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Diversidade genética de populacdes de Pratylenchus brachyurus e interagdes com
cafeeiros

RESUMO

A producdo cafeeira brasileira, uma das principais atividades do agronegocio nacional, na
maioria das vezes, tem seu rendimento comprometido pela incidéncia de fitonematoides. O
nematoide-das-lesdes, Pratylenchus brachyurus, ndo se multiplica bem em cafeeiros, porém,
ainda assim, ocasiona danos importantes a producgdo, devido a relacdo de intolerancia da
planta a infeccdo. Além disso, P. brachyurus apresenta variabilidade intraespecifica
relacionada a sua patogenicidade, morfologia e genética, sendo um fator importante a ser
considerado nos programas de melhoramento do cafeeiro que visam a resisténcia multipla de
fitonematoides. Esta pesquisa buscou investigar a variabilidade genética intraespecifica em
populacdes de P. brachyurus parasitando cafeeiros. Quatro populacdes de P. brachyurus
foram avaliadas, sendo trés amostradas em cafezais paulistas (PbDR, PbFR e PbGA) e uma
em algodoeiro, na Bahia (PbSD). A variabilidade intraespecifica das populacdes foi
caracterizada por meio de estudos de patogenicidade, morfologia/morfometria e a partir de
marcadores moleculares. Os estudos de patogenicidade foram desenvolvidos em casa de
vegetacdo a fim de diferenciar as populacGes PbDR, PbFR e PbSD quanto a patogenicidade
em relacdo a diferentes cafeeiros. Para isso, as plantas foram inoculadas com cada populacao
e avaliadas a partir do método de Dropkin e Nelson (1960). Nos estudos
morfologicos/morfométricos, 1dminas de vidro contendo fémeas das quatro populagdes foram
analisadas em microscopio de luz. Com base nos dados quantitativos morfométricos obtidos
foi realizado o célculo dos indices de De Man e realizadas analises multivariadas PCA e
ADCP. Ja a caracterizagdo molecular foi realizada por meio de anélises PCR, seguidas de
sequenciamento da regido ITS-1, de individuos das quatro populacbes, cujos dados foram
utilizados em analises filogenéticas. O estudo de patogenicidade evidenciou que a populacdo
PbDR foi a mais patogénica, reduzindo a MFR dos cafeeiros H13439-4, IAC Catuai SH3,
IAC 5358 e Catuai Vermelho IAC 144 de C. arabica, entretanto todos os cafeeiros
apresentaram FR<1, sendo classificados como intolerantes a essa populacdo. Os cafeeiros
IAC Catuai SH3 e Catuai Vermelho IAC 144 também foram classificados como intolerantes a
populacdo PbFR. A populacdo PbSD ndo foi patogénica para os cafeeiros estudados. A
variabilidade intraespecifica das populacbes também foi evidenciada em relacdo a
morfometria, sendo PbDR, PbFR e PbSD mais semelhantes entre si e PbGA a populacdo mais
distinta. A caracterizacdo molecular revelou a diversidade genética das populagdes estudadas,
sendo PbFR a mais distinta, separando-se em um grupo a parte das demais. Este estudo
comprova que ha variacdo intraespecifica entre populagdes de P. brachyurus, provenientes de
diferentes plantas hospedeiras e origens geograficas, sendo essa variacdo evidenciada em
relacdo a sua morfometria, genética e patogenicidade em diferentes cafeeiros.

Palavras-chave: C. arabica, diversidade intraespecifica, nematoides das lesdes.
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Genetic diversity of Pratylenchus brachyurus populations and interactions with coffee
trees

ABSTRACT

Coffee production, one of the main activities of Brazilian agribusiness activities, may have its
yield compromised by the incidence of phytonematodes. Although, the lesion nematode,
Pratylenchus brachyurus, does not multiply well in coffee trees, it can cause significant
damage to production, due to the plant’s intolerance to infection. Furthermore, P. brachyurus
presents intraspecific variability related to its pathogenicity, morphology, and genetics. These
are crucial aspects to be considered in coffee breeding programs for multiple resistance of
phytonematodes. Thus, this research aimed to investigate intraspecific genetic variability in P.
brachyurus populations parasitizing coffee trees. Four populations of P. brachyurus were
evaluated, three of which were sampled in coffee plantations in the state of So Paulo (PbDR,
PbFR and PbGA) and one in the state of Bahia that was collected from cotton plant (PbSD).
The intraspecific variability of the populations was characterized for pathogenicity,
morphology/morphometry and based on molecular markers. Pathogenicity studies were
carried out in a greenhouse in order to differentiate PbDR, PbFR and PbSD populations
regarding their pathogenicity in relation to different coffee plants. For that, the plants were
inoculated with each population and evaluated using Dropkin and Nelson (1960) method. In
the morphological/morphometric studies, glass slides containing females from four
populations were analyzed under a light microscope. Quantitative morphometric data were
used in the calculations of De Man indices and in the multivariate PCA and ADCP analyses.
Molecular characterization was performed through PCR analysis, followed by sequencing of
the ITS-1 region, on individuals from all four populations. These molecular data were used in
the phylogenetic analyses. The pathogenicity study showed that the PbDR population was the
most pathogenic, reducing the MFR of coffee trees H13439-4, IAC Catuai SH3, IAC 5358
and Catuai Vermelho IAC 144. On the other hand, all coffee trees presented FR<1 and were
classified as intolerant to this population. The coffee trees IAC Catuai SH3 and Catuai
Vermelho IAC 144 were also classified as intolerant to the PbFR population. The PbSD
population was not pathogenic for the coffee plants studied. The intraspecific variability of
the populations was also evidenced in relation to morphometry, with PbDR, PbFR and PbSD
being more similar to each other and PbGA being the most distinct population. Molecular
characterization revealed the genetic diversity of the studied populations, with PbFR being the
most distinct, separating itself from the others. This study proves that there is intraspecific
variation between populations of P. brachyurus from different host plants and geographic
origins, which is evidenced in relation to its pathogenicity in different coffee trees,
morphometry, and genetics.

Key words: C. arabica, intraspecific diversity, root-lesion nematodes.
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1 INTRODUCAO

A cafeicultura € uma das mais importantes atividades do setor agroindustrial do Brasil.
Das atuais 130 espécies descritas do género Coffea (Davis e Rakotonasolo, 2021), apenas
Coffea arabica L. e C. canephora Pierre ex Froehner sdo cultivadas no pais. A primeira,
conhecida como café-arabica, representa atualmente 70,7% da producdo nacional, sendo as
demais 29,30% oriundas da producdo de café-canéfora, comumente denominados cafés
robusta e conilon (CONAB 2023).

A produtividade do café pode ser afetada por fatores biodticos e abidticos. Séo diversos
0s agentes bidticos de importancia primaria para a cafeicultura brasileira, especialmente para
a producdo de café-ardbica, com reflexos bastante significativos no rendimento das lavouras
(Oliveira e Rosa, 2018). Um dos mais importantes problemas que vém se constituindo na
atual cafeicultura brasileira esta relacionado ao parasitismo causado por nematoides. Esses
organismos promovem perdas na produtividade de lavouras cafeeiras, sendo crescente, de
forma alarmante, o nimero de novas ocorréncias em areas até entdo livres de infestacdo
(Ferraz e Brown, 2016).

A reducdo da producdo mundial de café pela acdo dos fitonematoides é estimada em
média de 15%, enquanto na producdo brasileira estd na ordem de 20% ao ano (Lordello
1976). A Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN) estima que, monetariamente, esse
percentual de perdas na agricultura brasileira equivale a cerca de R$35 bilhdes por ano
(Machado et al. 2019).

H& uma grande diversidade de fitonematoides que se associam a cultura do cafeeiro,
sendo as espécies dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus, as mais nocivas a cultura
(Oliveira e Rosa, 2018).

Os nematoides do género Pratylenchus sdo conhecidos como nematoide-das-lesfes
radiculares. As principais espécies associadas ao cafeeiro sdo P. coffeae (Zimmermann, 1898)
Filipjev e Schuurmans Stekhoven, 1941, P. jaehni Inserra et al. 2001 e P. brachyurus
(Godfrey, 1929) Filipjev e Schuurmans Stekhoven, 1941. As espécies citadas sdo
endoparasitas migradoras, sendo que 0s juvenis e adultos nutrem-se das células do
parénquima ocasionando lesGes de coloracdo pardo-avermelhadas. O sistema radicular
lesionado se torna ineficiente na absor¢do de &gua e minerais resultando em plantas

atrofiadas, com crescimento pobre do sistema radicular, desfolnamento e sintomas de



deficiéncia nutricional, com consequentes reflexos na producao (Monteiro e Lordello, 1974;
Ferraz e Brown, 2016).

Pratylenchus brachyurus esta amplamente disseminado nas regides produtoras de café
da América do Sul (Campos e Villain, 2005). Apesar de sua ampla distribuicdo, observa-se
que a espécie ndo se multiplica bem em cafeeiros das espécies C. arabica e C. canephora
(Inomoto et al. 2008). Porém, ainda assim, P. brachyurus € um grande problema para a
cultura do café, pois se trata de uma relagdo de intolerdncia que ocorre quando o nematoide
apresenta baixo fator de reproducdo, ou seja, ndo se multiplica bem, mas a planta tem seu
desenvolvimento vegetativo prejudicado (Inomoto et al. 1998; Oliveira et al. 1999a).

Mesmo ocorrendo problemas ocasionados por P. brachyurus em relacdo ao cafeeiro,
h& uma escassez de estudos referentes a sua distribuicdo geografica, a patogenicidade causada
a essa cultura, a existéncia de fontes de resisténcia e ao uso de técnicas de controle,
principalmente visando ao uso de resisténcia genética de cafeeiros em relacdo a estes
organismos (Lordello 1988; Inomoto et al. 1998; Oliveira et al. 19993, b; Kubo et al. 2004).

Atualmente, ha uma recorrente busca pelo controle de nematoides fitoparasitos,
existindo diversas alternativas para tal, como: controle preventivo, rotacao de cultura, controle
quimico, controle bioldgico e utilizacdo de cultivares resistentes. O Ultimo método citado tem
grande destaque, pois a resisténcia de plantas € a forma mais eficiente para o controle de
nematoides, principalmente em culturas perenes como a do cafeeiro. Ademais, € um método
que integra sustentabilidade e eficiéncia, consequentemente resultando em reducdes nas
perdas de produtividade (Maghuly et al. 2020; Gongalves et al. 2021; Fatabone et al. 2022).

Programas de melhoramento genético do cafeeiro, como o conduzido no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), estdo em busca, cada vez mais, em selecionar cafeeiros com
multirresisténcia a espécies de nematoides prejudiciais para a cultura. Villain et al. (2004)
salientaram a importancia da multirresisténcia para a selecdo de cafeeiros, uma vez que
relagbes competitivas podem se estabelecer entre Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp. em
plantios de café. A supressdo da competicdo pelo plantio de cultivares resistentes ou
tolerantes a apenas um dos dois géneros pode favorecer o outro género, tornando-o mais
importante (Bertrand et al. 1998). A resisténcia simultdnea aos nematoides das galhas e aos
nematoides das lesbes € altamente desejavel como medida de controle de comunidades
complexas de fitonematoides.

Segundo Medina Filho et al. (2008), ha diversas espécies, racas e populacfes de

nematoides que vivem em comunidades no solo, sendo possivel observar a ocorréncia de
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ampla variacdo morfologica e cromossémica entre individuos de mesma espécie dificultando
o0 melhoramento para resisténcia ou tolerancia dos cafeeiros aos nematoides. Desta maneira,
para desenvolver cultivares resistentes aos nematoides é fundamental o conhecimento de sua
morfologia, padrdes moleculares, hospedeiros e realizar a correta identificacdo destes
organismos, a fim de direcionar os programas de melhoramento genético de forma precisa e
eficaz.

A identificagdo de espécies de fitonematoides do género Pratylenchus se baseia
essencialmente na taxonomia classica, fundamentada na morfologia, sendo uma tarefa ardua e
onerosa devido a indmeros fatores. O tamanho reduzido e a grande similaridade de
determinadas estruturas morfoldgicas observadas entre espécies deste género representam
algumas das dificuldades na identificacdo destas (Loof 1960; Oliveira et al. 2012b). Outro
fator de grande impacto é o infimo numero de taxonomistas existentes na atualidade,
refletindo em escassez de pesquisas devido a falta de identificacdo segura e de qualidade. Na
espécie P. brachyurus a identificagdo taxonémica pode se tornar complexa, pois essa
apresenta uma ampla variabilidade morfol6gica/morfométrica e genética intraespecifica, ou
seja, & possivel observar variacBes entre populacdes de individuos da propria espécie
(Fiorentin 2018; Machado et al. 2015).

Novas tecnologias surgiram em meio a esse cenario a fim de auxiliar na identificagdo
dos fitonematoides, com destaque as analises moleculares. As técnicas moleculares permitem
a comparacdo do contetdo genético entre espécies, de forma a obter maior compreensao sobre
as relacOes filogenéticas entre elas. Além disso, analises moleculares permitem a detec¢édo de
diferencgas genéticas dentro de individuos da mesma espécie (Castillo e Vovlas, 2007). Vale
ressaltar que, técnicas moleculares sdo importantes na atualidade, sendo grandes
contribuidoras para a identificacdo dos organismos, porém, estas ndo surgiram para substituir
a taxonomia classica, mas sim para auxilid-la. Com isso, os dados moleculares devem ser
confrontados e integrados aos morfoldgicos, fornecendo maiores teores de confiabilidade aos
resultados obtidos (Oliveira et al. 2012b).

Estudos realizados em casa de vegetacdo relatam a presenca de variabilidade
intraespecifica em P. brachyurus, tendo em vista a variagdo no nimero de exemplares
encontrados em diversas plantulas de Citrus limon L. infectadas com diferentes populagdes do
nematoide (O’Bannon e Tommerlin, 1970). Além disso, a variabilidade intraespecifica de P.
brachyurus, como citado anteriormente, também é observada a partir da andlise de

caracteristicas morfologicas e morfométricas (Godfrey 1929; Roman e Hirschmann, 1969;
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Tarjan e Frederick, 1978; Payan e Dickson, 1988; Siqueira 2007; Machado et al. 2015; Torres
et al. 2015; Fiorentin 2018). Nesta tematica de variabilidade dentro da espécie de P.
brachyurus, ndo ha relatos que indiquem diversidade intraespecifica de populagdes presentes
em cafeeiros, mesmo sendo a espécie mais disseminada em cafezais do Estado de Séo Paulo
(Kubo et al. 2004).

O estudo em questdo tem como hipdtese a existéncia de variabilidade genética
intraespecifica em populagdes de P. brachyurus parasitando cafeeiros e que a mesma pode ser
evidenciada por meio de andlises genotipicas, relacionadas ao perfil molecular ou fenotipicas,
reveladas a partir de caracteristicas morfolégicas e da relacdo parasito-hospedeiro. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi elucidar a natureza da variabilidade genética de
populacdes de P. brachyurus presentes em cafezais, atraves de caracterizagdes morfométricas,
moleculares e da analise da patogenicidade, de modo a subsidiar o melhoramento genético do
cafeeiro, no desenvolvimento de cultivares multirresistentes a populacbes diversas de

nematoides dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cafeeiro, Coffea spp.: importancia e caracteristicas

O café, desde sua implantagdo no Brasil, ¢ um produto de grande importancia histérica
que gera renda ao pais e a seus habitantes. O pais se desenvolveu e se inseriu no comercio
externo devido ao produto, promovendo a construcdo de ferrovias, consolidacdo de
imigrantes, insercdo de investimentos mais acentuados no pais, entre outras diversas
benfeitorias. Associa-se a essa cultura aspectos sociais, como a geracdo de empregos, e
econdmicos, relativos a sua exportacdo e ao comércio interno. Desta forma, o cafeeiro foi e
continua sendo um importante produto no cenario comercial e nas relagdes internacionais de
comércio do Brasil (Oliveira et al. 2012a).

O parque cafeeiro nacional se distribui por onze estados concentrando-se na regido
sudeste, especialmente nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Sé&o Paulo,
respectivamente responsaveis por 52,67%, 23,63% e 9,13% da produc¢édo nacional. Rond6nia e
Bahia somam 11,7%, sendo o restante do café nacional, distribuido pelos demais estados
produtores (CONAB 2023).

Ainda que a producdo de café robusta ou conilon seja bastante modesta — pouco mais
de 1% — em territorio mineiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia sdo estados produtores de
café das duas espécies. Sdo Paulo é produtor de café-ardbica e Rondbénia produz,
exclusivamente, café robusta.

Coffea arabica e C. canephora sdo espécies bastante distintas entre si. C. arabica €
uma espécie originaria das regides altas do sudoeste da Etiopia, sudeste do Suddo e norte do
Quénia. A espécie é alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos), autdgama, com cerca de 10%
de polinizagdo cruzada. Possui ampla dispersdo, sendo predominantemente cultivada em
regides de altitudes mais elevadas e temperaturas mais amenas, entre 18°C e 23°C. A bebida é
de melhor qualidade intrinseca, mais leve, com teores de cafeina e de solidos sollveis
inferiores aqueles encontrados no café-canéfora (Guerreiro Filho et al. 2008).

A espécie C. canephora € originaria de uma ampla regido quente, umida e de baixa
altitude, que se estende da Guiné ao Congo, da costa oeste a regido central do continente
africano. E uma espécie diploide (2n = 2x = 22 cromossomos) e alégama, devido a um

sistema de autoincompatibilidade gametofitica (Conagin e Mendes, 1961). E amplamente
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cultivada em locais de baixa altitude (0 a 1.300 metros) e altas temperaturas, entre 22°C e
26°C. A qualidade intrinseca da bebida produzida por essa espécie € inferior a do café ardbica
(Guerreiro Filho et al. 2008).

Existem atualmente 141 cultivares de café-ardbica registradas no Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA 2024), que se diferenciam em funcdo do
porte, arquitetura de copa, cor, tamanho e ciclo de maturagéo dos frutos, nivel de resisténcia a
ferrugem, principal doenga do cafeeiro no Brasil, causada pelo fungo Hemileia vastatrix
Berkeley e Broome, ao bicho-mineiro, Leucoptera coffeella Guérin-Ménéville e a nematoides
do género Meloidogyne.

J& o numero de cultivares disponiveis de C. canephora é menor. Sdo 38 cultivares de
natureza seminal ou clonal, destinadas a producdo de café e apenas duas delas, as cultivares
Apoatd IAC 2258 e, recentemente, IAC Herculandia, registradas no MAPA e recomendadas
como porta-enxertos para cultivares de cafés arabicas, em funcdo da resisténcia a
Meloidogyne spp. IAC Herculandia, em especial, € uma cultivar sintética resultante da
recombinacéo entre as cultivares clonais IAC WG, IAC FEBS, IAC PM, IAC LCCBF e IAC
ARM que se apresenta multirresistente a M. exigua, M. incognita e M. paranaensis (Guerreiro
Filho et al. 2023).

2.2 Pratylenchus brachyurus: o nematoide-das-lesdes radiculares

2.2.1 Morfologia, sistema reprodutivo, ciclo de vida e sintomatologia

Pratylenchus brachyurus é uma espécie de distribuicdo tropical, endoparasita
migradora e polifaga. Foi descrita por Godfrey (1929) parasitando plantas de abacaxi no
Havai (EUA), porém, desde sua descricdo original, ja foi relatada parasitando diversas
culturas, como a soja, algodao, goiaba, cana de acucar e milho (Martinha et al. 2022).

Espécimes adultos de P. brachyurus apresentam corpo fusiforme, cujo comprimento
varia de 0,4 a 0,9 mm. Sua regido labial é distintamente destacada do corpo, angulosa e possui
dois anéis distintos, sendo o0 mais proximo a base mais estreito que o primeiro (Roman e
Hirschmann, 1969; Gonzaga 2006). A espécie apresenta pequena variacdo no formato do
estilete, tendo comprimento entre 17-22 um, espermateca ndo funcional e quatro linhas do

campo lateral (Castillo e Vovlas, 2007). A espécie tem como caracteristicas marcantes



nodulos basais do estilete arredondados e bastante estaveis e vulva posicionada mais
posteriormente, entre 82-89%.

Observa-se em P. brachyurus, parasitando culturas de natureza diversa, a presenca de
variabilidade intraespecifica, sendo possivel observa-la a partir da anélise de caracteristicas
morfologicas e morfomeétricas.

Pratylenchus brachyurus apresenta reprodugdo partenogenética. Esse tipo de
reproducdo ndo necessita da participacdo de macho, ndo ocorrendo fertilizacdo. Com isso,
machos sdo raramente observados nessa espécie. Esse modo de reproducdo limita a
possibilidade de ganho em variabilidade genética, tornando eventuais mutacfes genéticas 0s
principais meios para que isso ocorra dentro das populagdes, devido a ndo ocorréncia de
crossing-over entre os pares de cromossomos (Ferraz e Brown, 2016).

Seu ciclo de vida tem duracdo aproximada de 20 a 40 dias diante de condicGes ideais
de temperatura (29-30° C). O ciclo compreende as fases de ovo, juvenil, com quatro estadios
de desenvolvimento (J1 a J4), e adulta, sendo todos os estadios moveis infectantes, podendo
desta forma penetrar na raiz, assim como abandonar uma planta e parasitar outra,
repetidamente ao longo de toda a sua vida. Apos eclosédo, juvenis de segundo estagio estdo
aptos a parasitar o sistema radicular das plantas, direcionando-se para o cilindro central
(Ferraz e Brown, 2016).

Pratylenchus brachyurus ¢ denominado como nematoide-das-les6es devido aos danos
causados as raizes das plantas. Os sintomas diretos mais frequentes e evidentes no sistema
radicular sdo areas escurecidas, devido as lesdes necroticas, uma vez que as células
parasitadas, usualmente, entram em colapso logo apo6s serem abandonadas pelo nematoide,
resultando em largas cavidades no cortex celular, e a extrema reducdo do volume radicular,
com consequentes reflexos no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das plantas. E
possivel observar os efeitos de P. brachyurus na planta, assim como, descrito por Monteiro e
Lordello (1974) que relataram o crescimento pobre do sistema radicular, o desfolhamento e

sintomas de deficiéncia nutricional.
2.2.2 ldentificagéo e caracterizacao
A identificacdo do género Pratylenchus é relativamente simples, devido a presenca de

estruturas bem definidas para o género (Gonzaga et al. 2016). Entretanto, a existéncia de

muitas espécies de Pratylenchus é um obstaculo para a identificacéo.



De modo geral, a identificacdo e a caracterizacdo de fitonematoides utilizou como
principal técnica durante muito tempo, a taxonomia classica. Essa técnica baseia-se
fundamentalmente na observacdo de caracteristicas morfoldgicas e morfométricas de forma
comparativa, com o auxilio de microscépio de luz (Cordeiro et al. 2008). Estima-se que a
microscopia de luz, dentre os métodos de identificacdo de fitonematoides, é aquele que
recebeu menos beneficios com o desenvolvimento de novos equipamentos (Oliveira et al.
2012b). Essa abordagem de identificacdo apresenta vantagens. Dentre elas, Inomoto (2016)
destaca o reduzido custo associado a sua aplicacdo, comparativamente a outras técnicas
existentes para a mesma finalidade, ja que um bom microscopio, com acessorios de qualidade,
é o suficiente em termos materiais. Além do mais, a microscopia de luz, mesmo com seu uso
cada vez mais restrito, ainda é de grande utilidade e importancia na rotina laboratorial.

Em contrapartida, Inomoto (2016) relata que a microscopia de luz também apresenta
desvantagens. Ressalta-se a necessidade de boa regulagem da luz e distancia focal do
microscopio utilizado, devido & cor translicida das estruturas dos fitonematoides e baixo
contraste visual destas, além da producdo de imagens bidimensionais. Com isso, € necessario
manusear com cuidado o aparato micrométrico, a fim de visualizar as estruturas da melhor
forma possivel e mentalizar a imagem produzida tridimensionalmente. Outra desvantagem é o
namero de espécimes requeridos para andlise, preferencialmente de 10-20 individuos, que
devem estar em excelentes condicBGes de preservacdo. Porém, considerando o transporte e
armazenamento dos espécimes na pratica, nem sempre é possivel ter tais condi¢bes. A
microscopia de luz também necessita de um profissional bem treinado, empenhado em sempre
se atualizar com informacGes de novas espécies e paciente, sendo essa Ultima caracteristica
essencial pelo fato de a microscopia de luz ser uma técnica demorada na identificagdo de
fitonematoides. Essas sdo caracteristicas dificeis de serem observadas, principalmente
considerando o surgimento diario de novas técnicas e a ndo valorizacdo do profissional
taxonomista (Bicudo 2004).

Ao se tratar especificamente da taxonomia de P. brachyurus, esta tem como uma das
principais dificuldades em sua identificacdo a presenca de variabilidade intraespecifica
encontrada na espécie, observada a partir da analise de caracteristicas morfoldgicas e
morfometricas. Com isso, 0s caracteres utilizados para identificacdo da espécie sdo variaveis
(Loof 1960; Roman e Hirschmann, 1969; Tarjan e Frederick, 1978; Siqueira 2007; Machado
et al. 2015; Jesus et al. 2020). Como exemplo, Roman e Hirschmann (1969), assim como,

Tarjan e Frederick (1978) relataram grande variacdo em caracteristicas como o formato da
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cauda, afirmando que estas podem variar entre as diferentes populacdes de P. brachyurus.
Essa variacdo também foi observada na descri¢do original da espécie, tendo em vista que
foram ilustrados pelo menos cinco tipos de cauda (Godfrey 1929). Porém, Oliveira et al.
(2012b) descrevem que a caracterizacdo dessa estrutura, mesmo sendo util na identificacdo da
espécie, contém alto grau de subjetivismo. Justamente, devido a essa ampla variagdo
encontrada nas caracteristicas morfoldgicas e morfométricas, se faz necessario analisar o
maior nimero possivel de caracteres, a fim de se obter uma maior precisdo na identificacdo de
individuos (Gonzaga et al. 2016).

Diante das dificuldades apresentadas na caracterizacdo e identificacdo de P.
brachyurus por meio da taxonomia classica, atualmente ndo se pode depender exclusivamente
da microscopia de luz como ferramenta Unica de identificacdo e caracterizacdo da espécie.
Novas tecnologias surgiram com esse propésito, com destaque as analises moleculares. As
técnicas moleculares estdo sendo implementadas em estudos taxonémicos desde a década de
1990, apresentando notdrias vantagens, como a eficiéncia no diagnostico em escala, pois
permite 0 processamento de muitas amostras a0 mesmo tempo; economia de tempo; e
sensibilidade e especificidade dos testes, sendo necessario um Unico individuo para
identificacdo, sem a necessidade de esse estar completamente integro (Roberts et al. 2016).

Um exemplo prético da aplicagdo de técnicas moleculares é observado em trabalho
realizado por pesquisadores do Instituto Bioldgico relatado por Oliveira et al. (2009) com
tubérculos de batata importados do Canada. Os pesquisadores observaram a presenca de
poucos nematoides nas amostras, 0s quais apresentavam-se com a morfologia alterada devido
a anidrobiose, impossibilitando a identificacdo especifica segura por meio da microscopia de
luz. Desta forma, utilizaram a técnica de cddigo de barras de DNA (DNA barcode),
identificando seguramente a presenca da espécie Pratylenchus penetrans.

A maioria das técnicas moleculares basicas com a finalidade de caracterizacdo e
identificacdo de fitonematoides sdo encontradas rotineiramente nos laboratérios (Roberts et al
2016) e baseiam-se na divergéncia de sequéncias das bases nucleotidicas (Oliveira et al.
2012b). No caso de P. brachyurus, estudos vém explorando como ferramenta a andlise
comparativa das regides do DNA ribossdmico (rDNA) na identificacdo e caracterizacdo da
especie (Aragjo Filho et al. 2014; Machado et al. 2015; Ribeiro 2016). A regido génica
ribossémica rDNA consiste em trés genes, 18S, 5.8S e 28S, o0s quais sdo separados por dois
espacgadores internos transcritos (Internal Transcribed Spacer), o ITS-1 e 0 ITS-2 (Castillo e
Vovlas, 2007). Roberts et al. (2016) e Castillo e Vovlas (2007) relatam que o rDNA é

9



extremamente Util para o diagnostico de fitonematoides, pois possui ilhas de sequéncias
elevadamente conservadas na maioria dos genes que compdem essa regido gendmica. Em
particular, as sequéncias ITS tém recebido especial atencdo, sendo um versatil marcador
molecular, utilizado para analisar espécies, populacdes e comunidades ecologicas de
nematoides (Vrain e Mcnamara, 1994). Entretanto, j4 foi observada variacdo genética
intraespecifica nessa regido em espécies de Pratylenchus, como por exemplo em populagdes
de P. brachyurus. (Machado et al. 2015).

Técnicas bioguimicas, como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
baseada no padrdo de fragmentos produzidos pela digestdo enzimatica do DNA com uma
endonuclease especifica, € uma abordagem que também ja foi muito utilizada para detectar a
variabilidade intraespecifica existente em fitonematoides (Waeyenberge et al. 2000). Integra-
se essa técnica a PCR (Polymerase Chain Reaction), onde se utiliza um Unico nematoide e se
concentra na regido ITS do DNA (Oliveira et al. 2005).

Uma nova abordagem esta sendo proposta e utilizada por parte dos taxonomistas para
a identificacdo de organismos, a taxonomia integrativa (Padial et al. 2010; Allgayer et al.
2021). Segundo Dayrat (2005), a taxonomia integrativa considera em conjunto dados de
diferentes naturezas para a sua andlise, como morfoldgicos, moleculares, ecoldgicos, entre
outros. Essa abordagem j& € uma realidade na identificacdo e caracterizacdo de
fitonematoides. Por exemplo, Mattos et al. (2017) relataram pela primeira vez no Brasil a
presenca da espécie Meloidogyne oryzae, no estado de Santa Catarina, parasitando o arroz
irrigado, sendo o estudo, conduzido por meio da taxonomia integrativa, realizando estudos
morfoldgicos, citogenéticos e moleculares. Mesmo com as novas técnicas, ndo se deve deixar
de utilizar a microscopia de luz para a identificacdo de fitonematoides, tendo em vista que ela
oferece ao menos informacg6es importantes que podem guiar e orientar na escolha do melhor
método para dar prosseguimento a identificacdo dos fitonematoides (Oliveira et al. 2012b).
Desta forma, os sistemas de identificacdo morfolégico e molecular ndo devem ser vistos como
concorrentes ou exclusivos, mas sim como complementares, de forma a diferirem nas
caracteristicas analisadas para analise, porém convergindo para 0 mesmo objetivo (Dayrat
2005).
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2.3 Associacdo Cafeeiro e Pratylenchus brachyurus

O género Pratylenchus é considerado o segundo grupo mais importante de nematoides
daninhos do cafeeiro em todo o mundo, sendo P. brachyurus uma das principais espécies de
nematoide-das-lesdes associada a essa cultura (Machado et al. 2023). A espécie foi relatada
pela primeira vez parasitando plantas de café na América do Sul, na regido de Tingo Maria,
no Peru (Krusberg e Hirschmann, 1958). Atualmente, P. brachyurus j& foi relatado em
lavouras cafeeiras no Brasil, Estados Unidos, Africa do Sul, Africa Ocidental, Turquia, Japdo
e Australia (Campos e Villain, 2005; Kubo et al. 2004; Le et al. 2021).

Estudos controlados em casa de vegetagdo em mudas de C. arabica e C. canephora
demonstraram que P. brachyurus causa danos significativos aos cafeeiros, comprovando sua
patogenicidade na cultura (Inomoto et al. 1998; Oliveira et al. 1999a, b; Le et al. 2021).
Entretanto, assim como relatado por Inomoto et al. (1998) e Oliveira et al. (1999a, b), nas
cultivares Mundo Novo e Catuai de C. arabica e na cultivar Apoatd IAC 2258 de C.
canephora, P. brachyurus ndo se multiplica bem em ambas as espécies de cafeeiros, sendo
esses classificados como intolerantes ao nematoide. Isso indica que mesmo niveis
populacionais muito baixos do nematoide sdo suficientes para afetar negativamente o
desenvolvimento de cultivares de cafeeiros estudados pelos autores.

Os nematoides espalham-se lentamente pelo solo e entre as plantas, sendo que a
maioria das espécies se movem apenas mais do que alguns centimetros ao longo de toda a sua
vida. Com isso, é fundamental compreender que os nematoides ndo se disseminam sozinhos
para areas ndo contaminadas. Areas ndo infestadas com fitonematoides, mesmo que proximas
de éreas infestadas, apenas passam a possuir tais parasitos caso esses sejam introduzidos por
meio de um transportador, por exemplo, implementos e maquinas agricolas contaminados,
irrigacdo, animais e mudas ndo sadias (Machado et al. 2023). Na cafeicultura, a principal
forma de disseminacdo dos fitonematoides se concentra em mudas contaminadas,
principalmente devido a utilizacdo de solo e substrato ndo estéril para a producdo destas
(Oliveira e Guerreiro Filho, 2022).

Dentre as medidas de controle existentes de fitonematoides na cultura do cafeeiro
ressalta-se o controle preventivo. Esse método de controle é mais eficiente e econémico em
comparacdo com meétodos de controle curativo. A principal estratégica utilizada no controle
preventivo é a utilizacdo de mudas certificadas e areas sadias, ambas isentas de nematoides

(Oliveira e Guerreiro Filho, 2022). Monteiro (1982) enfatizou, em documento denominado
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“Nao se deve plantar nematoides”, a importancia dos Orgdos governamentais de se
responsabilizarem em fiscalizar a produgdo, comércio, transito e plantio interno das mudas, de
forma a evitar a veiculagdo dos fitonematoides para areas ndo infestadas pelos mesmos.

Em relacdo aos métodos curativos aplicados no combate aos fitonematoides do
cafeeiro, o controle genético visando a obtencdo de cultivares multirresistentes se destaca. Ao
selecionar cafeeiros a fim de se obter resisténcia duravel, é essencial considerar que no campo
pode ocorrer mistura de populagdes de nematoides, além da presenca de outros patdgenos.
Desta forma, a busca por cultivares que apresentem resisténcia multipla passou a ser uma
prioridade nos programas de melhoramento genético do cafeeiro. A resisténcia simultanea a
patdégenos, no melhoramento tradicional, € obtida por meio da adocdo da estratégia de
piramidacdo de genes, a qual utiliza hibridagGes entre diversos genitores, sequidos de ciclos
de selecdo de fixacdo de caracteristicas desejadas (Fatobene et al. 2022).

A ampla disseminacdo e agressividade de M. incognita, principalmente no oeste do
Estado de S&o Paulo, direcionaram as pesquisas para o desenvolvimento de medidas de
controle mais eficientes que o controle quimico, com énfase ao controle genético (Campos e
Villain, 2005). A enxertia hipocotiledonar passou a ser explorada, pois esta € uma das poucas
e eficazes técnicas de controle adotada com amplo sucesso no controle genético de
nematoides do género Meloidogyne. Cultivares suscetiveis de café-ardbica enxertadas em
porta-enxerto resistente de C. canephora tem viabilizado a producdo de café em &reas
infestadas. A partir de Coffea canephora cv. 2258 desenvolveu-se a cultivar Apoata IAC 2258
para uso como porta-enxerto de C. arabica L., pela resisténcia a M. incognita, M. paranaensis
e M. exigua (Fazuoli et al. 2002). Entretanto, a cultivar Apoatd apresenta uma taxa de
segregacao proxima a 20% para suscetibilidade de Meloidogyne spp.

Recentemente, estudos em condi¢des controladas de casa de vegetacdo e laboratorio,
confirmaram a resisténcia de clones de C. canephora a nematoides do género Meloidogyne.
Novos porta-enxertos com nivel elevado de resisténcia multipla aos nematoides das galhas,
M. paranaensis, M. incognita e M. exigua, com taxa de segregacdo inferior a 5%, foram
selecionados pelo programa de melhoramento do cafeeiro do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) (Goncalves et al. 2021). Parte desses novos clones, IAC WG, IAC FEBS,
IAC PM, IAC LCCBF e IAC ARM, sdo os genitores da nova cultivar de C. canephora
registrada e lancada pelo IAC para uso como porta-enxerto, a cultivar IAC Herculandia
(Guerreiro Filho et al. 2023). Os novos porta-enxertos vém sendo também avaliados em

relacdo ao parasitismo por espécies de Pratylenchus por meio do projeto ‘Selegdo de cafeeiros
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para resisténcia a Pratylenchus brachyurus, P. jaehni e P. coffeae’ (CBP&D-Café
10.18.20.074.00.04), desenvolvido em parceria entre o Instituto Bioldgico e o Instituto
Agronémico de Campinas, com financiamento do Consorcio Brasileiro de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café, uma vez que, como ja citado, a resisténcia simultdnea aos
nematoides das galhas e aos nematoides das lesGes é altamente desejavel, podendo permitir o

controle de comunidades complexas de fitonematoides.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populagdes de Pratylenchus brachyurus

Trés populagdes de P. brachyurus, identificadas como PbDR, PbFR e PbGA,
coletadas em cafezais no Estado de S&o Paulo, e uma populacdo identificada como PbSD
coletada na cultura do algoddo no Estado da Bahia foram utilizadas no presente trabalho
(Tabela 1).

Tabela 1. Lista das populacGes de Pratylenchus brachyurus com suas respectivas origens

geogréficas, plantas hospedeiras originais e ano de coleta.

Populacdo Origem Planta hospedeira original ~ Ano de coleta
PbDR Dracena — SP Café! 2006
PbFR Franca — SP Café! 2017
PbGA Garga — SP Café! 2022
PbSD S50 Desidério - BA Algodio? 2020

ICoffea arabica L.; 2Gossypium hirsutum L.

As populacgdes foram coletadas por meio de amostragem composta de subamostras de
raizes e solo das culturas parasitadas pelo fitonematoide P. brachyurus nas areas de cultivo.
Posteriormente a coleta, as populagfes foram mantidas e multiplicadas em vasos de 1,7 L
contendo substrato comercial (Tropstrato Café) e mudas das espécies hospedeiras suscetiveis,
milho (Zea mays), mucuna-cinza (Mucuna pruriens) e algoddo (Gossypium hirsutum),
regularmente adubadas com adubo de liberacdo lenta 16-8-12 (Basacote® 6M), em condicdes
controladas de casas de vegetacdo do Laboratorio de Nematologia, Centro Avangado de P&D
em Sanidade Agropecuéria (CAPSA), Instituto Bioldgico (IB) e do Centro de Café Alcides

Carvalho, Instituto Agronémico (IAC), ambos em Campinas, SP (Figura 1).
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Fiura 1. Plantas hospdeiras de Prat

ylen‘chus brachyurus mantidas em casa de vegetacdo A)
Laboratorio de Nematologia, Centro Avancado de P&D em Sanidade Agropecuéria

(CAPSA), Instituto Biologico em Campinas, SP. B) Centro de Café Alcides Carvalho, do

Instituto Agrondmico (IAC) em Campinas, SP.
3.2 Estudo da interacéo Pratylenchus brachyurus x cafeeiros

3.2.1 Producéo das mudas de café e das plantas indicadoras

A interacdo parasita-hospedeiro foi investigada a partir da reacdo de cafeeiros a
infeccdo causada pelas populacdes PbDR, PbFR e PbSD de P. brachyurus. Mudas clonais dos
cafeeiros IAC WG, IAC FEBS, IAC PM e IAC 320 de C. canephora e mudas de natureza
seminal das cultivares IAC Catuai SH3, Catuai Vermelho IAC 144 e MGS Paraiso 2, dos
acessos etiopes IAC 2211 (Harar) e IAC 2163 (Kaffa) e das selecdes IAC 5358, H13439-4 e
H7316 de C. arabica, foram formadas em tubetes e mantidas em casa de vegetacdo no
periodo de janeiro a novembro de 2022. Com excec¢do da cultivar MGS Paraiso 2, selecionada
pela Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG), todo germoplasma

avaliado é proveniente do programa de melhoramento genético do cafeeiro, conduzido pelo
Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

Na sequéncia, as mudas foram transplantadas para vasos de 800 mL preenchidos com
mistura de solo, areia média e substrato comercial (Tropstrato Café), na proporc¢do de 2:1:1
(v:v:v), previamente esterilizada por meio de tratamento térmico de solarizacdo por 30 dias,
com a adigédo de adubo de liberagéo lenta 16-8-12 (Basacote® 6M).

Um vaso contendo duas sementes de milho e um vaso contendo duas sementes de
mucuna, espécies indicadoras de suscetibilidade, foram simultaneamente semeadas a fim de

atestar a viabilidade dos indculos das trés populacdes de P. brachyurus utilizadas para o
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estudo de patogenicidade. Devido a obtencdo tardia e insuficiéncia de inéculo, a populacéo
PbGA ndo foi avaliada no presente trabalho quanto a patogenicidade nos cafeeiros.

ApoGs o transplantio, as mudas de café foram distribuidas nas bancadas da casa de
vegetacdo segundo delineamento inteiramente casualizado, sendo as mudas clonais
representadas por cinco repeticdes e as mudas de natureza seminal, por dez repeti¢bes, ambas

em parcela de uma planta.

3.2.2 Obtencéo do indculo de Pratylenchus brachyurus

O indculo foi obtido a partir da extragdo de ovos, juvenis e adultos de raizes das
plantas hospedeiras milho, mucuna-cinza e algodédo infectadas, segundo método de Coolen e
D Herde (1972), que consiste no trituramento das raizes em liquidificador, peneiramento e
centrifugacdo, seguida pela quantificacdo de individuos em lamina de Peters, em microscépio
de luz e calibracdo das suspensfes obtidas de cada populacéo para a densidade populacional
de 1.000 nematoides/mL.

3.2.3 Inoculacéo de Pratylenchus brachyurus em cafeeiros e plantas indicadoras
Aos 25 dias apés o transplantio, as mudas foram inoculadas com 2.000 espécimes de

cada uma das populagfes de P. brachyurus, com o auxilio de pipeta automatica e agitador

magnético, através de dois orificios com dois centimetros de profundidade feitos ao redor do

colo da planta (Figura 2).

Figura 2. A) Muda de café em tubete. B) Muda de café transplantada para vaso de 0,8 L. C)

Orificios ao redor do colo do cafeeiro utilizados para receber o in6culo de Pratylenchus
brachyurus. D) Inoculacdo de P. brachyurus em muda de cafeeiro.
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A fim de evitar eventuais contaminac@es entre populagdes de P. brachyurus, as plantas
inoculadas com cada uma das populagdes foram mantidas em bancadas isoladas em casa de
vegetacdo. Além disso, as mudas foram dispostas em grade suspensa (Figura 3), para impedir
0 contato da parte inferior dos vasos com o0 excesso eventual de agua contaminada por

nematoides proveniente do escorrimento dos vasos.
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Figura 3. ) Cafeeiros inoculads cm popula(;t“)es de Pratylenchus brachyurus diépoétos sob

grade suspensa. B) Plantas de café dispostas em bancadas isoladas de acordo com a presenca

de cada populagéo de P. brachyurus.

3.2.4 Avaliacéo dos cafeeiros e das plantas indicadoras

As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo e avaliadas 122 dias ap6s
inoculacéo por meio do fator de reproducgéo (FR), calculado pela razéo entre a populacéo final
(Pf) em relacéo a populagéo inicial (Pi) inoculada, sendo FR = Pf/Pi. Além da anélise do fator
de reproducdo de P. brachyurus nos diversos cafeeiros, também foram avaliadas variaveis
relacionadas ao desenvolvimento vegetativo de plantas inoculadas em relacdo aquelas nédo
inoculadas, por meio da variavel massa fresca da raiz (MFR). A normalidade dos dados
obtidos foi avaliada no programa Sisvar - DEX/UFLA, versdo 5.6 (Ferreira 2011), por meio
do teste de Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965). Posteriormente, os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) com auxilio do programa Sisvar, sendo as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os cafeeiros foram classificados de acordo com o método de Dropkin e Nelson (1960),
que considera, em conjunto, o desenvolvimento vegetativo de plantas inoculadas em relacédo
aquelas ndo inoculadas e o fator de reproducdo dos nematoides, categorizando-0s como
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suscetiveis, resistentes, tolerantes e intolerantes a cada uma das popula¢des de P. brachyurus,

como ilustrado na figura 4.

Fator de Reproducéo

Significativa (*)

Diferenca entre inoculado e néo inoculado

Nao Significativa (ns)

(FR)
FR>1 Suscetiveis Tolerantes
FR<1 Intolerantes Resistentes

Figura 4. Categorias de reacdo de cafeeiros ao parasitismo por Pratylenchus spp. Adaptado

de Dropkin e Nelson (1960).

3.3 Caracterizacao molecular

3.3.1 Extragdo do DNA

Fémeas de cada uma das populacdes de P. brachyurus foram extraidas de raizes das

espécies hospedeiras milho e mucuna pelo método de Coolen e D'Herde (1972). Ap6s

extracdo, fémeas integras foram selecionadas,

com auxilio de estereomicroscopio,

armazenadas em solucdo salina (NaCl 1M) e submetidas a caracterizacdo molecular a partir

de analises de PCR, seguidas de sequenciamento das regides ITS-1 e D2/D3 do DNA

ribossémico (rDNA). As analises foram realizadas com base em amostras de uma Unica fémea

de cada uma das populacGes de nematoides, com pelo menos duas repeticdes (duas diferentes

fémeas de cada populacdo) e com base em um pool contendo cinco espécimes de fémeas, com

pelo menos duas repeticbes, com excecdo da populacdo PbGA, conforme demonstrado na

tabela 2.
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Tabela 2. Lista das amostras com suas respectivas quantidades de especimes utilizadas para a

caracterizacdo molecular das populacdes PbDR, PbFR, PbGA e PbSD de Pratylenchus

brachyurus.

Amostra Espécimes Amostra Espécimes
PbDR1 1 PbFR1 1
PbDR2 1 PbFR2 1
PbDR3 5 PbFR3 5
PbDR4 5 PbFR4 5
PbDR5 1 PbFR5 1
PbDR6 1 PbFR6 1
PbGA1l 1 PbSD1 1
PbGA2 1 PbSD2 5
PbGA3 1 PbSD3 5
PbGA4 1 PbSD4 1

A extracdo de DNA foi realizada de forma isolada em cada individuo, ndo havendo
mistura de material genético entre individuos, com exce¢do das amostras contendo o pool
com cinco espécimes, por meio do método modificado de Holterman et al. (2006). Em tubo
de microcentrifuga (0,2 ml) foi realizada a diluicdo de 25 pl de solucdo HLB (Holterman
Lysis Buffer) em 25 ul de agua milli-Q. Foi adicionado 5 pl dessa solugdo em uma lamina de
vidro e posteriormente os nematoides foram cortados individualmente em trés partes e
colocados em um novo tubo de microcentrifuga (0,2 ml) separadamente. A Iamina foi limpa
com o restante da solucdo, a qual foi adicionada junto ao nematoide ja cortado no tubo. Em
seguida, as amostras foram incubadas em termociclador no programa Holterman a 65°C por
2h e 99°C por 5min. Apds o término, as amostras foram armazenadas a -20°C por toda a

noite.

3.3.2 Amplificacéo por PCR

A amplificacdo do espacador interno transcrito (ITS-1) e da regido D2/D3 do rDNA
foi conduzida na Unidade Laboratorial de Referéncia em Biologia Molecular Aplicada
(ULRBMA), do Centro de Pesquisa de Sanidade Vegetal (CPDSV), Instituto Bioldgico, em
Sdo Paulo, SP. Para a regido ITS-1, foi utilizado o primer universal foward 18S (5° — TTG
ATT ACG TCC CTG CCC TTT - 3’) (Boutsika 2002) e o primer espécie-especifico reverse
ACM7R (5> — GCW CCA TCC AAA CAA YGA G - 3’) (Machado et al. 2007), localizados,

respectivamente, nas regides 18S e ITS-1 do rDNA com tamanho do fragmento de 267 pb. Ja
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para a regido D2/D3, foram utilizados os primers forward D2A (5 — ACA AGT ACC GTG
AGG GAA AGT TG - 3”) e reverse D3B (5° — TCG GAA GGA ACC AGC TAC TA-3’)
(Subbotin et al. 2006) (Figura 5). Foram adicionados em tubo de microcentrifuga (0,2 ml) os
seguintes reagentes: 4 pl de MgCly, 5 pl de Tris-HCI, 2,5 pl com todos dNTPs, 10 pl de agua
mili-Q, 1 pl de cada primer e 1 pl do DNA extraido, totalizando 25 pl. O controle negativo
foi preparado contendo os reagentes citados anteriormente, porém sem acréscimo de DNA.
As condi¢Oes de amplificagédo da regido ITS-1 foram as seguintes: 94 °C por 2 min. e 45 seg.,
seguido por 40 ciclos de 1 min. a 94 °C, 45 segundos a 57 °C, 2 min. a 72 °C, e extensdo final
por 10 min. a 72 °C. Ja as condicGes de amplificacdo da regido D2/D3 foram as seguintes: 94
°C por 2 min., seguido por 40 ciclos de 45 seg. a 94 °C, 45 segundos a 55 °C, 1 min. a 72 °C,

e extensdo final por 10 min. a 72 °C.

18S 28S

Figura 5. Representacdo grafica do DNA ribossémico (rDNA), demonstrando os genes 18S,
5.8S e 28S e das regides espacadoras ITS-1 e ITS-2. Adaptado de Oliveira et al. (2012) e
Machado (2006).

Apds a amplificacdo do DNA, o produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel
de agarose a fim de verificar o resultado da amplificagdo, comparando-o com marcador

molecular. O gel foi visualizado em transiluminador de luz UV.

3.3.3 Sequenciamento do DNA e analise filogenética

As sequéncias demonstradas no presente estudo foram obtidas no Laboratério de
Bioquimica Fitopatologica do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo (SP). O DNA amplificado de
cada amostra foi purificado por meio do protocolo PEG6000 — “Purification of nucleic acids
by selective precipitation with polyethylene glycol 6000” (Schmitz e Riesner, 2006). O
sequenciamento foi realizado com o Big Dye Terminator Kit de Sequenciamento de Ciclos
(Applied Biosystems). Para cada reacdo, foram adicionados ao tubo de microcentrifuga: 0,4
pL de reagente Big Dye, 1,8 ulL de tampao, 2,5 ulL de agua mili-Q, 0,3 puL de primer para o
sentido forward e 5 uLL. de DNA purificado. O sequenciamento foi realizado no sequenciador
Applied Biosystems® 3500 — Genectic Analyzer (Sanger Sequencing) e a qualidade das
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sequéncias foi verificada usando o software BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo
7.0.4.1; Hall 1999).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com auxilio do programa
BioEdit (Hall 1999), tendo por finalidade a identificacdo de polimorfismo nas sequéncias
nucleotidicas. ClustalW (Thompson et al. 1994) foi utilizado para a realizacdo dos
alinhamentos multiplos. As sequéncias consenso das populacGes de Franca, Garga, Dracena e
Sao Desidério foram comparadas as sequéncias de outras populagdes de P. brachyurus
(KC782525.1 — Pb Goias, MT230584.1 — Pb Pernambuco e KT948343.1 — Pb Bahia), a
outras espécies de Pratylenchus (FR692320.1 - P. vulnus e FJ799117.1 - P. penetrans) e a
espécie Radopholus similis (outgroup), todas depositadas no banco de dados do ‘National
Center for Biotechnology Information’ (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a
identificacdo de homologia, utilizando o programa BioEdit Sequence Aligment.

Com os alinhamentos multiplos entre as diferentes sequéncias da regido ITS-1 foi
realizada uma edicdo manual através do programa Bio Edit Sequence Aligment, em que as
colunas filogeneticamente ndo informativas foram excluidas das analises. As anélises
filogenéticas foram realizadas no programa MEGA versdo 11 (Tamura et al. 2021),
utilizando-se modelo original de substituicdo de p-distance e analises de bootstrap a partir de
1.000 repeticdes. Por fim, a homologia das sequéncias foi determinada usando a matriz de
identidade (%), a qual foi calculada com o auxilio do programa MatGat (Matrix Global

Alignment Tool) (Campanella et al. 2003).

3.4 Caracterizacdes morfolégica e morfométrica

Fémeas foram extraidas de raizes de milho e mucuna-cinza e postas em solucdo de
agua, em laminas de vidro para visualizacdo e mensuracdo em microscopio de luz da marca
Leica, modelo DMLS, contendo ocular com régua micrométrica.

A identificacdo inicial das fémeas foi realizada com base em caracteres morfologicos
béasicos do género Pratylenchus, como a regido labial, o estilete, a forma da cauda e a posicéo
da vulva. Para a identificagdo da espécie P. brachyurus, foram também avaliados os
caracteres regido labial angulosa (mais estreita que o didmetro do corpo), estilete com bulbos
basais esféricos, posi¢do da vulva mais proxima ao final do corpo e cauda hemisférica com

término liso.
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Uma vez confirmada a natureza especifica — P. brachyurus — dos individuos da
populacdo analisada, foi realizada a caracterizacdo morfologica de forma descritiva, com a
identificacdo e anotacdo de todas as estruturas presentes em individuos analisados. Ademais,
foi realizada a descricdo morfoldgica da cauda e formato do bulbo de 10 fémeas de cada
populacdo de P. brachyurus avaliadas no presente estudo. Adicionalmente, as estruturas
foram caracterizadas quanto a morfometria de, no minimo, 30 fémeas de cada populagéo de P.
brachyurus. As varidveis morfométricas mensuras estdo listadas na tabela 3 e representadas

na figura 6.

Tabela 3. Variaveis morfométricas mensuradas em fémeas das populagdes de Pratylenchus

brachyurus.

Sigla Variaveis morfométricas

L Comprimento do corpo

¢cC Maior diametro do corpo

oV Didmetro do corpo ao nivel da vulva

da Diametro do corpo ao nivel do anus

Po Distancia da extremidade anterior do corpo a juncédo eséfago-intestino
\Y/ Distancia da vulva até a cauda

St Comprimento do estilete

¢ bst Diametro dos bulbos do estilete

Abst Altura dos bulbos do estilete

Dgo Distancia entre a abertura da glandula esofagiana dorsal e a base do estilete
F Comprimento do es6fago

T Comprimento da cauda

Pub Comprimento do saco pés-uterino
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Figura 6. Representacdo grafica de uma fémea de Pratylenchus brachyurus e das principais
variaveis morfométricas. L — comprimento do corpo; ¢ ¢ - maior diametro do corpo; ¢ v -
didmetro do corpo ao nivel da vulva; ¢ a - didmetro do corpo ao nivel do anus; Po - distancia
da extremidade anterior do corpo a juncdo esbéfago-intestino; V - distancia da vulva até a
cauda; St - comprimento do estilete; ¢ bst - didmetro dos bulbos do estilete; Abst - altura dos
bulbos do estilete; Dgo - distancia entre a abertura da glandula esofagiana dorsal e a base do
estilete; F - comprimento do esdfago; T - comprimento da cauda; Pub - comprimento do saco
pos-uterino (Siqueira 2007).

A partir das varidveis mensuradas, foram calculados os indices de De Man: V%
(relacdo percentual entre a distancia da extremidade anterior até a vulva e 0 comprimento do
corpo; V% = (L-V)/L*100), a (relacdo entre o comprimento do corpo e maior largura do
corpo; a = L/$ ¢), b (relagdo entre comprimento do corpo e distancia entre extremidade
anterior e a jungédo esofago-intestino; b = L/Po), b’ (relagao entre o comprimento do corpo € a
distancia entre a extremidade anterior ¢ o final do es6fago; b’ = L/F), ¢ (relacdo entre o
comprimento do corpo e o comprimento da cauda; ¢ = L/T) e ¢’ (relagdo entre comprimento
da cauda e diametro da cauda na altura do anus; ¢’ =T/ a ).

Os dados relacionados as varidveis utilizadas na caracterizacdo morfometrica das

populacbes de P. brachyurus, foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), com
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auxilio do programa Sisvar - DEX/UFLA, versdo 5.6 (Ferreira 2011), com médias
comparadas pelo teste de Tukey 5%. Ademais, a populagéo Tipo (Godfrey 1929), descrigédo
original da espécie, foi acrescentada a tabela 7 com os dados obtidos a partir da analise de
variancia a fim de comparacao.

Anélises multivariadas foram realizadas com os dados das varidveis morfométricas.
Primeiramente, aplicou-se a analise de componentes principais (PCA), com o auxilio do
software Statistica v11 para todos os individuos mensurados. Posteriormente, foi realizada
uma analise discriminante de componentes principais (ADCP) de 15 individuos por
populacdo, com auxilio do software R, sendo utilizado o pacote “adegenet” (Jombart 2008). A
ADCP utiliza conjuntamente a analise de componentes principais (PCA) e a anélise
discriminante (AD) para sua andlise, e tem por objetivo compreender como as populacbes
estudadas neste trabalho se agrupam, demonstrando o qudo similares ou distintas elas sdo
entre si. Adicionalmente, as populacfes em estudo foram comparadas com a populagédo Tipo

(Godfrey 1929), suplementar da mesma espécie, descrita na bibliografia cientifica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da interacao Pratylenchus brachyurus x cafeeiros

Os valores médios do fator de reproducdo (FR), variavel relacionada a multiplicacao
de cada uma das populacdes de P. brachyurus sdo apresentados na tabela 4. As plantas
indicadoras milho e mucuna apresentaram elevados fatores de reproducdo (FR > 1),
comprovando, portanto, a viabilidade do in6culo utilizado de cada populacdo de P.

brachyurus.

Tabela 4. Valores médios do fator de reproducdo (FR) avaliados em cafeeiros e plantas
indicadoras Zea mays (milho) e Mucuna pruriens (mucuna) aos 122 dias ap6s inoculacdo com
as populagdes PbSD, PbDR e PbFR de Pratylenchus brachyurus.

Cafeeiros Populacado
PbSD PbDR PbFR

Coffea arabical

H13439-4 0,14 0,04 0,05
IAC Catuai SH3 0,06 0,02 0,03
IAC 5358 0,06 0,04 0,03
Catuai Vermelho IAC 144 0,07 0,02 0,04
H7316 0,04 0,02 0,04
IAC 2211 Harar 0,06 0,05* 0,08
IAC 2163 Kaffa 0,09 0,05 0,07*
MGS Paraiso 2 0,19 0,06 0,10

Coffea canephora?

IAC WG 0,17 0,12 0,23
IAC FEBS 0,04 0,17 0,18**
IAC PM 0,20 0,21 0,13
IAC 320 0,08 0,05 0,07

Plantas indicadoras

Zea mays 59,96 6,49 8,14
Mucuna pruriens 7,01 11,40 26,23

IMédia de 10 plantas; 2Média de cinco plantas; *Média de oito plantas; **Média de quatro plantas.

25



Ja os valores medios da variavel MFR, relacionada ao desenvolvimento vegetativo das
plantas, encontram-se apresentados na figura 7.

A normalidade dos dados das populacGes PbDR, PbFR e PbSD foi aceita pelo teste de
Shapiro-Wilk, estando aptos para serem submetidos a ANOVA.
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Figura 7. Valores médios da massa fresca de raizes (MFR) de cafeeiros inoculados com as
populacbes PbSD, PbDR e PbFR de Pratylenchus brachyurus e das testemunhas

experimentais, ndo inoculadas.
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N&o foram observadas diferencas entre as médias da MFR de cafeeiros inoculados
com a populacdo PbSD em relacdo aqueles ndo inoculados, as testemunhas experimentais. O
FR em todos os diferentes cafeeiros foi sempre inferior a 1 em relacdo a essa populacao,
variando entre 0,04 e 0,20 (Tabela 4). De acordo com a classificacdo de Dropkin e Nelson
(1960), todos os cafeeiros mencionados foram considerados resistentes a populacdo PbSD de
P. brachyurus estudada no presente trabalho (Tabela 6).

Os cafeeiros de C. arabica H13439-4, IAC Catuai SH3, IAC 5358 e Catuai Vermelho
IAC 144, inoculados com a populacdo PbDR, evidenciaram valores médios de MFR
significativamente diferentes e inferiores as plantas ndo inoculadas com o patdgeno.
Percentualmente, os cafeeiros citados apresentaram reducdo do sistema radicular quando
comparados a sua respectiva testemunha ndo inoculada de 42,05% (IAC Catuai SH3), 32,21%
(H13439-4), 31,52% (Catuai Vermelho IAC 144) e 25,20% (IAC 5358) (Tabela 5). Para
todos os cafeeiros citados anteriormente, o FR foi sempre inferior a 1, com valores de 0,04
nos cafeeiros H13439-4 e IAC 5358 e 0,02 nos cafeeiros IAC Catuai SH3 e Catuai Vermelho
IAC 144 (Tabela 4). Com isso, partindo-se da classificacdo de Dropkin e Nelson (1960), os

quatro cafeeiros foram classificados como intolerantes a populacédo PbDR (Tabela 6).

Tabela 5. Porcentagem de redugdo do sistema radicular de cafeeiros parasitados com as
populacdes PbDR e PbFR de Pratylenchus brachyurus.

Cafeeiros Reducéo do sistema radicular (%)
PbDR PbFR
H13439-4 32,21 20,32
IAC Catuai SH3 42,05 -
IAC 5358 25,20 -
Catuai Vermelho IAC 144 31,52 25,18

Assim como observado em relacdo a populagcdo PbDR, cafeeiros da selecdo H13439-4
e da cultivar Catuai Vermelho IAC 144 de C. arabica inoculadas com a populacdo PbFR
também apresentaram reducdo do sistema radicular em 20,32% para H13439-4 e 25,18% para
Catuai Vermelho IAC 144, além de apresentaram baixa capacidade reprodutiva, com fatores

de reproducéo 0,05 e 0,04 (Tabela 4), respectivamente. Desta forma, os dois cafeeiros citados
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também foram classificados como intolerantes em relacdo a populacdo PbFR de P.

brachyurus (Tabela 6, Figura 8).

Testemunha

Testemunha

Figura 8. Raizes de cafeeiros sem nematoides (Testemunhas experimentais) e de cafeeiros
inoculados com as populacdes de Pratylenchus brachyurus provenientes de Sdo Desidério
(PbSD), Dracena (PbDR) e Franca (PbFR). A) Selecdo H13439-4. B) Cultivar Catuai
Vermelho IAC 144.

Os resultados equivalentes ao efeito de intolerdncia nos cafeeiros H13439-4, IAC
Catuai SH3, IAC 5358 e Catuai Vermelho IAC 144 em relacdo as popula¢des PbDR e PbFR
estdo em conformidade com trabalhos realizados em casa de vegetagcdo por Inomoto et al.
(1998) e Oliveira et al. (1999a) em cafeeiros de C. arabica cv Mundo Novo e C. canephora
cv. Apoatd IAC 2258. Ambos os cafeeiros estudados pelos autores se revelaram intolerantes a
espécie P. brachyurus, uma vez que o nematoide afetou o desenvolvimento das plantas e
apresentaram FR inferiores a 1.

N&o foram observadas diferencas na MFR de plantas dos clones IAC WG, IAC
FEBS, IAC PM e IAC 320 de C. canephora e dos cafeeiros H7316, IAC 2163 Kaffa, IAC
2211 Harar e MGS Paraiso 2 de C. arabica inoculadas com as popula¢des PbSD, PbDR e
PbFR de P. brachyurus em relagdo aquelas ndo inoculadas. Ademais, o0 FR das trés
populacBes inoculadas nos diferentes cafeeiros foi sempre inferior a 1 (Tabela 4). De acordo
com a classificacdo de Dropkin e Nelson (1960), todos os cafeeiros mencionados sao
considerados resistentes as populacdes PbSD, PbDR e PbFR de P. brachyurus estudadas no
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presente trabalho (Tabela 6). Ressalta-se que, este € o primeiro estudo relacionado a
resisténcia a P. brachyurus nos clones genitores da cultivar IAC Herculéndia, sendo
observada a resisténcia multipla desses materiais também as populagdes PbSD, PbDR e PbFR

de P. brachyurus.

Tabela 6. Reacdo de cafeeiros de Coffea arabica e C. canephora a infeccao de populacdes de
nematoides provenientes de Sdo Desidério, BA (PbSD), Dracena, SP (PbDR) e Franca, SP
(PbFR) de Pratylenchus brachyurus, segundo classificacdo de Dropkin e Nelson (1960).

R=Resistente e |=Intolerante.

Cafeeiros Populagéo de Pratylenchus brachyurus

PbSD PbDR PbFR
H13439-4 R I I
IAC Catuai SH3 R I
IAC 5358 |
Catuai Vermelho IAC 144
H7316
IAC 2211 Harar
IAC 2163 Kaffa
MGS Paraiso 2
IAC WG
IAC FEBS
IAC PM
IAC 320

0 XUV XV XUV XV UV UL UV UL T
- 20 D

A XUV XUV UV XUV UV XU T
A U XU XUV XU U XU T

Mesmo que tenha sido demonstrado o efeito negativo promovido pelas populagdes
PbDR (H13439-4, IAC Catuai SH3, IAC 5358 e Catuai Vermelho IAC 144) e PbFR de P.
brachyurus (H13439-4 e Catuai Vermelho IAC 144) em alguns dos cafeeiros estudados, ndo
foram detectadas necroses nas raizes das plantas (Figura 9), as quais sdo observadas
tipicamente em condicBes de campo. Inomoto et al. (1998) e Oliveira et al. (1999b) relataram
0 mesmo em cafeeiros de C. arabica cv. Mundo Novo, C. canephora cv. Apoata IAC 2258 e
cv. Laurentii, C. congensis cv. Bangelan e C. salvatrix. Ambos os autores explicitam que a

extensa necrose radicular comumente observada em campos infestados com P. brachyurus
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sdo provavelmente sintomas que demoram a surgir, sendo resultantes de um sinergismo entre
os fitonematoides e microrganismos oportunistas do solo. No presente estudo, as mudas de
café foram produzidas e transplantadas em mistura de solo, areia média e substrato comercial,
todos estéreis de microorganismos, sendo esta, possivel explicacdo de ndo se observar
sintomas tipicos promovidos por P. brachyurus no sistema radicular. Desta forma, no cultivo
desses cafeeiros em condic¢des de campos infestados com as populacdes PbDR e PbFR de P.
brachyurus, a interacdo de outros microorganismos pode permitir a expressao de sintomas

mais graves do que 0s observados no presente trabalho.

Testemunha Testemunha

H13439-4 TAC 2163 Kaffa

Testemunha PbDR Testemunha PbDR

IAC Catuai SH3 MGS Paraiso 2

Testemunha PbBA PbDR
Testemunha

IACWG

Testemunha Testemunha PbDR

Catuai Vermelho TAC 144 IAC FEBS

Testemunha PbBA PbDR Testemunha PbBA PbDR

IAC PM

Testemunha Testemunha

TAC 2211 Harar

Figura 9. Raizes de cafeeiros sem nematoides (Testemunhas experimentais) e de cafeeiros
inoculados com as populacBes de Pratylenchus brachyurus provenientes de Sdo Desidério
(PbSD), Dracena (PbDR) e Franca (PbFR).
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A partir dessas observacOes, reforca-se a necessidade da producdo de mudas de café
certificadas isentas de ndo apenas fitonematoides, mas também outros microorganismos
maléficos para a cultura e de plantas invasoras. Para tal, é necessario produzi-las com
substrato livre de patdgenos. Oliveira e Guerreiro Filho (2022) descrevem que além das
mudas certificadas & necessario planta-las em areas comprovadamente ndo infestadas de
fitonematoides, atestadas por meio de analise nematoldgica. Ressalta-se que, para que a
producdo, comércio, transporte e utilizacdo de mudas de café fossem modernizadas, visando
sua defesa sanitaria vegetal, seria seguir o que foi proposto pela Resolucdo SAA - 49, de
23/10/2018. A Resolucdo citada, incluia os padrées mais modernos de producdo, incluindo a
producdo de mudas em bancadas suspensas e utilizacdo de substrato estéril. Infelizmente, na
data de 25/11/2021, a Resolucdo SAA — 49 foi revogada por meio da Resolucdo SAA — 85, a
qual retrocede em termos técnicos da producdo das mudas de café, ndo descrevendo a
obrigatoriedade da utilizacdo de substrato esteril.

Com base nos resultados referentes a patogenicidade das diferentes populagdes nos
cafeeiros estudados, observou-se a presenca de variabilidade intraespecifica das populacGes
de P. brachyurus avaliadas. Destaca-se que apenas a populacdo PbSD, a Unica ndo
proveniente de cafeeiros, ndo se revelou patogénica para a cultura. Em contrapartida, PbDR e
PbFR, ambas coletadas em plantas de café, demonstraram-se patogénicas para alguns dos
cafeeiros estudados prejudicando seu desenvolvimento. Na espécie P. brachyurus a
variabilidade intraespecifica ja foi constatada em diferentes culturas, como Citrus limon L
(O’Bannon ¢ Tommerlin 1970); alfafa, citros, milho, soja, amendoim, feijoeiro e tomateiro
(Payan e Dickson 1988); algodao (Machado 2006); milho e soja (Ribeiro 2016); caupi
(Siqueira 2007).

A procedéncia das populacdes de P. brachyurus estudadas no presente estudo, em
termos de hospedeiros e regiGes geogréaficas, sao fatores indicativos de promocdo da variacdo
intraespecifica observada no que se diz respeito a patogenicidade destas sobre genétipos de
cafés ardbica e canefora. Payan e Dickson (1988) constataram em estudo com quatro
populagdes de P. brachyurus, provenientes de diferentes localidades dos Estados Unidos e
diferentes hospedeiros (milho, duas diferentes cultivares de amendoim e soja), por meio de
experimentos controlados em casa de vegetacao, a deteccdo de comportamentos reprodutivos
distintos entre as populacdes estudadas nos materiais vegetais testados. Machado (2015), em
estudo realizado a fim de verificar a reacdo de diferentes cultivares de algoddo em relagéo a

trés populacbes de P. brachyurus provenientes de localidades e hospedeiros distintos
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(quiabo/Rio de Janeiro, algoddo/Bahia e Mato Grosso), verificou que todas as cultivares
testadas foram suscetiveis a P. brachyurus. Entretando, foi observada consideravel variagdo
nos fatores de reproducdo de cada populacéo nas diversas cultivares, verificando variabilidade
na patogenicidade entre as populacbes de P. brachyurus utilizadas no estudo.
Complementarmente, Ribeiro (2016) verificou variacbes comportamentais, relacionadas ao
fator de reproducdo e ao desenvolvimento vegetativo de plantas, avaliado por meio das
variaveis massa fresca das raizes e massa seca da parte aérea, de 19 populacdes de P.
brachyurus coletadas de diferentes regides nas culturas do milho e soja.

Enfatiza-se que a espécie P. brachyurus, mesmo com sua ampla disseminacédo
detectada nos cafeeiros paulistas (Kubo et al. 2004), continua sendo uma espécie subestimada,
provavelmente devido & reacdo de intolerancia promovida por esta a cultura do café.
Entretanto, P. brachyurus tem cada vez mais demonstrado indicios de seu potencial como
praga impactante para a producdo do cafeeiro. Tém-se por exemplo os resultados relatados
por Le et al. (2021). Em testes realizados em casa de vegetagdo na Australia com a inoculagéo
de mudas de C. arabica cv. K7 com P. brachyurus, isolado de raizes de cafeeiros em campo
australiano, os autores descreveram o primeiro relato desta espécie com capacidade de
danificar o café na Austrdlia, demonstrando que P. brachyurus representa uma ameaca
potencial a producdo de café no pais. Desta forma, reforca-se a necessidade de estimular a
realizacdo de estudos relacionados a caracterizagdo de diferentes populagdes de P. brachyurus
e a reacdo de materiais vegetais de café em relacdo a estas, a fim de se desvendar cada vez

mais os efeitos desta interacéo.

4.2 Caracterizacdes morfoldgica e morfométrica

Foram observadas, respectivamente, 56, 59, 61 e 56 fémeas das populacdes PbDR,
PbFR, PbGA e PbSD. As variaveis Po, F, Dgo e Pub ndo foram observadas com clareza em
parte dos individuos analisados. Assim, apenas 30 individuos das populagdes PbDR, PbGA e
PbSD e 31 individuos da populacdo PbFR, com estruturas visiveis ao microscopio, foram
utilizados para mensuracdo de todas as variaveis morfométricas e 10 fémeas de cada
populacédo foram utilizadas para a analise morfologica. Foram avaliados os caracteres formato
do bulbo e formato da cauda, conforme demonstrado nas figuras 10 e 11. Todas as fémeas
avaliadas das quatro populagbes de P. brachyurus apresentaram bulbos do estilete com

formato arredondado e cauda com formatagdo conica e terminacao lisa na estrutura.
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Dracena, SP (PbDR), B) Franca, SP (PbFR), C) Garca, SP (PbGA) e D) S&o Desidério, BA
(PbSD).

Figura 11. Regido posterior de populacdes de Pratylenchus brachyurus provenientes de: A)
Dracena, SP (PbDR), B) Franca, SP (PbFR), C) Garca, SP (PbGA) e D) Séo Desidério, BA
(PbSD).

Os valores médios, seguidos pelo desvio padrdo da média, assim como, 0s maiores e
menores valores individuais observados para cada uma das variaveis mensuradas, encontram-

se na tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas morfométricas de nematoides das populagdes PbDR, PbFR, PbGA e PbSD de Pratylenchus brachyurus, provenientes,

respectivamente de Dracena, Franca e Garca (SP) e de Sdo Desidério (BA) e da populacdo Tipo, referente a descricao original da espécie.

Variael Cy* Popdlacao PbDR! PbFR? PhGAl PbSD*
Tipo Média + DP** L\x** Média + DP LV Média + DP LV Média + DP LV

% e
L 877 567,00 609,00£5448 a  (520—-770)  629,68+5600a  (470—710)  677,33+6357b  (510—780)  64333+4936ab (560— 730)
de 16,6 23,08 3L,00+302a  (25-37) 3500+431bh (25— 44) 4047+567¢c (28— 53) 3480+446bh (26— 43)
v 1,1 2617+221a  (21-30) 2129+324a  (21-36) 32271+362b  (25-42) 27190+345a  (21-36)
da 9,24 13,64 1760+133a  (15-20) 1832+166a  (15-21) 2017+215b  (17-27) 1867+167a  (16-22)
Po 145 88,70+820a (73— 113) 90,00+1393a (66— 138) 8848+1831a  (59- 142) 8950+865a (77— 113)
V 817 90,30+7,00a (80— 107) 8816+542a (77— 98) 95,77+992b (73— 114) 8800+652a (75— 102)
St 534 18,57 2117+132ab (18- 24) 2081+105a  (18-23) 21,23+122ab  (18-23) 21574090 b  (20-23)
¢ bst 10,6 553+0,57 a (5-7) 545+0,62 a “4-7) 553+0,57 a (5-7) 553+057 a (4-6)
Abst 13,7 380+048 a (B-5) 381+0,60 a 2-5) 450+057 b (4-6) 423+057 b (B-5)
Dgo 336 233+080bc  (1-4) 1,74+082 a (1-3) 213+082ab  (1-4) 2,67+048 ¢ 2-3)
F 12 137.90+1563a  (110-176)  13048+1579a  (101-168)  13575+1865a (97— 180) 131,17+1355a  (110— 165)
T 104 22,11 3350+1513ab (26— 42) 3474+396 b (28— 44) 3413+351b  (26-41) 31,30+268a  (27-39)
Pub 20,7 15,13+ 358 a (8-22) 1504270 a (9-21) 17,70£395 b (11-25) 1567+275ab  (11-22)
V% 0,96 86,00 8514+078a (83,49 86,50) 8594+098 b (82,98—87,61) 8585+0,80 b (82,46 87,18) 86,30+ 0,60 b (84,50 — 88,14)
a 96 24,39 1973+1,62 ¢ (16,67—22,90) 1814+180 b (14,42-2133) 1693+190 a (12,26 20,97) 18,66+ 1,71 be (15,95-22,31)
b 16,3 6,66 690+064a (549-811) 711+100a  (4,78-9,70) 800+185b (4,58— 1121) 7264093 ab (5,83 —9.48)
b 133 44540422  (3,82-545) 487+054 ab  (3,93—6.27) 509+092b  (3,61-747) 495+060b (3,84 635)
c 10,1 25,64 1833+211a (13,68—23,08) 1833+245a (12,14—22,86) 1990+136 b (16,67 —22,50) 2064+170b (1538 2345)
¢! 11,3 1,62 192+028b  (137-247) 1,90+021b  (145-244) 1,70+ 0,16 a 1,68+014a (143-2,05)

* C.V. = Coeficiente de variagdo experimental; ** Desvio padrdo; *** Limites de variacdo; *Média de 30 individuos; 2Média de 31 individuos. Médias de caracteristicas
morfométricas de populagdes seguidas por uma mesma letra, ndo apresentam diferencas significativas segundo teste de Tukey 5%. Variaveis morfométricas comprimento do
corpo (L), maior diametro do corpo (¢ c), didametro do corpo ao nivel da vulva (¢ v), didametro do corpo ao nivel do anus (¢ a), distancia da extremidade anterior do corpo a
juncdo esofago-intestino (Po), a distancia da vulva até a cauda (V), o comprimento do estilete (St), o didametro dos bulbos do estilete (¢ bst), a altura dos bulbos do estilete
(Abst), distancia entre a abertura da glandula esofagiana dorsal e a base do estilete (Dgo), comprimento do eséfago (F), comprimento da cauda (T), comprimento do saco pés-
uterino (Pub), relacdo percentual entre a distancia da extremidade anterior até a vulva em relagdo ao comprimento do corpo (V %), relacdo entre o comprimento do corpo e
maior largura do corpo (a), relagdo entre comprimento do corpo e distancia entre extremidade anterior e a juncéo es6fago-intestino (b), relagdo entre o comprimento do corpo
e a distancia entre a extremidade anterior e o final do es6fago (b”), relagdo entre o comprimento do corpo e o comprimento da cauda (c) e relacdo entre comprimento da cauda
e diametro da cauda na altura do anus (¢’).
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Os dados apresentados na tabela 7 revelam que os valores medios das variaveis Po, ¢
bst e F ndo apresentaram diferencas entre as populacfes avaliadas. Com isso, estas variaveis,
quando analisadas individualmente, ndo se mostram Uteis na caracterizagdo das populacGes
dos nematoides das lesdes avaliadas.

Excecdo feita as variaveis ¢ ¢, Dgo, V% e a, as populacbes PbDR e PbFR ndo
apresentaram diferencas em relacdo aos valores médios das demais quinze varidveis
morfométricas.

As populacGes PbDR e PbFR demonstraram possuir maior proximidade entre si e
maior distanciamento das populacbes PbGA e PbSD, que por sua vez apresentam maior
similaridade entre si. Um conjunto de oito varidveis — L, ¢ v, ¢ a, V, Abst, Pub, b e ¢ — se
mostrou eficaz na diferenciacdo entre individuos da populacdo PbGA com aqueles das
populacdes PbDR e PbFR, sendo as médias de cada uma destas variaveis, de maior magnitude
em individuos da populacdo PbGA.

As populagdes PbGA e PbSD apresentam certa semelhanca a julgar pelo conjunto das
variaveis mensuradas. Apenas as medias das variaveis ¢ ¢, ¢ v, ¢ a, V, Dgo, T e a sdo
diferentes umas das outras segundo o teste de médias realizado.

A populacdo PbSD e as populacdes PbDR e PbFR se assemelham em relagdo a um
conjunto de treze variaveis, sendo dez delas em comum (L, ¢ v, ¢ a, Po, V, ¢ bst, F, Pub, a e
b). Entretanto, as médias de seis variaveis sao significativamente diferentes entre a populacdo
PbSD e as populagdes PbDR (¢ ¢, Abst, V%, b’, ¢, ¢’) e PbFR (St, Abst, Dgo, T, c e ¢’).

De uma forma geral, observou-se a existéncia de variacdo morfométrica entre as
populagdes estudadas, com o conjunto de dados sugerindo maior proximidade entre as
populacbes PbDR, PbFR e PbSD e maior distanciamento destas em relacdo a populacdo de
PbGA.

A espécie P. brachyurus foi estudada e caracterizada por diferentes autores ao longo
dos anos (Godfrey 1929; Loof 1960; Roman e Hirschmann 1969). Loof (1960) copilou
mensuracOes realizadas por meio de estudos morfoldgicos e morfométricos de alguns autores,
incluindo a descri¢do original da espécie, realizada por Godfrey (1929). O autor constatou
que, de forma geral, as fémeas tém algumas caracteristicas morfométricas estabelecidas,
como: L =393-750 um; St = 17-22 um; V = 82-89%; a = 15-29 um; b = 5-10 um e ¢ = 13-28
pum. Ao confrontar os dados morfométricos das quatro populagdes avaliadas no presente
estudo com os descritos por Loof (1960), é possivel constatar que esses estdo em

concordancia, sendo que todas se enquadram no intervalo descrito pelo autor.
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Além das analises univariadas, o conjunto de 121 individuos avaliados por meio de
avaliacdes morfométricas foram submetidos a uma analise em componentes principais, cujos
resultados encontram-se na figura 12.
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Figura 12. Analise em componentes principais. A) Representacdo no plano 1 (28,83%) / 2
(16,09%) de individuos das populacGes PbDR (azul), PbFR (verde), PbGA (vermelho) e
PbSD (laranja) de Pratylenchus brachyurus. B) Circulo de correlacdo das variaveis

morfometricas comprimento do corpo (L), o maior didmetro do corpo (¢ ¢), o diametro do
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corpo ao nivel da vulva (¢ v), o didmetro do corpo ao nivel do anus (¢ a), a distancia da
extremidade anterior do corpo a juncdo esbfago-intestino (Po), a distancia da vulva até a
cauda (V), o comprimento do estilete (St), o diametro dos bulbos do estilete (¢ bst), a altura
dos bulbos do estilete (Abst), a distancia entre a abertura da glandula esofagiana dorsal e a
base do estilete (Dgo), o comprimento do es6fago (F), o comprimento da cauda (T), o
comprimento do saco pos-uterino (Pub), a relacdo percentual entre a distancia da extremidade
anterior até a vulva em relacdo ao comprimento do corpo (V%), a relacdo entre o
comprimento do corpo e maior largura do corpo (a), a relacdo entre comprimento do corpo e
distancia entre extremidade anterior e a juncdo esbfago-intestino (b), a relacdo entre o
comprimento do corpo e a distancia entre a extremidade anterior e o final do esofago (b’), a
relagdo entre o comprimento do corpo e o comprimento da cauda (c) e a relagdo entre

comprimento da cauda e diametro da cauda na altura do anus (c’).

Cerca de 45% da variabilidade experimental encontra-se representada no plano 1/2.
Nesta analise, realizada com as dezenove variaveis mensuradas, cinco delas (¢ v, ¢ ¢, ¢ a, Ste
L) estdo correlacionadas entre si e guardam também estreita correlacdo com o eixo 1. Outras
duas (F e Po) estdo associadas ao eixo 2, com o qual apresentam correlacao positiva.

Nota-se do plano 1/2, que individuos da populacdo PbSD e, especialmente, 0s
individuos da populacdo PbGA situam-se predominantemente, ao lado esquerdo do eixo 1,
enquanto aqueles exemplares das populacdes PbFR e PbDR, se situam a direita do mesmo
eixo. Esses resultados, representados de forma grafica, corroboram a interpretacdo dos
resultados das analises univariadas apresentados na tabela 7.

Nesta figura, o eixo 2 tem menor importancia na distincdo das diferentes populagdes
de P. brachyurus analisadas, permitindo apenas a observacdo da variabilidade
intrapopulacional existente em cada uma das populacdes avaliadas, sendo maior entre
individuos da populacdo PbGA e menor nas demais populacBes da espécie.

A titulo exploratdrio, uma analise em componentes principais foi realizada com os
valores médios das quatro popula¢bes de P. brachyurus avaliadas, assim como, com a
populacdo Tipo descrita para a espécie (Godfrey 1929), utilizada como tratamento
suplementar. Nesta analise, foram consideradas apenas as variaveis L, ¢ ¢, ¢ a, St, T, V%, a,

b, ¢ e ¢’, comuns as cinco populagdes. Os resultados obtidos encontram-se na figura 13.
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Figura 13. Analise em componentes principais. A) Representacdo no plano 1 (70,92%) / 2
(22,43%) de individuos das populacdes PbDR, PbFR, PbGA, PbSD e da populacéo tipo de
Pratylenchus brachyurus. B) Circulo de correlacdo das variaveis morfométricas comprimento
do corpo (L), o maior diametro do corpo (¢ c), o didmetro do corpo ao nivel do anus (¢ a), o
comprimento do estilete (St), o comprimento da cauda (T), a relacdo percentual entre a
distancia da extremidade anterior até a vulva em relacdo ao comprimento do corpo (V%), a
relagdo entre o comprimento do corpo e maior largura do corpo (a), a relagdo entre

comprimento do corpo e distancia entre extremidade anterior e a jungdo eséfago-intestino (b),
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a relacdo entre o comprimento do corpo e o comprimento da cauda (c) e a relagdo entre

comprimento da cauda e didmetro da cauda na altura do anus (c’).

Nesta analise, o plano 1/2 representa 93,35% da variabilidade experimental, sendo o
eixo 2, basicamente associado as variaveis ¢’ € V%, que se correlacionam de forma negativa e
0 eixo 1, explicado pelas demais variaveis (Figura 13B). Nesse eixo, observa-se uma
correlacdo positiva entre as variaveis L, ¢ ¢, ¢ a, St, T e b e uma correlacdo negativa destas
com as variaveis a e C.

Na figura 13A, a populacdo Tipo de P. brachyurus é separada no eixo 1 das demais
populacbes investigadas nesta pesquisa, apresentando maiores medias das variaveis a e c e
médias inferiores das demais varidveis. As populacdes PbDR, PbFR, PbGA e PbSD séo
separadas pelas varidveis ¢’ e V% associadas ao eixo 2, formando dois subgrupos, sendo um
deles constituido pelas populacdes PbDR e PbFR e o outro pelas populacdes PbGA e PbSD.

As diferencas referentes as distancias entre as quatro populacdes estimadas pelos dois
métodos de analise de dados se devem ao conjunto de variaveis consideradas em cada uma
das abordagens. De qualquer maneira, a populacdo PbGA, demonstrou-se como a mais
divergente dentre as quatro populacbes avaliadas e a mais distante em relacdo a populacéo
Tipo.

Apos a realizacdo de analises exploratérias de PCA, a quantidade de variaveis e de
individuos foi reduzida, respectivamente, para 16 (L, ¢ ¢, ¢ v, ¢ a, V, St, Abst, Dgo, T, Pub,
V%, a, b, b', c e ¢’) e 15, a fim de realizar a analise discriminante de componentes principais
(ADCP). As variaveis Po, ¢ bst e F foram excluidas com base nos resultados da anélise de
variancia, uma vez que ndo se observou diferencas entre as quatro populacbes de P.
brachyurus avaliadas. As popula¢bes PbDR, PbFR, PbGA e PbSD de P. brachyurus foram
agrupadas de acordo com a ADCP, com probabilidade de atribuicdo correta de 91,67% dos
individuos em seus respectivos grupos, como ilustrado na figura 15. A distincdo das
populagdes foi baseada em 12 componentes principais € 3 componentes discriminantes. A
guantidade de componentes principais utilizados foi definida com base no a-score 6timo,
ferramenta responsavel em ajustar a compensacgédo entre o poder discriminante e o sobreajuste
da analise. A utilizacdo dessa ferramenta se faz necessaria, pois ela permite que se evite o
sobreajuste quando se usa muitas componentes principais ou a perda de discriminagdo quando
se utiliza poucas (Figura 14).

E importante destacar que a PCA é uma técnica de analise multivariada que tende a

captar a maior parte da variacdo entre os individuos e entre as populacdes e sintetizando-a em
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novas coordenadas (denominadas componentes), permitindo explorar suas inter-relacfes. Ja
as analises discriminantes, buscam minimizar a variagdo dentro das populagdes e maximizar a
variacdo entre estas. A ADCP procede as fungbes discriminantes sobre 0os componentes
principais, e ndo diretamente sobre as variaveis, implicando na eliminacao de certas restri¢cdes

da anélise discriminante, que limitam seu uso (Jombart 2008).
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Figura 14. Analise discriminante de componentes principais (ADCP) das popula¢bes PbDR,

PbFR, PbGA e PbSD de Pratylenchus brachyurus. Cada circulo representa um individuo e

cada elipse representa uma populacgéo.

Individuos das populacdes provenientes de Dracena (PbDR), Franca (PbFR) e Sao
Desidério (PbSD) agruparam-se mais a esquerda no grafico, enquanto individuos da
populacdo de Garca (PbGA) se agruparam na outra extremidade. As populacbes PbDR e
PbFR apresentaram sobreposicdo entre seus agrupamentos, sinal da maior similaridade entre
estas populagdes. E importante notar que o mesmo agrupamento das popula¢des PbDR e
PbFR obtidos a partir de analises de dados morfométricos (Figuras 12 e 14) se deu com as
avaliaces de dados de patogenicidade (Tabela 6). Em contrapartida, as populacdes PbSD e
PbGA formaram agrupamentos distintos sem sobreposi¢cdo entre si e entre as demais

populagcOes estudadas. PbSD, mesmo se distinguindo das demais, demonstra-se mais
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semelhante as populacdes advindas de Dracena e Franca. Ja a populacdo PbGA, assim como
demonstrado na analise univariada, foi a populacdo mais divergente dentre as quatro
avaliadas.

Com base nos resultados da ADCP, foi estabelecido um gréafico referente a estrutura
populacional, sendo possivel visualizar as probabilidades de atribuicdo dos 60 individuos

avaliados das populagdes de P. brachyurus (Figura 15).
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populacional e probabilidades de atribuicdo das populacfes PbDR, PbFR, PbGA e PbSD de
Pratylenchus brachyurus. Cada barra representa um individuo e cada cor representam as

probabilidades de atribuicéo.

A heterogeneidade da cor em cada barra indica a heterogeneidade morfométrica
individual, assim como a homogeneidade da cor em cada barra indica a homogeneidade
individual. Desta forma, as populacdes PbGA e PbSD demonstraram-se bastante homogéneas
de modo geral. Ao analisar exclusivamente individuos da populagdo PbSD, nota-se
pouquissima probabilidade de atribuicdo de outras populagdes, mesmo da populacdo de
PbDR, que aparece em maior frequéncia em relacdo as populagdes PbFR e PbGA. Ja PbGA
foi a populagdo com maior uniformidade entre os individuos. Em contrapartida, destaca-se
que individuos das populagdes PbDR e PbFR possuem consideravel “mistura” entre si, sendo
estas as populagcdes mais heterogéneas dentre todas.

Deve-se atentar ao fato de que os resultados obtidos na analise de componentes
principais (Figura 12) evidenciaram a variabilidade intrapopulacional de PbGA.
Especialmente a partir da analise do eixo 2 (16,09%), estritamente correlacionado as variaveis
mensuradas Po e F. Entretanto, estas variaveis ndo foram utilizadas na ADCP (Figura 16), que
revelou uma grande homogeneidade da mesma populacdo. Esses dados contrastantes entre as
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analises de PCA e ADCP revelam que, em nosso estudo, as variaveis Po e F foram
efetivamente importantes apenas na caracterizacao intrapopulacional de PbGA.

Ao analisar a diversidade de populac@es de fitonematoides de uma mesma espécie, é
possivel que possa ocorrer variagoes intraespecificas relacionadas as métricas de estruturas
morfologicas, assim como relatado por Olowe e Corbett (1984a, b). Em estudos realizados
com populagdes diversas de P. brachyurus e P. zeae advindas de localidades e hospedeiros
distintos, os autores demonstraram que a morfometria de P. brachyurus pode variar
consideravelmente em resposta a influéncia de hospedeiros desfavoraveis, altas temperaturas,
nutrientes e localizacGes geograficas. Em relacdo ao Gltimo fator citado, é possivel verificar
no presente trabalho a ocorréncia de variabilidade intraespecifica de populagdes coletadas das
trés regides cafeeiras distintas, Dracena (SP), Franca (SP) e Garca (SP), e da regido algodoeira
de S&o Desidério (BA), destacando a populacdo PbGA como sendo a mais distinta, a julgar
pelas caracteristicas morfométricas de seus individuos, em comparagdo com as demais
populagdes.

A variacdo intraespecifica de caracteres morfométricos de populacbes de P.
brachyurus também foi constatada por Siqueira (2007). Ao caracterizar 11 populacdes
provenientes de diferentes hospedeiros e locais, contrastando esses com quatro individuos da
literatura cientifica, a autora observou a formacéo de cinco grupos distintos, sendo possivel
visualizar a separacdo entre as populacGes. Em suas analises de componentes principais, a
autora utilizou apenas 6 varidaveis morfométricas (L, St, V%, a, b e c), as quais também
integram a PCA e ADCP realizadas no atual estudo. Adicionalmente, Fiorentin (2018), por
meio da caracterizacdo morfométrica de 9 populacdes de P. brachyurus, também indicou
grande variabilidade entre estas, havendo a formacéao de quatro grupos distintos.

Caracteristicas taxondmicas de qualidade apresentam reduzidos coeficientes de
variacdo dentro de espécie (Siqueira 2007). Diante disto, a variavel calculada Dgo, dentre as
demais caracteristicas avaliadas, ndo pode ser considerada representativa para diferenciar as
populagdes de P. brachyurus, devido a seu elevado coeficiente de variacdo (C.V.= 33,6). Por
outro lado, o indice V% e a varidvel St foram as variaveis mais constantes, com baixos
coeficientes de variagdo (C.V.= 0,96 e C.V. = 5,34, respectivamente). Em relacdo a St, Tarjan
e Frederick (1978), por meio de estudos morfométricos de grande quantidade individuos de
duas populacdes de hospedeiros e localidades distintas de P. brachyurus, constataram que tal
variavel, assim como observado no presente estudo, apresentou menores valores em seus
coeficientes de variagdo dentre as demais varidveis estudadas, sendo, portanto, considerada

uma caracteristica solida da espécie.
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4.3 Caracterizacao molecular

O produto da PCR analisado por eletroforese em gel de agarose comprovou a efetiva
amplificacdo da regido ITS-1 (Figura 16). Entretanto, o mesmo ndo foi observado para a
regido D2/D3, a qual apresentou padrdo de banda dupla, indicativo de possivel residuo de
primer. Foram realizadas novas tentativas de amplificacdo da regido D2/D3, porém, todas
apresentaram o mesmo padrdo de bandas, sendo inconclusivas para sequenciamento (Figura
17).

251pb >

251pb >

Figura 16. Eletroforese dos produtos de PCR amplificados da regido I1TS-1 obtidos do DNA
extraido de fémeas das populacdes PbSD, PbDR, PbFR e PbGA de Pratylenchus brachyurus.

M = marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 17. Eletroforese dos produtos de PCR amplificados da regido D2/D3obtidos do DNA
extraido de fémeas das populacdes PbSD, PbDR, PbFR e PbGA de Pratylenchus brachyurus.

M = marcador de peso molecular de 100 pb.
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Vinte sequéncias de parte da regido ITS-1 foram obtidas das quatro populagdes de P.
brachyurus estudadas no presente trabalho. O tamanho das sequéncias variou entre 221 pares
de base (pb) (PbSD4) e 251 pb (PbFR4). Apds alinhamento das sequéncias e delecdo das
colunas filogeneticamente ndo informativas, o tamanho final da regido ITS-1 foi de 167 pb em
todas as populagoes.

Com base nos produtos da PCR amplificados e sequenciados da regido ITS-1 foi
construida a arvore filogenética de Neighbor-Joining (Figura 18). E possivel verificar que
populacdes pertencentes do género Pratylenchus formaram um grupo distinto da populacao
outgroup (Radopholus similis). Além disso, a analise filogenética demonstrou que, mesmo
com a ocorréncia de certo grau de variagao genética entre as populagdes avaliadas no presente
estudo, todas pertencem a espécie P. brachyurus, agrupando-se em um clado com as
populacdes selecionadas no NCBI (Pb Goias, Pb Pernambuco e Pb Bahia), sendo visualizadas

em um agrupamento distinto das espécies P. vulnus e P. penetrans.
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Figura 18. Arvore filogenética de Neighbor-Joining demonstrando as relacBes entre
populacbes de Pratylenchus brachyurus e do outgroup com base em sequéncias da regido

ITS-1 do rDNA. Os nimeros indicam os valores de bootstrap maiores do que 50.

Com base na matriz de identidade desenvolvida, foi evidenciado que houve baixa taxa
de variabilidade intrapopulacional, ou seja, individuos da mesma localidade possuem
identidade extremamente semelhante, variando de 98% a 100% na populagdo PbFR, 99% a
99,5% na populagdo PbGA e 98% a 99,5% na populacdo PbSD. Apenas a populacdo PbDR
ndo evidenciou variabilidade intrapopulacional, apresentando sequéncias idénticas entre 0s

individuos desta populacdo (Tabela 8).
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Tabela 8. Matriz de identidade (%) calculada pelo programa MatGat (Matrix Global Alignment Tool) entre populacGes de Pratylenchus

brachyurus, P. vulnus, P. penetrans e o outgroup Radopholus similis baseada no sequenciamento da regido ITS-1 do rDNA.

Populacdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1. P. brachyurus® - 980 990 90 990 990 90 95 95 90 95 95 95 930 95 90 12000 980 90 95 980 90 12000 8.9 864 T4T
2. RPDR1 - 1000 1000 1000 1000 12000 975 975 970 965 975 975 970 975 970 980 975 975 985 975 975 980 839 844 739
3. RPDR2 - 1000 1000 1000 1000 985 985 980 975 985 985 980 95 B0 990 985 985 995 985 985 990 848 84 737
4. RPDR3 - 1000 1000 1000 985 985 980 975 985 985 980 985 980 990 985 985 995 985 985 990 848 854 737
5. RPDR4 - 1000 1000 985 985 980 975 985 985 980 985 980 990 985 985 995 985 985 990 848 854 737
6. RPDR5 - 1000 985 985 980 975 985 985 980 985 980 990 985 985 995 985 985 990 848 84 737
7. RPDR6 - 985 985 980 975 985 985 980 985 980 990 985 985 995 985 985 990 848 854 737
8. RPFR1 - 1000 995 990 1000 1000 985 990 985 995 975 985 980 975 985 995 864 869 753
9. RPFR2 - 995 990 1000 12000 985 990 985 995 975 985 980 975 985 995 864 869 753
10. RPFR3 - %5 95 995 90 95 980 990 975 980 975 975 980 990 89 8.4 147
11. RPFR4 - 90 990 975 980 975 985 965 975 970 %5 975 985 84 89 142
12. RPFR5 - 1000 985 990 985 995 975 985 980 975 985 995 864 89 753
13. RPFR6 - 95 90 95 %95 975 985 98B0 975 985 995 864 869 753
14. RPGALl - 995 %95 990 970 90 975 970 90 990 848 84 742
15. RPGA2 - 995 95 975 95 90 975 985 995 854 89 747
16. RPGA3 - 90 970 980 975 970 980 990 848 854 742
17. RPGA4 - 90 90 95 90 990 1000 859 8.4 747
18. RPSD1 - 95 90 95 975 B0 843 848 732
19. RPSD2 - 990 95 9%0 %90 84 89 742
20. RPSD3 - 990 90 95 88 84 T37
21. RPSD4 - 980 90 843 848 732
22. P. brachyurus? - 990 848 84 74T
23. P. brachyurus® - 89 864 747
24. P. vulnus* - 95 753
25. P. penetrans® - 753
26. R. similis® -

1KC782525.1; 2 MT230584.1; 3 KT948343.1; *FR692320.1; ®FJ799117.1; 5 MK330902.1.
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Em contrapartida, a andlise filogenética evidenciou que existe variabilidade
instraespecifica entre as populacdes de P. brachyurus avaliadas. As popula¢fes PbDR, PbGA
e PbSD agruparam-se em um clado Unico, enquanto a populacdo PbFR, advinda de Franca
(SP), foi a unica que se apresentou em um clado distinto, representados com valor de
bootstrap de 99% (Figura 18).

O grupo distinto composto por individuos da popula¢do PbFR situado em apenas um
trecho do eletroferograma, revela que todos os individuos desta populagdo sdo compostos pela
base nitrogenada citosina (C) na posicdo de 66 pb, sendo 0 mesmo observado nas especies P.
vulnus, P. penetrans e R. similis. Entretando, as demais popula¢gdes PbDR, PbGA, PbSD, Pb
Goiés, Pb Pernambuco e Pb Bahia, apresentaram a base nitrogenada timina (T) nesta mesma
posicdo (Figura 19). Esta pequena variacdo observada foi capaz de permitir a distingdo da

populacdo PbFR das demais populagdes estudadas no presente estudo.

1 - Rad imilis CTC

Figura 19. Alsi‘hharhé'nto de sequéncias da regido ITS-1 de populacbes de Pratylepr'lhc-hJU”s
brachyurus (PbDR, PbFR, PbGA, PbSD, KC782525.1, MT230584.1 e KT948343.1), P.
vulnus (FR692320.1), P. penetrans (FJ799117.1) e Radopholus similis (MK330902.1). Os
tracos indicam lacunas e os pontos indicam as areas de homologia entre as sequéncias. A

caixa vermelha indica a principal diferenca observada nas sequéncias da populacdo PbFR.

Trabalhos cientificos relacionados a variabilidade intraespecifica demonstram que esta
estd correlacionada tanto ao nimero de individuos presentes nas plantas hospedeiras, quanto
as variagdes moleculares e estruturais nos corpos dos nematoides. Como mencionado no item
4.2, ao confrontar os dados de patogenicidade com os morfométricos, as populacées PbDR e
PbFR se assemelharam sob tais aspectos. Entretanto, as analises moleculares foram capazes
de distinguir PbFR de PbDR, assim como das demais populac6es avaliadas.

Similarmente aos resultados referentes as populagdes PbDR, PbFR, PbGA e PbSD,
Machado et al. (2015) demonstraram em estudo da regido ITS-1 por meio de analises
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filogenéticas o agrupamento de diferentes populagdes de P. brachyurus obtidas para o estudo
e indexadas no GenBank - NCBI, de tal modo a confirmar sua identidade. Os autores, assim
como observado no presente estudo, relataram a presenca de diversidade intraespecifica entre
as populacdes e reforcam a necessidade de se considerar a variabilidade intraespecifica
observada em programas de melhoramento genético visando a resisténcia a mais esse
nematoide.

Em trabalho visando a caracterizagdo morfologica e molecular de espécies de
Pratylenchus associadas ao inhame (Dioscorea spp) na Nigéria e Gana, paises do oeste da
Africa, Kolombia et al. (2020) obtiveram informacdes contrastantes oriundas de dados
moleculares obtidos pelo sequenciamento dos genes D2/D3 do 28S rDNA e COI mitocondrial
de populagdes de P. brachyurus descritas. As sequéncias obtidas no estudo, juntamente com
sequéncias de P. brachyurus coletadas no GenBank (NCBI) do gene D2/23, foram todas
agrupadas em um clado bem definido da espécie, havendo baixa variacdo intraespecifica. As
sequéncias COIl de P. brachyurus também se agruparam em um clado bem definido da
espécie, porem uma das populacdes estudadas (MT949472) apresentou-se em agrupamento
distinto das demais, demonstrando a presenca de variabilidade instraespecifica da populacéo.
Tais resultados, embora usando marcadores moleculares distintos, se assemelham ao
observado no presente estudo em relacdo a populacdo PbFR.

Em trabalho realizado com 14 popula¢Ges morfologicamente supostas de Xiphinema
krugi, Oliveira et al. (2006) relataram que estas foram claramente separadas em quatro perfis
diferentes por andlise, sequenciamento da regido ITS-1, andlises filogenéticas e analises
morfométricas. Com base nos dados moleculares e morfométricos obtidos, os autores
sugerem que X. krugi é um potencial complexo de espécies composto por pelo menos quatro
gendtipos distintos, alguns dos quais podem ser considerados cripticos, ou seja, populacdes
com individuos morfologicamente indistinguiveis, porém geneticamente divergentes).

Similarmente, a variabilidade fisiologica, morfoldgica e genética observada em nosso
estudo entre as populacGes de P. brachyurus sugere a possibilidade de que estas possam
formar um complexo de populagGes ou um grupo de populagdes cripticas. Entretando, se faz
necessario a realizacdo de estudos mais robustos, envolvendo maior numero de populaces,
sequenciamento completo das regides ITS, D2/D3 e COIl e a agregacdo do méaximo de
analises possiveis a fim de se obter evidéncias mais conclusivas.

De modo geral, os resultados obtidos no presente estudo indicam a existéncia de
variabilidade intraespecifica entre populacdes distintas de P. brachyurus, sendo que as trés

formas distintas de caracterizacdo se demonstraram importantes para a identificacdo de tal
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variabilidade existente na espécie, sendo informativas e complementares umas as outras.
Desta maneira, tal fato deve motivar o desenvolvimento de estudos futuros visando ao
aprofundamento caracterizacdo e comparacdo de populacfes de P. brachyurus presentes em
cafezais quanto a sua morfometria, genética e patogenicidade em relacdo a cafeeiros de
interesse disponiveis nos programas de melhoramento genético.
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5 CONCLUSOES

Esse trabalho evidenciou que ha variacdo intraespecifica entre populacbes de P.
brachyurus provenientes de diferentes plantas hospedeiras e origens geograficas em relacéo a

sua patogenicidade em diferentes cafeeiros, morfometria e genética.

A variacao intraespecifica entre as populacGes de P. brachyurus PbDR, PbFR e PbSD
foi demonstrada em relagdo a sua patogenicidade em materiais vegetais de cafeeiros
representada por reacéo de intolerancia, sendo PbDR a mais patogénica por prejudicar mais
cafeeiros e PbSD néo patogénica por ndo prejudicar nenhum dos cafeeiros avaliados.

As quatro populacbes apresentaram variacdo intraespecifica em relacdo as
caracteristicas morfométricas avaliadas, sendo PbGA a mais distinta morfometricamente das
demais e PbDR, PbFR e PbSD mais semelhantes entre si.

A variabilidade intraespecifica também foi observada por meio de caracterizacdo

molecular, onde a populagdo PbFR distinguiu-se em um clado diferente das populagcfes
PbDR, PbGA e PbSD.
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