha (solução de ovos sem nenhum corante e nem aquecimento). 

As soluções de cada suco em pó (corante alimentar) foram preparadas na concentração de 4%, para isso, pesou-se 4 g do refresco e diluiu em 100 ml de água destilada. Em seguida, com bastão de vidro procedeu-se a homogeneização da solução. 

 
 Em tudo de ensaio de vidro de 50 ml, colocou-se 1 mL da suspensão de ovos em 1 mL da solução do respectivo corante, segundo o tratamento. Os tratamentos que seriam submetidos ao aquecimento foram levados ao banho maria aquecido a 100°C e deixados por 20 minutos, semelhante ao proposto por Rocha (2007). Em seguida, foram retirados e deixados sobre bancadas para resfriar até a temperatura ambiente. Posteriormente, cada tudo teve sua solução vertida sobre o conjunto de peneiras de 200 e 400 mesh sendo estes lavados para retirada do excesso de corante, sendo os ovos armazenados em recipiente devidamente identificado de acordo com o tratamento. 

Os tratamentos que não tiveram aquecimento após a mistura da solução dos ovos com o corante foram deixados por 20 minutos em temperatura ambiente e posteriormente procedeu-se a lavagem dos ovos de forma semelhante à descrita para os tratamentos com aquecimento.  

Em seguida, com auxílio de microscópio óptico no aumento de 40X e lâmina de Peters, observou-se 50 ovos por amostra quanto a coração dos ovos do nematoide.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os tratamentos que não foram submetidos ao banho maria não coraram os ovos, não diferindo do resultado apresentado pela testemunha. Os demais tratamentos, que foram submetidos ao banho maria a 100°C por 20 minutos, coraram os ovos (Figura 1). 
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Figura 1. Coloração de ovos de M. incognita com sucos em pó. A-B: testemunha. C-D: Maratá Acerola. E-F: Maratá Morango. G-H: Fresh Uva. I-J: Maratá Uva. L-M: Pindorama Uva. 

Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, Rocha (2007) avaliando alternativas de coloração de ovos de Meloidogyne spp verificou que os sucos em pó Q.refresco® (sabor morango e uva) e o Ki.Gostoso® sabor groselha, apresentaram  intensidade de coloração que assemelhou-se às da floxina B e fucsina ácida.

Realizando-se uma lavagem do sistema radicular de forma a remover o máximo do substrato possibilitou-se a não utilização do caulim para limpeza dos ovos, conforme sugerido na técnica de Coolen & D’Herde (1972), reduzindo os custos da análise que será limitada a utilização dos sucos em pó e banho maria.

Embora todos os sucos em pó utilizados tenham corado os ovos, em banho maria, o suco em pó Pindorama Uva apresentou uma intensidade e homogeneidade da coloração maior, quando comparado aos demais.  

CONCLUSÕES

A metodologia proposta para coloração de ovos de M. incognita é econômica, sustentável, prática e eficiente, pois possibilita a coloração dos ovos sem utilização de nenhum reagente químico e utilização apenas de suco em pó, com baixo custo além de não ser tóxico nem poluir o meio ambiente. O suco em pó Pindorama apresentou maior intensidade e homogeneidade na coloração dos ovos sendo uma opção a ser adotada nos laboratórios de nematologia. 
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