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Diversidade genética de populações de Pratylenchus brachyurus e interações com 

cafeeiros 

 

 

RESUMO 

 

A produção cafeeira brasileira, uma das principais atividades do agronegócio nacional, na 

maioria das vezes, tem seu rendimento comprometido pela incidência de fitonematoides. O 

nematoide-das-lesões, Pratylenchus brachyurus, não se multiplica bem em cafeeiros, porém, 

ainda assim, ocasiona danos importantes à produção, devido à relação de intolerância da 

planta à infecção. Além disso, P. brachyurus apresenta variabilidade intraespecífica 

relacionada à sua patogenicidade, morfologia e genética, sendo um fator importante a ser 

considerado nos programas de melhoramento do cafeeiro que visam a resistência múltipla de 

fitonematoides. Esta pesquisa buscou investigar a variabilidade genética intraespecífica em 

populações de P. brachyurus parasitando cafeeiros. Quatro populações de P. brachyurus 

foram avaliadas, sendo três amostradas em cafezais paulistas (PbDR, PbFR e PbGA) e uma 

em algodoeiro, na Bahia (PbSD). A variabilidade intraespecífica das populações 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 

vegetação a fim de diferenciar as populações PbDR, PbFR e PbSD quanto à patogenicidade 

em relação a diferentes cafeeiros. Para isso, as plantas foram inoculadas com cada população 

e avaliadas a partir do método de Dropkin e Nelson (1960). Nos estudos 

morfológicos/morfométricos, lâminas de vidro contendo fêmeas das quatro populações foram 

analisadas em microscópio de luz. Com base nos dados quantitativos morfométricos obtidos 

foi realizado o cálculo dos índices de De Man e realizadas análises multivariadas PCA e 

ADCP. Já a caracterização molecular foi realizada por meio de análises PCR, seguidas de 

sequenciamento da região ITS-1, de indivíduos das quatro populações, cujos dados foram 

utilizados em análises filogenéticas. O estudo de patogenicidade evidenciou que a população 

PbDR foi a mais patogênica, reduzindo a MFR dos cafeeiros H13439-4, IAC Catuaí SH3, 

IAC 5358 e Catuaí Vermelho IAC 144 de C. arabica, entretanto todos os cafeeiros 

apresentaram FR<1, sendo classificados como intolerantes a essa população. Os cafeeiros 

IAC Catuaí SH3 e Catuaí Vermelho IAC 144 também foram classificados como intolerantes a 

população PbFR. A população PbSD não foi patogênica para os cafeeiros estudados. A 

variabilidade intraespecífica das populações também foi evidenciada em relação à 

morfometria, sendo PbDR, PbFR e PbSD mais semelhantes entre si e PbGA a população mais 

distinta. A caracterização molecular revelou a diversidade genética das populações estudadas, 

sendo PbFR a mais distinta, separando-se em um grupo à parte das demais. Este estudo 

comprova que há variação intraespecífica entre populações de P. brachyurus, provenientes de 

diferentes plantas hospedeiras e origens geográficas, sendo essa variação evidenciada em 

relação a sua morfometria, genética e patogenicidade em diferentes cafeeiros. 

 

Palavras-chave: C. arabica, diversidade intraespecífica, nematoides das lesões. 
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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 São 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 Catuaí SH3, IAC 5358 

and Catuaí 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 Catuaí SH3 and Catuaí 

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 INTRODUÇÃO 

 

 

A cafeicultura é uma das mais importantes atividades do setor agroindustrial do Brasil. 

Das atuais 130 espécies descritas do gênero Coffea (Davis e Rakotonasolo, 2021), apenas 

Coffea arabica L. e C. canephora Pierre ex Froehner são cultivadas no país. A primeira, 

conhecida como café-arábica, representa atualmente 70,7% da produção nacional, sendo as 

demais 29,30% oriundas da produção de café-canéfora, comumente denominados cafés 

robusta e conilon (CONAB 2023).  

A produtividade do café pode ser afetada por fatores bióticos e abióticos. São diversos 

os agentes bióticos de importância primária para a cafeicultura brasileira, especialmente para 

a produção de café-arábica, com reflexos bastante significativos no rendimento das lavouras 

(Oliveira e Rosa, 2018). Um dos mais importantes problemas que vêm se constituindo na 

atual cafeicultura brasileira está relacionado ao parasitismo causado por nematoides. Esses 

organismos promovem perdas na produtividade de lavouras cafeeiras, sendo crescente, de 

forma alarmante, o número de novas ocorrências em áreas até então livres de infestação 

(Ferraz e Brown, 2016). 

A redução da produção mundial de café pela ação dos fitonematoides é estimada em 

média de 15%, enquanto na produção brasileira está 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 bilhões por ano 

(Machado et al. 2019). 

Há uma grande diversidade de fitonematoides que se associam à cultura do cafeeiro, 

sendo as espécies dos gêneros Meloidogyne e Pratylenchus, as mais nocivas à cultura 

(Oliveira e Rosa, 2018). 

Os nematoides do gênero Pratylenchus são conhecidos como nematoide-das-lesões 

radiculares. As principais espécies associadas ao cafeeiro são 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 são 

endoparasitas migradoras, sendo que os juvenis e adultos nutrem-se das células do 

parênquima ocasionando lesões de coloração pardo-avermelhadas. O sistema radicular 

lesionado se torna ineficiente na absorção de água e minerais resultando em plantas 

atrofiadas, com crescimento pobre do sistema radicular, desfolhamento e sintomas de 
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deficiência nutricional, com consequentes reflexos na produção (Monteiro e Lordello, 1974; 

Ferraz e Brown, 2016).   

Pratylenchus brachyurus está amplamente disseminado nas regiões produtoras de café 

da América do Sul (Campos e Villain, 2005). Apesar de sua ampla distribuição, observa-se 

que a espécie não se multiplica bem em cafeeiros das espécies C. arabica e C. canephora 

(Inomoto et al. 2008). Porém, ainda assim, P. brachyurus é um grande problema para a 

cultura do café, pois se trata de uma relação de intolerância que ocorre quando o nematoide 

apresenta baixo fator de reprodução, ou seja, não 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 relação ao cafeeiro, 

há uma escassez de estudos referentes a sua distribuição geográfica, à patogenicidade causada 

a essa cultura, à existência de fontes de resistência e ao uso de técnicas de controle, 

principalmente visando ao uso de resistência genética de cafeeiros em relação a estes 

organismos (Lordello 1988; Inomoto et al. 1998; Oliveira et al. 1999a, b; Kubo et al. 2004).  

Atualmente, há uma recorrente busca pelo controle de nematoides fitoparasitos, 

existindo diversas alternativas para tal, como: controle preventivo, rotação de cultura, controle 

químico, controle biológico e utilização de cultivares resistentes. O último método citado tem 

grande destaque, pois a resistência de plantas é a forma mais eficiente para o controle de 

nematoides, principalmente em culturas perenes como a do cafeeiro. Ademais, é um método 

que integra sustentabilidade e eficiência, consequentemente resultando em reduções nas 

perdas de produtividade (Maghuly et al. 2020; Gonçalves et al. 2021; Fatabone et al. 2022). 

Programas de melhoramento genético do cafeeiro, como o conduzido no Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC), estão em busca, cada vez mais, em selecionar cafeeiros com 

multirresistência a espécies de nematoides prejudiciais para a cultura. Villain et al. (2004) 

salientaram a importância da multirresistência para a seleção de cafeeiros, uma vez que 

relações competitivas podem se estabelecer entre Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp. em 

plantios de café. A supressão da competição pelo plantio de cultivares resistentes ou 

tolerantes a apenas um dos dois gêneros pode favorecer o outro gênero, tornando-o mais 

importante (Bertrand et al. 1998). A resistência simultânea aos nematoides das galhas e aos 

nematoides das lesões é altamente desejável como medida de controle de comunidades 

complexas de fitonematoides.  

Segundo Medina Filho et al. (2008), há diversas espécies, raças e populações de 

nematoides que vivem em comunidades no solo, sendo possível observar a ocorrência de 
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ampla variação morfológica e cromossômica entre indivíduos de mesma espécie dificultando 

o melhoramento para resistência ou tolerância dos cafeeiros aos nematoides. Desta maneira, 

para desenvolver cultivares resistentes aos nematoides é fundamental o conhecimento de sua 

morfologia, padrões moleculares, hospedeiros e realizar a correta identificação destes 

organismos, a fim de direcionar os programas de melhoramento genético de forma precisa e 

eficaz. 

A identificação de espécies de fitonematoides do gênero Pratylenchus se baseia 

essencialmente na taxonomia clássica, fundamentada na morfologia, sendo uma tarefa árdua e 

onerosa devido a inúmeros fatores. O tamanho reduzido e a grande similaridade de 

determinadas estruturas morfológicas observadas entre espécies deste gênero representam 

algumas das dificuldades na identificação destas (Loof 1960; Oliveira et al. 2012b). Outro 

fator de grande impacto é o ínfimo número de taxonomistas existentes na atualidade, 

refletindo em escassez de pesquisas devido à falta de identificação segura e de qualidade. Na 

espécie P. brachyurus a identificação taxonômica pode se tornar complexa, pois essa 

apresenta uma ampla variabilidade morfológica/morfométrica e genética intraespecífica, ou 

seja, é possível observar variações entre populações de indivíduos da própria espécie 

(Fiorentin 2018; Machado et al. 2015). 

Novas tecnologias surgiram em meio a esse cenário a fim de auxiliar na identificação 

dos fitonematoides, com destaque às análises moleculares. As técnicas moleculares permitem 

a comparação do conteúdo genético entre espécies, de forma a obter maior compreensão sobre 

as relações filogenéticas entre elas. Além disso, análises moleculares permitem a detecção de 

diferenças genéticas dentro de indivíduos da mesma espécie (Castillo e Vovlas, 2007). Vale 

ressaltar que, técnicas moleculares são importantes na atualidade, sendo grandes 

contribuidoras para a identificação dos organismos, porém, estas não surgiram para substituir 

a taxonomia clássica, mas sim para auxiliá-la. Com isso, os dados moleculares devem ser 

confrontados e integrados aos morfológicos, fornecendo maiores teores de confiabilidade aos 

resultados obtidos (Oliveira et al. 2012b).  

Estudos realizados em casa de vegetação relatam a presença de variabilidade 

intraespecífica em P. brachyurus, tendo em vista a variação no número de exemplares 

encontrados em diversas plântulas de Citrus limon L. infectadas com diferentes populações do 

nematoide (O’Bannon e Tommerlin, 1970). Além disso, a variabilidade intraespecífica de P. 

brachyurus, como citado anteriormente, também é observada a partir da análise de 

características morfológicas 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 temática de variabilidade dentro da espécie de P. 

brachyurus, não há relatos que indiquem diversidade intraespecífica de populações presentes 

em cafeeiros, mesmo sendo a espécie mais disseminada em cafezais do Estado de São Paulo 

(Kubo et al. 2004).  

O estudo em questão tem como hipótese a existência de variabilidade genética 

intraespecífica em populações de P. brachyurus parasitando cafeeiros e que a mesma pode ser 

evidenciada por meio de análises genotípicas, relacionadas ao perfil molecular ou fenotípicas, 

reveladas a partir de características morfológicas e da relação parasito-hospedeiro. Dessa 

forma, o objetivo deste trabalho foi elucidar a natureza da variabilidade genética de 

populações de P. brachyurus presentes em cafezais, através de caracterizações morfométricas, 

moleculares e da análise da patogenicidade, de modo a subsidiar o melhoramento genético do 

cafeeiro, no desenvolvimento de cultivares multirresistentes a populações diversas de 

nematoides dos gêneros Meloidogyne e Pratylenchus. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 O cafeeiro, Coffea spp.: importância e características 

 

O café, desde sua implantação no Brasil, é um produto de grande importância histórica 

que gera renda ao país e a seus habitantes. O país se desenvolveu e se inseriu no comércio 

externo devido ao produto, promovendo a construção de ferrovias, consolidação de 

imigrantes, inserção de investimentos mais acentuados no país, entre outras diversas 

benfeitorias. Associa-se a essa cultura aspectos sociais, como a geração de empregos, e 

econômicos, relativos à sua exportação e ao comércio interno. Desta forma, o cafeeiro foi e 

continua sendo um importante produto no cenário comercial e nas relações internacionais de 

comércio do Brasil (Oliveira et al. 2012a). 

O parque cafeeiro nacional se distribui por onze estados concentrando-se na região 

sudeste, especialmente nos estados de Minas Gerais, Espírito Santo e São Paulo, 

respectivamente responsáveis por 52,67%, 23,63% e 9,13% da produção nacional. Rondônia e 

Bahia somam 11,7%, sendo o restante do café nacional, distribuído pelos demais estados 

produtores (CONAB 2023). 

Ainda que a produção de café robusta ou conilon seja bastante modesta – pouco mais 

de 1% – em território mineiro, Minas Gerais, Espírito Santo e Bahia são estados produtores de 

café das duas espécies. São Paulo é produtor de café-arábica e Rondônia produz, 

exclusivamente, café robusta. 

Coffea arabica e C. canephora são espécies bastante distintas entre si. C. arabica é 

uma espécie originária das regiões altas do sudoeste da Etiópia, sudeste do Sudão e norte do 

Quênia. A espécie é alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos), autógama, com cerca de 10% 

de polinização cruzada. Possui ampla dispersão, sendo predominantemente cultivada em 

regiões de altitudes mais elevadas e temperaturas mais amenas, entre 18ºC e 23ºC. A bebida é 

de melhor qualidade intrínseca, mais leve, com teores de cafeína e de sólidos solúveis 

inferiores àqueles encontrados no café-canéfora (Guerreiro Filho et al. 2008). 

A espécie C. canephora é originária de uma ampla região quente, úmida e de baixa 

altitude, que se estende da Guiné ao Congo, da costa oeste à região central do continente 

africano. É uma espécie diploide (2n = 2x = 22 cromossomos) e alógama, devido a um 

sistema de autoincompatibilidade gametofítica (Conagin e Mendes, 1961). É amplamente 
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cultivada em locais de baixa altitude (0 a 1.300 metros) e altas temperaturas, entre 22ºC e 

26ºC. A qualidade intrínseca da bebida produzida por essa espécie é inferior à do café arábica 

(Guerreiro Filho et al. 2008). 

Existem atualmente 141 cultivares de café-arábica registradas no Ministério de 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA 2024), que se diferenciam em função do 

porte, arquitetura de copa, cor, tamanho e ciclo de maturação dos frutos, nível de resistência à 

ferrugem, principal doença do cafeeiro no Brasil, causada pelo fungo Hemileia vastatrix 

Berkeley e Broome, ao bicho-mineiro, Leucoptera coffeella Guérin-Ménéville e a nematoides 

do gênero Meloidogyne. 

Já o número de cultivares disponíveis de C. canephora é menor. São 38 cultivares de 

natureza seminal ou clonal, destinadas à produção de café e apenas duas delas, as cultivares 

Apoatã IAC 2258 e, recentemente, IAC Herculândia, registradas no MAPA e recomendadas 

como porta-enxertos para cultivares de cafés arábicas, em função da resistência a 

Meloidogyne spp. IAC Herculândia, em especial, é uma cultivar sintética resultante da 

recombinação 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-lesões radiculares 

 

2.2.1 Morfologia, sistema reprodutivo, ciclo de vida e sintomatologia 

 

Pratylenchus brachyurus é uma espécie de distribuição tropical, endoparasita 

migradora e polífaga. Foi descrita por Godfrey (1929) parasitando plantas de abacaxi no 

Havaí (EUA), porém, desde sua descrição original, já foi relatada parasitando diversas 

culturas, como a soja, algodão, goiaba, cana de açúcar 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 região labial é distintamente destacada do corpo, angulosa e possui 

dois anéis distintos, sendo o mais próximo à base mais estreito que o primeiro (Roman e 

Hirschmann, 1969; Gonzaga 2006). A espécie apresenta pequena variação no formato do 

estilete, tendo comprimento entre 17-22 µm, espermateca não funcional e quatro linhas do 

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



 

 

7 

 

 

nódulos basais do estilete arredondados e bastante estáveis e vulva posicionada mais 

posteriormente, entre 82-89%.  

Observa-se em P. brachyurus, parasitando culturas de natureza diversa, a presença de 

variabilidade intraespecífica, sendo possível observá-la a partir da análise de características 

morfológicas e morfométricas.  

Pratylenchus brachyurus apresenta reprodução partenogenética. Esse tipo de 

reprodução não necessita da participação de macho, não ocorrendo fertilização. Com isso, 

machos são raramente observados nessa espécie. Esse modo de reprodução limita a 

possibilidade de ganho em variabilidade genética, tornando eventuais mutações genéticas os 

principais meios para que isso ocorra dentro das populações, devido a não ocorrência de 

crossing-over entre os pares de cromossomos (Ferraz e Brown, 2016). 

Seu ciclo de vida tem duração aproximada de 20 a 40 dias diante de condições ideais 

de temperatura (29-30º C). O ciclo compreende as fases de ovo, juvenil, com quatro estádios 

de desenvolvimento (J1 a J4), e adulta, sendo todos os estádios móveis infectantes, podendo 

desta forma penetrar na raiz, assim como abandonar uma planta e parasitar outra, 

repetidamente ao longo de toda a sua vida. Após eclosão, juvenis de segundo estágio estão 

aptos a parasitar o sistema radicular das plantas, direcionando-se para o cilindro central 

(Ferraz e Brown, 2016). 

Pratylenchus brachyurus é denominado como nematoide-das-lesões devido aos danos 

causados às raízes das plantas. Os sintomas diretos mais frequentes e evidentes no sistema 

radicular são áreas escurecidas, devido às lesões necróticas, uma vez que as células 

parasitadas, usualmente, entram em colapso logo após serem abandonadas pelo nematoide, 

resultando em largas cavidades no córtex celular, e à extrema redução do volume radicular, 

com consequentes reflexos no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das plantas. É 

possível 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 deficiência nutricional.  

 

2.2.2 Identificação e caracterização 

 

 A identificação do gênero Pratylenchus é relativamente simples, devido a presença de 

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

muitas espécies de Pratylenchus é um obstáculo para a identificação.  
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De modo geral, a identificação e a caracterização de fitonematoides utilizou como 

principal técnica durante muito tempo, a taxonomia clássica. Essa técnica baseia-se 

fundamentalmente na observação de características morfológicas e morfométricas de forma 

comparativa, com o auxílio de microscópio de luz (Cordeiro et al. 2008). Estima-se que a 

microscopia de luz, dentre os métodos de identificação de fitonematoides, é aquele que 

recebeu menos benefícios com o desenvolvimento de novos equipamentos (Oliveira et al. 

2012b). Essa abordagem de identificação apresenta vantagens. Dentre elas, Inomoto (2016) 

destaca o reduzido custo associado à sua aplicação, comparativamente à outras técnicas 

existentes para a mesma finalidade, já que um bom microscópio, com acessórios 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 importância 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 distância focal do 

microscópio utilizado, devido à cor translúcida das estruturas dos fitonematoides e baixo 

contraste visual destas, além da produção de imagens bidimensionais. Com isso, é necessário 

manusear com cuidado o aparato micrométrico, a fim de visualizar as estruturas da melhor 

forma possível e mentalizar a imagem produzida tridimensionalmente. Outra desvantagem é o 

número de espécimes requeridos para análise, preferencialmente de 10-20 indivíduos, que 

devem estar em excelentes condições de preservação. Porém, considerando o transporte e 

armazenamento dos espécimes na prática, nem sempre é possível ter tais condições. A 

microscopia de luz também necessita de um profissional bem treinado, empenhado em sempre 

se atualizar com informações de novas espécies e paciente, sendo essa última característica 

essencial pelo fato de a microscopia de luz ser uma técnica demorada na identificação de 

fitonematoides. Essas são características difíceis de serem observadas, principalmente 

considerando o surgimento diário de novas técnicas e a não valorização do profissional 

taxonomista (Bicudo 2004).  

Ao se tratar especificamente da taxonomia de P. brachyurus, esta tem como uma das 

principais dificuldades em sua identificação a presença de variabilidade intraespecífica 

encontrada na espécie, observada a partir da análise de características morfológicas e 

morfométricas. Com isso, os caracteres utilizados para identificação da espécie são variáveis 

(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 variação em características como o formato da 
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cauda, afirmando que estas podem variar entre as diferentes populações de P. brachyurus. 

Essa variação também foi observada na descrição 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 caracterização dessa estrutura, mesmo sendo útil na identificação da 

espécie, contém alto grau de subjetivismo. Justamente, devido a essa ampla variação 

encontrada nas características morfológicas e morfométricas, se faz necessário analisar o 

maior número possível de caracteres, a fim de se obter uma maior precisão na identificação de 

indivíduos (Gonzaga et al. 2016).  

Diante das dificuldades apresentadas na caracterização e identificação de P. 

brachyurus por meio da taxonomia clássica, atualmente não se pode depender exclusivamente 

da microscopia de luz como ferramenta única de identificação e caracterização da espécie. 

Novas tecnologias surgiram com esse propósito, com destaque às análises moleculares. As 

técnicas moleculares estão sendo implementadas em estudos taxonômicos desde a década de 

1990, apresentando notórias vantagens, como a eficiência no diagnóstico em escala, pois 

permite o processamento de muitas amostras ao mesmo tempo; economia de tempo; e 

sensibilidade e especificidade dos testes, sendo necessário um único indivíduo para 

identificação, sem a necessidade de esse estar completamente íntegro (Roberts et al. 2016). 

Um exemplo prático da aplicação de técnicas moleculares é observado em trabalho 

realizado por pesquisadores do Instituto Biológico relatado por Oliveira et al. (2009) com 

tubérculos de batata importados do Canadá. Os pesquisadores observaram a presença de 

poucos nematoides nas amostras, os quais apresentavam-se com a morfologia alterada devido 

à anidrobiose, impossibilitando a identificação específica segura por meio da microscopia de 

luz. Desta forma, utilizaram a técnica de código de barras de DNA (DNA barcode), 

identificando seguramente a presença da espécie Pratylenchus penetrans.  

A maioria das técnicas moleculares básicas com a finalidade de caracterização e 

identificação de fitonematoides são encontradas rotineiramente nos laboratórios (Roberts et al 

2016) e baseiam-se na divergência de sequências das bases nucleotídicas (Oliveira et al. 

2012b). No caso de P. brachyurus, estudos vêm explorando como ferramenta a análise 

comparativa das regiões do DNA ribossômico (rDNA) na identificação e caracterização da 

espécie (Araújo Filho et al. 2014; Machado et al. 2015; Ribeiro 2016). A região gênica 

ribossômica rDNA consiste em três genes, 18S, 5.8S e 28S, os quais são separados por dois 

espaçadores internos transcritos (Internal Transcribed Spacer), o ITS-1 e o ITS-2 (Castillo e 

Vovlas, 2007). Roberts et al. (2016) e Castillo e Vovlas (2007) relatam que o rDNA é 
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extremamente útil para o diagnóstico de fitonematoides, pois possui ilhas de sequências 

elevadamente conservadas na maioria dos genes que compõem essa região genômica. Em 

particular, as sequências ITS têm recebido especial atenção, sendo um versátil marcador 

molecular, utilizado para analisar espécies, populações e comunidades ecológicas de 

nematoides (Vrain e Mcnamara, 1994). Entretanto, já foi observada variação genética 

intraespecífica nessa região em espécies de Pratylenchus, como por exemplo em populações 

de P. brachyurus. (Machado et al. 2015).  

Técnicas bioquímicas, como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), 

baseada no padrão de fragmentos produzidos pela digestão enzimática do DNA com uma 

endonuclease específica, é uma abordagem que também já foi muito utilizada para detectar a 

variabilidade intraespecífica existente em fitonematoides (Waeyenberge et al. 2000). Integra-

se essa técnica a PCR (Polymerase Chain Reaction), onde se utiliza um único nematoide e se 

concentra na região ITS do DNA (Oliveira et al. 2005).  

Uma nova abordagem está sendo proposta e utilizada por parte dos taxonomistas para 

a identificação 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 análise, como morfológicos, moleculares, ecológicos, entre 

outros. Essa abordagem já é uma realidade na identificação e caracterização de 

fitonematoides. Por exemplo, Mattos et al. (2017) relataram pela primeira vez no Brasil a 

presença da espécie Meloidogyne oryzae, no estado de Santa Catarina, parasitando o arroz 

irrigado, sendo o estudo, conduzido por meio da taxonomia integrativa, realizando estudos 

morfológicos, citogenéticos e moleculares. Mesmo com as novas técnicas, não se deve deixar 

de utilizar a microscopia de luz para a identificação de fitonematoides, tendo em vista que ela 

oferece ao menos informações importantes que podem guiar e orientar na escolha do melhor 

método para dar prosseguimento à identificação dos fitonematoides (Oliveira et al. 2012b). 

Desta forma, os sistemas de identificação morfológico e molecular não devem ser vistos como 

concorrentes ou exclusivos, mas sim como complementares, de forma a diferirem nas 

características analisadas para análise, porém convergindo para o mesmo objetivo (Dayrat 

2005).  
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2.3 Associação Cafeeiro e Pratylenchus brachyurus 

 

O gênero 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-lesões associada à essa cultura (Machado et al. 2023). A espécie foi relatada 

pela primeira vez parasitando plantas de café na América do Sul, na região de Tingo Maria, 

no Peru (Krusberg e Hirschmann, 1958). Atualmente, P. brachyurus já foi relatado em 

lavouras cafeeiras no Brasil, Estados Unidos, África do Sul, África Ocidental, Turquia, Japão 

e Austrália (Campos e Villain, 2005; Kubo et al. 2004; Le et al. 2021). 

Estudos controlados em casa de vegetação 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 Catuaí de C. arabica e na cultivar Apoatã IAC 2258 de C. 

canephora, P. brachyurus não se multiplica bem em ambas as espécies de cafeeiros, sendo 

esses classificados como intolerantes ao nematoide. Isso indica que mesmo níveis 

populacionais muito baixos do nematoide são 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 centímetros ao longo de toda a sua 

vida. Com isso, é fundamental compreender que os nematoides não se disseminam sozinhos 

para áreas não contaminadas. Áreas não infestadas com fitonematoides, mesmo que próximas 

de áreas infestadas, apenas passam a possuir tais parasitos caso esses sejam introduzidos por 

meio de um transportador, por exemplo, implementos e máquinas agrícolas contaminados, 

irrigação, animais e mudas não sadias (Machado et al. 2023). Na cafeicultura, a principal 

forma de disseminação dos fitonematoides se concentra em mudas contaminadas, 

principalmente devido a utilização de solo e substrato não estéril para a produção 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 econômico em 

comparação com métodos de controle curativo. A principal estratégica utilizada no controle 

preventivo é a utilização de mudas certificadas e áreas sadias, ambas isentas de nematoides 

(Oliveira e Guerreiro Filho, 2022). Monteiro (1982) enfatizou, em documento denominado 
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“Não se deve plantar nematoides”, a importância dos órgãos governamentais de se 

responsabilizarem em fiscalizar a produção, comércio, trânsito e plantio interno das mudas, de 

forma a evitar a veiculação dos fitonematoides para áreas não infestadas pelos mesmos. 

Em relação aos métodos curativos aplicados no combate aos fitonematoides do 

cafeeiro, o controle genético visando à obtenção de cultivares multirresistentes se destaca. Ao 

selecionar cafeeiros a fim de se obter resistência durável, é essencial considerar que no campo 

pode ocorrer mistura de populações de nematoides, além da presença de outros patógenos. 

Desta forma, a busca por cultivares que apresentem resistência múltipla passou a ser uma 

prioridade nos programas de melhoramento genético do cafeeiro. A resistência simultânea a 

patógenos, no melhoramento tradicional, é obtida por meio da adoção da estratégia de 

piramidação de genes, a qual utiliza hibridações entre diversos genitores, seguidos de ciclos 

de seleção de fixação de características desejadas (Fatobene et al. 2022).  

A ampla disseminação e agressividade de M. incognita, principalmente no oeste do 

Estado de São Paulo, direcionaram as pesquisas para o desenvolvimento de medidas de 

controle mais eficientes que o controle químico, com ênfase ao controle genético (Campos e 

Villain, 2005). A enxertia hipocotiledonar passou a ser explorada, pois esta é uma das poucas 

e eficazes técnicas de controle adotada com amplo sucesso no controle genético de 

nematoides do gênero Meloidogyne. Cultivares suscetíveis de café-arábica enxertadas em 

porta-enxerto resistente de C. canephora tem viabilizado a produção de café em áreas 

infestadas. A partir de Coffea canephora cv. 2258 desenvolveu-se a cultivar Apoatã IAC 2258 

para uso como porta-enxerto de C. arabica L., pela resistência à M. incognita, M. paranaensis 

e M. exigua (Fazuoli et al. 2002). Entretanto, a cultivar Apoatã apresenta uma taxa de 

segregação próxima a 20% para suscetibilidade de Meloidogyne spp. 

Recentemente, estudos em condições controladas de casa de vegetação e laboratório, 

confirmaram a resistência de clones de C. canephora a nematoides do gênero Meloidogyne. 

Novos porta-enxertos com nível elevado de resistência múltipla aos nematoides das galhas, 

M. paranaensis, M. incognita e M. exigua, com taxa de segregação inferior à 5%, foram 

selecionados pelo programa de melhoramento do cafeeiro do Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC) (Gonçalves et al. 2021). Parte desses novos clones, IAC WG, IAC FEBS, 

IAC PM, IAC LCCBF e IAC ARM, são os genitores da nova cultivar de C. canephora 

registrada e lançada pelo IAC para uso como porta-enxerto, a cultivar IAC Herculândia 

(Guerreiro Filho et al. 2023). Os novos porta-enxertos vêm sendo também avaliados em 

relação ao parasitismo por espécies de Pratylenchus por meio do projeto ‘Seleção de cafeeiros 
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para resistência a Pratylenchus brachyurus, P. jaehni e P. coffeae’ (CBP&D-Café 

10.18.20.074.00.04), desenvolvido em parceria entre o Instituto Biológico e o Instituto 

Agronômico de Campinas, com financiamento do Consórcio Brasileiro de Pesquisa e 

Desenvolvimento do Café, uma vez que, como já citado, a resistência simultânea aos 

nematoides das galhas e aos nematoides das lesões é altamente desejável, podendo permitir o 

controle de comunidades complexas de fitonematoides.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Populações de Pratylenchus brachyurus 

 

Três populações de P. brachyurus, identificadas como PbDR, PbFR e PbGA, 

coletadas em cafezais no Estado de São Paulo, e uma população identificada como PbSD 

coletada na cultura do algodão no Estado da Bahia foram utilizadas no presente trabalho 

(Tabela 1). 

 

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

geográficas, plantas hospedeiras originais e ano de coleta. 

População Origem Planta hospedeira original Ano de coleta 

PbDR Dracena – SP Café1 2006 

PbFR Franca – SP Café1 2017 

PbGA Garça – SP Café1 2022 

PbSD São Desidério - BA Algodão2 2020 
1Coffea arabica L.; 2Gossypium hirsutum L. 

 

As populações foram coletadas por meio de amostragem composta de subamostras de 

raízes e solo das culturas parasitadas pelo fitonematoide P. brachyurus nas áreas de cultivo. 

Posteriormente à coleta, as populações foram mantidas e multiplicadas em vasos de 1,7 L 

contendo substrato comercial (Tropstrato Café) e mudas das espécies hospedeiras suscetíveis, 

milho (Zea mays), mucuna-cinza (Mucuna pruriens) e algodão (Gossypium hirsutum), 

regularmente adubadas com adubo de liberação lenta 16-8-12 (Basacote® 6M), em condições 

controladas de casas de vegetação do Laboratório de Nematologia, Centro Avançado de P&D 

em Sanidade Agropecuária (CAPSA), Instituto Biológico (IB) e do Centro de Café Alcides 

Carvalho, Instituto Agronômico (IAC), ambos em Campinas, SP (Figura 1).  
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Figura 1. Plantas hospedeiras de Pratylenchus brachyurus mantidas em casa de vegetação A) 

Laboratório de Nematologia, Centro Avançado de P&D em Sanidade Agropecuária 

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

Instituto Agronômico (IAC) em Campinas, SP. 

 

3.2 Estudo da interação Pratylenchus brachyurus x cafeeiros 

 

3.2.1 Produção das mudas de café e das plantas indicadoras 

 

A interação parasita-hospedeiro foi investigada a partir da reação de cafeeiros à 

infecção causada pelas populações 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 Catuaí SH3, Catuaí Vermelho IAC 144 e MGS Paraíso 2, dos 

acessos etíopes IAC 2211 (Harar) e IAC 2163 (Kaffa) e das seleções IAC 5358, H13439-4 e 

H7316 de C. arabica, foram formadas em tubetes e mantidas em casa de vegetação no 

período de janeiro a novembro de 2022. Com exceção da cultivar MGS Paraíso 2, selecionada 

pela Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (EPAMIG), todo germoplasma 

avaliado é proveniente do programa de melhoramento genético do cafeeiro, conduzido pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC). 

Na sequência, as mudas foram transplantadas para vasos de 800 mL preenchidos com 

mistura de solo, areia média e substrato comercial (Tropstrato Café), na proporção de 2:1:1 

(v:v:v), previamente esterilizada por meio de tratamento térmico de solarização por 30 dias, 

com a adição de adubo de liberação 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 inóculos das três populações de P. brachyurus utilizadas para o 
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estudo de patogenicidade. Devido à obtenção tardia e insuficiência de inóculo, a população 

PbGA não foi avaliada no presente trabalho quanto à patogenicidade nos cafeeiros. 

Após o transplantio, as mudas de café foram distribuídas nas bancadas da casa de 

vegetação segundo delineamento inteiramente casualizado, sendo as mudas clonais 

representadas por cinco repetições e as mudas de natureza seminal, por dez repetições, ambas 

em parcela de uma planta. 

 

3.2.2 Obtenção do inóculo de Pratylenchus brachyurus 

 

O inóculo foi obtido a partir da extração de ovos, juvenis e adultos de raízes das 

plantas hospedeiras milho, mucuna-cinza e algodão infectadas, segundo método de Coolen e 

D ́Herde (1972), que consiste no trituramento das raízes em liquidificador, peneiramento e 

centrifugação, seguida pela quantificação de indivíduos em lâmina de Peters, em microscópio 

de luz e calibração das suspensões obtidas de cada população para a densidade populacional 

de 1.000 nematoides/mL. 

 

3.2.3 Inoculação de Pratylenchus brachyurus em cafeeiros e plantas indicadoras 

 

Aos 25 dias após o transplantio, as mudas foram inoculadas com 2.000 espécimes de 

cada uma das populações de P. brachyurus, com o auxílio de pipeta automática e agitador 

magnético, através de dois orifícios com dois centímetros 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) 

Orifícios ao redor do colo do cafeeiro utilizados para receber o inóculo de Pratylenchus 

brachyurus. D) Inoculação de P. brachyurus em muda de cafeeiro. 
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A fim de evitar eventuais contaminações entre populações de P. brachyurus, as plantas 

inoculadas com cada uma das populações foram mantidas em bancadas isoladas em casa de 

vegetação. Além disso, as mudas foram dispostas em grade suspensa (Figura 3), para impedir 

o contato da parte inferior dos vasos com o excesso eventual de água contaminada por 

nematoides proveniente do escorrimento dos vasos. 

 

 
Figura 3. A) Cafeeiros inoculados com populações de Pratylenchus brachyurus dispostos sob 

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

de cada população de P. brachyurus. 

 

3.2.4 Avaliação dos cafeeiros e das plantas indicadoras 

 

As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetação e avaliadas 122 dias após 

inoculação por meio do fator de reprodução (FR), calculado pela razão entre a população final 

(Pf) em relação à população inicial (Pi) inoculada, sendo FR = Pf/Pi. Além da análise do fator 

de reprodução de P. brachyurus nos diversos cafeeiros, também foram avaliadas variáveis 

relacionadas ao desenvolvimento vegetativo de plantas inoculadas em relação àquelas não 

inoculadas, por meio da variável massa fresca da raiz (MFR). A normalidade dos dados 

obtidos foi avaliada no programa Sisvar - DEX/UFLA, versão 5.6 (Ferreira 2011), por meio 

do teste de Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965). Posteriormente, os dados foram submetidos 

à análise de variância (ANOVA) com auxílio do programa Sisvar, sendo as médias dos 

tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância.  

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 relação 

àquelas não inoculadas e o fator de reprodução dos nematoides, categorizando-os como 
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suscetíveis, resistentes, tolerantes e intolerantes a cada uma das populações de P. brachyurus, 

como ilustrado na figura 4. 

 

 Diferença entre inoculado e não inoculado 

Fator de Reprodução 

(FR) 
Significativa (*) Não Significativa (ns) 

FR > 1 Suscetíveis Tolerantes 

FR < 1 Intolerantes Resistentes 

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

de Dropkin e Nelson (1960). 

 

3.3 Caracterização molecular 

 

3.3.1 Extração do DNA 

 

Fêmeas de cada uma das populações de P. brachyurus foram extraídas de raízes das 

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

extração, fêmeas íntegras foram selecionadas, com auxílio de estereomicroscópio, 

armazenadas em solução salina (NaCl 1M) e submetidas à caracterização molecular a partir 

de análises de PCR, seguidas de sequenciamento das regiões ITS-1 e D2/D3 do DNA 

ribossômico (rDNA). As análises foram realizadas com base em amostras de uma única fêmea 

de cada uma das populações de nematoides, com pelo menos duas repetições (duas diferentes 

fêmeas de cada população) e com base em um pool contendo cinco espécimes de fêmeas, com 

pelo menos duas repetições, com exceção da população PbGA, conforme demonstrado na 

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

caracterização molecular das populações 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 

PbGA1 1 PbSD1 1 

PbGA2 1 PbSD2 5 

PbGA3 1 PbSD3 5 

PbGA4 1 PbSD4 1 

 

A extração de DNA foi realizada de forma isolada em cada indivíduo, não havendo 

mistura de material genético entre indivíduos, com exceção das amostras contendo o pool 

com cinco espécimes, por meio do método modificado de Holterman et al. (2006). Em tubo 

de microcentrífuga (0,2 ml) foi realizada a diluição de 25 µl de solução HLB (Holterman 

Lysis Buffer) em 25 µl de água milli-Q. Foi adicionado 5 µl dessa solução em uma lâmina de 

vidro e posteriormente os nematoides foram cortados individualmente em três partes e 

colocados em um novo tubo de microcentrífuga (0,2 ml) separadamente. A lâmina foi limpa 

com o restante da solução, a qual foi adicionada junto ao nematoide já cortado no tubo. Em 

seguida, as amostras foram incubadas em termociclador no programa Holterman a 65°C por 

2h e 99°C por 5min. Após o término, as amostras foram armazenadas a -20°C por toda a 

noite. 

 

3.3.2 Amplificação por PCR 

 

A amplificação do espaçador interno transcrito (ITS-1) e da região D2/D3 do rDNA 

foi conduzida na Unidade Laboratorial de Referência em Biologia Molecular Aplicada 

(ULRBMA), do Centro de Pesquisa de Sanidade Vegetal (CPDSV), Instituto Biológico, em 

São Paulo, SP. Para a região ITS-1, foi utilizado o primer universal foward 18S (5’ – TTG 

ATT ACG TCC CTG CCC TTT – 3’) (Boutsika 2002) e o primer espécie-específico reverse 

ACM7R (5’ – GCW CCA TCC AAA CAA YGA G – 3’) (Machado et al. 2007), localizados, 

respectivamente, nas regiões 18S e ITS-1 do rDNA com tamanho do fragmento de 267 pb. Já 
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para a região 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 microcentrífuga (0,2 ml) os 

seguintes reagentes: 4 µl de MgCl2, 5 µl de Tris-HCl, 2,5 µl com todos dNTPs, 10 µl de água 

mili-Q, 1 µl de cada primer e 1 µl do DNA extraído, totalizando 25 µl. O controle negativo 

foi preparado contendo os reagentes citados anteriormente, porém sem acréscimo de DNA.  

As condições de amplificação da região 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 extensão final 

por 10 min. a 72 °C. Já as condições de amplificação da região 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 extensão final por 10 min. a 72 °C. 

 

 
Figura 5. Representação gráfica do DNA ribossômico (rDNA), demonstrando os genes 18S, 

5.8S e 28S e das regiões espaçadoras ITS-1 e ITS-2. Adaptado de Oliveira et al. (2012) e 

Machado (2006). 

 

Após a amplificação do DNA, o produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel 

de agarose a fim de verificar o resultado da amplificação, comparando-o com marcador 

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

 

3.3.3 Sequenciamento do DNA e análise filogenética 

 

As sequências demonstradas no presente estudo foram obtidas no Laboratório de 

Bioquímica Fitopatológica do Instituto Biológico, São 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 reação, foram adicionados ao tubo de microcentrífuga: 0,4 

μL de reagente Big Dye, 1,8 μL de tampão, 2,5 μL de água mili-Q, 0,3 μL de primer para o 

sentido forward e 5 μL de DNA purificado. O sequenciamento foi realizado no sequenciador 

Applied Biosystems® 3500 – Genectic Analyzer (Sanger Sequencing) e a qualidade das 
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sequências foi verificada usando o software BioEdit Sequence Alignment Editor (versão 

7.0.4.1; Hall 1999). 

As sequências obtidas foram alinhadas e comparadas com auxílio do programa 

BioEdit (Hall 1999), tendo por finalidade a identificação de polimorfismo nas sequências 

nucleotídicas. ClustalW (Thompson et al. 1994) foi utilizado para a realização dos 

alinhamentos múltiplos. As sequências consenso das populações de Franca, Garça, Dracena e 

São Desidério foram comparadas às sequências de outras populações de P. brachyurus 

(KC782525.1 – Pb Goiás, MT230584.1 – Pb Pernambuco e KT948343.1 – Pb Bahia), a 

outras espécies de Pratylenchus (FR692320.1 - P. vulnus e FJ799117.1 - P. penetrans) e à 

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 

identificação de homologia, utilizando o programa BioEdit Sequence Aligment. 

Com os alinhamentos múltiplos entre as diferentes sequências da região ITS-1 foi 

realizada uma edição manual através do programa Bio Edit Sequence Aligment, em que as 

colunas filogeneticamente não informativas foram excluídas das análises. As análises 

filogenéticas foram realizadas no programa MEGA versão 11 (Tamura et al. 2021), 

utilizando-se modelo original de substituição de p-distance e análises de bootstrap a partir de 

1.000 repetições. Por fim, a homologia das sequências foi determinada usando a matriz de 

identidade (%), a qual foi calculada com o auxílio do programa MatGat (Matrix Global 

Alignment Tool) (Campanella et al. 2003). 

 

3.4 Caracterizações morfológica e morfométrica 

 

Fêmeas foram extraídas de raízes de milho e mucuna-cinza e postas em solução de 

água, em lâminas de vidro para visualização e mensuração em microscópio de luz da marca 

Leica, modelo DMLS, contendo ocular com régua micrométrica. 

A identificação inicial das fêmeas foi realizada com base em caracteres morfológicos 

básicos do gênero Pratylenchus, como a região labial, o estilete, a forma da cauda e a posição 

da vulva. Para a identificação da espécie P. brachyurus, foram também avaliados os 

caracteres região labial angulosa (mais estreita que o diâmetro do corpo), estilete com bulbos 

basais esféricos, posição da vulva mais próxima ao final do corpo e cauda hemisférica com 

término liso. 
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Uma vez confirmada a natureza específica – P. brachyurus – dos indivíduos da 

população analisada, foi realizada a caracterização morfológica de forma descritiva, com a 

identificação e anotação de todas as estruturas presentes em indivíduos analisados. Ademais, 

foi realizada a descrição morfológica da cauda e formato do bulbo de 10 fêmeas de cada 

população de P. brachyurus avaliadas no presente estudo. Adicionalmente, as estruturas 

foram caracterizadas quanto à morfometria de, no mínimo, 30 fêmeas de cada população de P. 

brachyurus. As variáveis morfométricas mensuras estão listadas na tabela 3 e representadas 

na figura 6. 

 

Tabela 3. Variáveis morfométricas mensuradas em fêmeas das populações de Pratylenchus 

brachyurus. 

Sigla Variáveis morfométricas 

L Comprimento do corpo 

ɸ c Maior diâmetro do corpo 

ɸ v Diâmetro do corpo ao nível da vulva 

ɸ a Diâmetro do corpo ao nível do ânus 

Po Distância da extremidade anterior do corpo à junção esôfago-intestino 

V Distância da vulva até a cauda 

St Comprimento do estilete 

ɸ bst Diâmetro dos bulbos do estilete 

Abst Altura dos bulbos do estilete 

Dgo Distância entre a abertura da glândula esofagiana dorsal e a base do estilete 

F Comprimento do esôfago 

T Comprimento da cauda 

Pub Comprimento do saco pós-uterino 
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Figura 6. Representação gráfica de uma fêmea de Pratylenchus brachyurus e das principais 

variáveis morfométricas. L – comprimento do corpo; ɸ c - maior diâmetro do corpo; ɸ v - 

diâmetro do corpo ao nível da vulva; ɸ a - diâmetro do corpo ao nível do ânus; Po - distância 

da extremidade anterior do corpo à junção esôfago-intestino; V - distância da vulva até a 

cauda; St - comprimento do estilete; ɸ bst - diâmetro dos bulbos do estilete; Abst - altura dos 

bulbos do estilete; Dgo - distância entre a abertura da glândula esofagiana dorsal e a base do 

estilete; F - comprimento do esôfago; T - comprimento da cauda; Pub - comprimento do saco 

pós-uterino (Siqueira 2007). 

 

A partir das variáveis mensuradas, foram calculados os índices de De Man: V% 

(relação percentual entre a distância da extremidade anterior até a vulva e o comprimento do 

corpo; V% = (L-V)/L*100), a (relação entre o comprimento do corpo e maior largura do 

corpo; a = L/ɸ c), b (relação entre comprimento do corpo e distância entre extremidade 

anterior e a junção esôfago-intestino; b = L/Po), b’ (relação entre o comprimento do corpo e a 

distância entre a extremidade anterior e o final do esôfago; b’ = L/F), c (relação entre o 

comprimento do corpo e o comprimento da cauda; c = L/T) e c’ (relação entre comprimento 

da cauda e diâmetro da cauda na altura do ânus; c’ = T/ɸ a ). 

Os dados relacionados às variáveis utilizadas na caracterização morfométrica das 

populações de P. brachyurus, foram submetidos à análise de variância (ANOVA), com 
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auxílio do programa Sisvar - DEX/UFLA, versão 5.6 (Ferreira 2011), com médias 

comparadas pelo teste de Tukey 5%. Ademais, a população Tipo (Godfrey 1929), descrição 

original da espécie, foi acrescentada a tabela 7 com os dados obtidos a partir da análise de 

variância a fim de comparação. 

Análises multivariadas foram realizadas com os dados das variáveis morfométricas. 

Primeiramente, aplicou-se a análise de componentes principais (PCA), com o auxílio do 

software Statistica v11 para todos os indivíduos mensurados. Posteriormente, foi realizada 

uma análise discriminante de componentes principais (ADCP) de 15 indivíduos por 

população, com auxílio do software R, sendo utilizado o pacote “adegenet” (Jombart 2008). A 

ADCP utiliza conjuntamente a análise de componentes principais (PCA) e a análise 

discriminante (AD) para sua análise, e tem por objetivo compreender como as populações 

estudadas neste trabalho se agrupam, demonstrando o quão similares ou distintas elas são 

entre si. Adicionalmente, as populações em estudo foram comparadas com a população Tipo 

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

 

 

4.1 Estudo da interação Pratylenchus brachyurus x cafeeiros 

 

Os valores médios do fator de reprodução (FR), variável relacionada à multiplicação 

de cada uma das populações de P. brachyurus são apresentados na tabela 4.  As plantas 

indicadoras milho e mucuna apresentaram elevados fatores de reprodução (FR > 1), 

comprovando, portanto, a viabilidade do inóculo utilizado de cada população de P. 

brachyurus. 

 

Tabela 4. Valores médios do fator de reprodução (FR) avaliados em cafeeiros e plantas 

indicadoras Zea mays (milho) e Mucuna pruriens (mucuna) aos 122 dias após inoculação com 

as populações PbSD, PbDR e PbFR de Pratylenchus brachyurus. 

Cafeeiros População 

PbSD  PbDR  PbFR 

Coffea arabica1      

      

H13439-4 0,14  0,04  0,05 

IAC Catuaí SH3 0,06  0,02  0,03 

IAC 5358 0,06  0,04  0,03 

Catuaí 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 Paraíso 2 0,19  0,06  0,10 

      

Coffea canephora2      

      

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 
1Média de 10 plantas; 2Média de cinco plantas; *Média de oito plantas; **Média de quatro plantas. 
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Já os valores médios da variável MFR, relacionada ao desenvolvimento vegetativo das 

plantas, encontram-se apresentados na figura 7. 

A normalidade dos dados das populações PbDR, PbFR e PbSD foi aceita pelo teste de 

Shapiro-Wilk, estando aptos para serem submetidos à ANOVA. 
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Figura 7. Valores médios da massa fresca de raízes (MFR) de cafeeiros inoculados com as 

populações PbSD, PbDR e PbFR de Pratylenchus brachyurus e das testemunhas 

experimentais, não inoculadas. 
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Não foram observadas diferenças entre as médias da MFR de cafeeiros inoculados 

com a população PbSD em relação àqueles não inoculados, as testemunhas experimentais. O 

FR em todos os diferentes cafeeiros foi sempre inferior a 1 em relação a essa população, 

variando entre 0,04 e 0,20 (Tabela 4). De acordo com a classificação de Dropkin e Nelson 

(1960), todos os cafeeiros mencionados foram considerados resistentes à população PbSD de 

P. brachyurus estudada no presente trabalho (Tabela 6). 

Os cafeeiros de C. arabica H13439-4, IAC Catuaí SH3, IAC 5358 e Catuaí Vermelho 

IAC 144, inoculados com a população PbDR, evidenciaram valores médios de MFR 

significativamente diferentes e inferiores às plantas não inoculadas com o patógeno. 

Percentualmente, os cafeeiros citados apresentaram redução do sistema radicular quando 

comparados a sua respectiva testemunha não inoculada de 42,05% (IAC Catuaí SH3), 32,21% 

(H13439-4), 31,52% (Catuaí 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 Catuaí SH3 e Catuaí Vermelho 

IAC 144 (Tabela 4). Com isso, partindo-se da classificação de Dropkin e Nelson (1960), os 

quatro cafeeiros foram classificados como intolerantes à população PbDR (Tabela 6). 

 

Tabela 5. Porcentagem de redução do sistema radicular de cafeeiros parasitados com as 

populações PbDR e PbFR de Pratylenchus brachyurus. 

Cafeeiros Redução do sistema radicular (%) 

PbDR PbFR 

H13439-4  32,21 20,32 

IAC Catuaí SH3  42,05 - 

IAC 5358  25,20 - 

Catuaí Vermelho IAC 144  31,52 25,18 

 

Assim como observado em relação à população PbDR, cafeeiros da seleção H13439-4 

e da cultivar Catuaí Vermelho IAC 144 de C. arabica inoculadas com a população PbFR 

também apresentaram redução do sistema radicular em 20,32% para H13439-4 e 25,18% para 

Catuaí Vermelho IAC 144, além de apresentaram baixa capacidade reprodutiva, com fatores 

de reprodução 0,05 e 0,04 (Tabela 4), respectivamente. Desta forma, os dois cafeeiros citados 
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também foram classificados como intolerantes em relação à população PbFR de P. 

brachyurus (Tabela 6, Figura 8). 

 

 

 
Figura 8. Raízes de cafeeiros sem nematoides (Testemunhas experimentais) e de cafeeiros 

inoculados com as populações de Pratylenchus brachyurus provenientes de São Desidério 

(PbSD), Dracena (PbDR) e Franca (PbFR). A) Seleção H13439-4. B) Cultivar Catuaí 

Vermelho IAC 144. 

 

 Os resultados equivalentes ao efeito de intolerância nos cafeeiros H13439-4, IAC 

Catuaí SH3, IAC 5358 e Catuaí Vermelho IAC 144 em relação às populações PbDR e PbFR 

estão em conformidade com trabalhos realizados em casa de vegetação por Inomoto et al. 

(1998) e Oliveira et al. (1999a) em cafeeiros de C. arabica cv Mundo Novo e C. canephora 

cv. Apoatã IAC 2258. Ambos os cafeeiros estudados pelos autores se revelaram intolerantes à 

espécie P. brachyurus, uma vez que o nematoide afetou o desenvolvimento das plantas e 

apresentaram FR inferiores a 1.  

 Não foram observadas diferenças 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 Paraíso 2 de C. arabica inoculadas com as populações PbSD, PbDR e 

PbFR de P. brachyurus em relação àquelas não inoculadas. Ademais, o FR das três 

populações inoculadas nos diferentes cafeeiros foi sempre inferior a 1 (Tabela 4). De acordo 

com a classificação de Dropkin e Nelson (1960), todos os cafeeiros mencionados são 

considerados resistentes às populações PbSD, PbDR e PbFR de P. brachyurus estudadas no 
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presente trabalho (Tabela 6). Ressalta-se que, este é o primeiro estudo relacionado à 

resistência a P. brachyurus nos clones genitores da cultivar IAC Herculândia, sendo 

observada a resistência múltipla desses materiais também às populações PbSD, PbDR e PbFR 

de P. brachyurus.  

 

Tabela 6. Reação de cafeeiros de Coffea arabica e C. canephora à infecção de populações de 

nematoides provenientes de São Desidério, BA (PbSD), Dracena, SP (PbDR) e Franca, SP 

(PbFR) de Pratylenchus brachyurus, segundo classificação de Dropkin e Nelson (1960). 

R=Resistente e I=Intolerante. 

Cafeeiros População de Pratylenchus brachyurus 

PbSD  PbDR  PbFR 

H13439-4  R  I  I 

IAC Catuaí SH3  R  I  R 

IAC 5358  R  I  R 

Catuaí Vermelho IAC 144  R  I  I 

H7316  R  R  R 

IAC 2211 Harar  R  R  R 

IAC 2163 Kaffa  R  R  R 

MGS Paraíso 2  R  R  R 

IAC WG R  R  R 

IAC FEBS R  R  R 

IAC PM R  R  R 

IAC 320 R  R  R 

 

Mesmo que tenha sido demonstrado o efeito negativo promovido pelas populações 

PbDR (H13439-4, IAC Catuaí SH3, IAC 5358 e Catuaí Vermelho IAC 144) e PbFR de P. 

brachyurus (H13439-4 e Catuaí Vermelho IAC 144) em alguns dos cafeeiros estudados, não 

foram detectadas necroses nas raízes das plantas (Figura 9), as quais são observadas 

tipicamente em condições de campo. Inomoto et al. (1998) e Oliveira et al. (1999b) relataram 

o mesmo em cafeeiros de C. arabica cv. Mundo Novo, C. canephora cv. Apoatã 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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são 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, possível explicação de não se observar 

sintomas típicos promovidos por P. brachyurus no sistema radicular. Desta forma, no cultivo 

desses cafeeiros em condições de campos infestados com as populações PbDR e PbFR de P. 

brachyurus, a interação de outros microorganismos pode permitir a expressão de sintomas 

mais graves do que os observados no presente trabalho. 

 

 
Figura 9. Raízes de cafeeiros sem nematoides (Testemunhas experimentais) e de cafeeiros 

inoculados com as populações de Pratylenchus brachyurus provenientes de São Desidério 

(PbSD), Dracena (PbDR) e Franca (PbFR). 
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A partir dessas observações, reforça-se a necessidade da produção de mudas de café 

certificadas isentas de não apenas fitonematoides, mas também outros microorganismos 

maléficos para a cultura e de plantas invasoras. Para tal, é necessário produzi-las com 

substrato livre de patógenos. Oliveira e Guerreiro Filho (2022) descrevem que além das 

mudas certificadas é necessário plantá-las em áreas comprovadamente não infestadas de 

fitonematoides, atestadas por meio de análise nematológica. Ressalta-se que, para que a 

produção, comércio, transporte e utilização de mudas de café fossem modernizadas, visando 

sua defesa sanitária vegetal, seria seguir o que foi proposto pela Resolução SAA - 49, de 

23/10/2018. A Resolução citada, incluía os padrões mais modernos de produção, incluindo a 

produção de mudas em bancadas suspensas e utilização de substrato estéril. Infelizmente, na 

data de 25/11/2021, a Resolução SAA – 49 foi revogada por meio da Resolução SAA – 85, a 

qual retrocede em termos técnicos da produção das mudas de café, não descrevendo a 

obrigatoriedade da utilização de substrato estéril. 

Com base nos resultados referentes a patogenicidade das diferentes populações nos 

cafeeiros estudados, observou-se a presença de variabilidade intraespecífica das populações 

de P. brachyurus avaliadas.  Destaca-se que apenas a população PbSD, a única não 

proveniente de cafeeiros, não se revelou patogênica para a cultura. Em contrapartida, PbDR e 

PbFR, ambas coletadas em plantas de café, demonstraram-se patogênicas para alguns dos 

cafeeiros estudados prejudicando seu desenvolvimento. Na espécie P. brachyurus a 

variabilidade intraespecífica já foi constatada em diferentes culturas, como Citrus limon L 

(O’Bannon e Tommerlin 1970); alfafa, citros, milho, soja, amendoim, feijoeiro e tomateiro 

(Payan e Dickson 1988); algodão (Machado 2006); milho e soja (Ribeiro 2016); caupi 

(Siqueira 2007). 

A procedência das populações de P. brachyurus estudadas no presente estudo, em 

termos de hospedeiros e regiões geográficas, são fatores indicativos de promoção da variação 

intraespecífica observada no que se diz respeito à patogenicidade destas sobre genótipos de 

cafés arábica e canéfora. Payan e Dickson (1988) constataram em estudo com quatro 

populações 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 vegetação, a detecção de comportamentos reprodutivos 

distintos entre as populações estudadas nos materiais vegetais testados. Machado (2015), em 

estudo realizado a fim de verificar a reação de diferentes cultivares de algodão em relação a 

três populações de P. brachyurus provenientes de localidades e hospedeiros distintos 
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(quiabo/Rio de Janeiro, algodão/Bahia e Mato Grosso), verificou que todas as cultivares 

testadas foram suscetíveis a P. brachyurus. Entretando, foi observada considerável variação 

nos fatores de reprodução de cada população nas diversas cultivares, verificando variabilidade 

na patogenicidade entre as populações de P. brachyurus utilizadas no estudo. 

Complementarmente, Ribeiro (2016) verificou variações comportamentais, relacionadas ao 

fator de reprodução e ao desenvolvimento vegetativo de plantas, avaliado por meio das 

variáveis massa fresca das raízes e massa seca da parte aérea, de 19 populações de P. 

brachyurus coletadas de diferentes regiões nas culturas do milho e soja.  

Enfatiza-se que a espécie P. brachyurus, mesmo com sua ampla disseminação 

detectada nos cafeeiros paulistas (Kubo et al. 2004), continua sendo uma espécie subestimada, 

provavelmente devido à reação de intolerância promovida por esta à cultura do café. 

Entretanto, P. brachyurus tem cada vez mais demonstrado indícios de seu potencial como 

praga impactante para a produção do cafeeiro. Têm-se por exemplo os resultados relatados 

por Le et al. (2021). Em testes realizados em casa de vegetação na Austrália com a inoculação 

de mudas de C. arabica cv. K7 com P. brachyurus, isolado de raízes de cafeeiros em campo 

australiano, os autores descreveram o primeiro relato desta espécie com capacidade de 

danificar o café na Austrália, demonstrando que P. brachyurus representa uma ameaça 

potencial à produção de café no país. Desta forma, reforça-se a necessidade de estimular a 

realização de estudos relacionados à caracterização de diferentes populações de P. brachyurus 

e a reação de materiais vegetais de café em relação a estas, a fim de se desvendar cada vez 

mais os efeitos desta interação. 

 

4.2 Caracterizações morfológica e morfométrica 

 

Foram observadas, respectivamente, 56, 59, 61 e 56 fêmeas das populações PbDR, 

PbFR, PbGA e PbSD. As variáveis Po, F, Dgo e Pub não foram observadas com clareza em 

parte dos indivíduos analisados. Assim, apenas 30 indivíduos das populações PbDR, PbGA e 

PbSD e 31 indivíduos da população PbFR, com estruturas visíveis ao microscópio, foram 

utilizados para mensuração de todas as variáveis morfométricas e 10 fêmeas de cada 

população foram utilizadas para a análise morfológica. Foram avaliados os caracteres formato 

do bulbo e formato da cauda, conforme demonstrado nas figuras 10 e 11. Todas as fêmeas 

avaliadas das quatro populações de P. brachyurus apresentaram bulbos do estilete com 

formato arredondado e cauda com formatação cônica e terminação lisa na estrutura. 
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Figura 10. Região anterior de populações de Pratylenchus brachyurus provenientes de: A) 

Dracena, SP (PbDR), B) Franca, SP (PbFR), C) Garça, SP (PbGA) e D) São Desidério, BA 

(PbSD). 

 

 
Figura 11. Região posterior de populações de Pratylenchus brachyurus provenientes de: A) 

Dracena, SP (PbDR), B) Franca, SP (PbFR), C) Garça, SP (PbGA) e D) São Desidério, BA 

(PbSD). 

 

Os valores médios, seguidos pelo desvio padrão da média, assim como, os maiores e 

menores valores individuais observados para cada uma das variáveis mensuradas, encontram-

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

respectivamente de Dracena, Franca e Garça (SP) e de São Desidério (BA) e da população Tipo, referente à descrição original da espécie. 

População

Tipo Média ± DP** LV*** Média ± DP LV Média ± DP LV Média ± DP LV

%

L 8,77 567,00 609,00 ± 54,48 a (520 – 770) 629,68 ± 56,00 a (470 – 710) 677,33 ± 63,57 b (510 – 780) 643,33 ± 49,36 ab (560 – 730)

ɸ c 16,6 23,08 31,00 ± 3,02 a (25 – 37) 35,00 ± 4,31 b (25 – 44) 40,47 ± 5,67 c (28 – 53) 34,80 ± 4,46 b (26 – 43)

ɸ v 11,1 26,17 ± 2,21 a (21 – 30) 27,29 ± 3,24 a (21 – 36) 32,27 ± 3,62 b (25 – 42) 27,90 ± 3,45 a (21 – 36)

ɸ a 9,24 13,64 17,60 ± 1,33 a (15 – 20) 18,32 ± 1,66 a (15 – 21) 20,17 ± 2,15 b (17 – 27) 18,67 ± 1,67 a (16 – 22)

Po 14,5 88,70 ± 8,20 a (73 – 113) 90,00 ± 13,93 a (66 – 138) 88,48 ± 18,31 a (59 – 142) 89,50 ± 8,65 a (77 – 113)

V 8,17 90,30 ± 7,00 a (80 – 107) 88,16 ± 5,42 a (77 – 98) 95,77 ± 9,92 b (73 – 114) 88,00 ± 6,52 a (75 – 102)

St 5,34 18,57 21,17 ± 1,32 ab (18 – 24) 20,81 ± 1,05 a (18 – 23) 21,23 ± 1,22 ab (18 – 23) 21,57 ± 0,90 b (20 – 23)

ɸ bst 10,6 5,53 ± 0,57 a (5 – 7) 5,45 ± 0,62 a (4 – 7) 5,53 ± 0,57 a (5 – 7) 5,53 ± 0,57 a (4 – 6)

Abst 13,7 3,80 ± 0,48 a (3 – 5) 3,81 ± 0,60 a (2 – 5) 4,50 ± 0,57 b (4 – 6) 4,23 ± 0,57 b (3 – 5)

Dgo 33,6 2,33 ± 0,80 bc (1 – 4) 1,74 ± 0,82 a (1 – 3) 2,13 ± 0,82 ab (1 – 4) 2,67 ± 0,48 c (2 – 3)

F 12 137,90 ± 15,63 a (110 – 176) 130,48 ± 15,79 a (101 – 168) 135,75 ± 18,65 a (97 – 180) 131,17 ± 13,55 a (110 – 165)

T 10,4 22,11 33,50 ± 15,13 ab (26 – 42) 34,74 ± 3,96 b (28 – 44) 34,13 ± 3,51 b (26 – 41) 31,30 ± 2,68 a (27 – 39)

Pub 20,7 15,13 ± 3,58 a (8 – 22) 15,10 ± 2,70 a (9 – 21) 17,70 ± 3,95 b (11 – 25) 15,67 ± 2,75 ab (11 – 22)

V % 0,96 86,00 85,14 ± 0,78 a (83,49 – 86,50) 85,94 ± 0,98 b (82,98 – 87,61) 85,85 ± 0,80 b (82,46 – 87,18) 86,30 ± 0,69 b (84,50 – 88,14)

a 9,6 24,39 19,73 ± 1,62 c (16,67 – 22,90) 18,14± 1,80 b (14,42 – 21,33) 16,93 ± 1,90 a (12,26 – 20,97) 18,66 ± 1,71 bc (15,95 – 22,31)

b 16,3 6,66 6,90 ± 0,64 a (5,49 – 8,11) 7,11 ± 1,00 a (4,78 – 9,70) 8,00 ± 1,85 b (4,58 – 11,21) 7,26 ± 0,93 ab (5,83 – 9,48)

b' 13,3 4,45 ± 0,42 a (3,82 – 5,45) 4,87 ± 0,54 ab (3,93 – 6,27) 5,09 ± 0,92 b (3,61 – 7,47) 4,95 ± 0,60 b (3,84 – 6,35)

c 10,1 25,64 18,33 ± 2,11 a (13,68 – 23,08) 18,33 ± 2,45 a (12,14 – 22,86) 19,90 ± 1,36 b (16,67 – 22,50) 20,64 ± 1,70 b (15,38 – 23,45)

c' 11,3 1,62 1,92 ± 0,28 b (1,37 – 2,47) 1,90 ± 0,21 b (1,45 – 2,44) 1,70 ± 0,16 a 1,68 ± 0,14 a (1,43 – 2,05)

−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−− µm−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−

C.V.*
PbGA

1

Variável
PbDR

1
PbFR

2
PbSD

1

 
* C.V. = Coeficiente de variação experimental; ** Desvio padrão; *** Limites de variação; 1Média de 30 indivíduos; 2Média de 31 indivíduos.  Médias de características 

morfométricas de populações seguidas por uma mesma letra, não apresentam diferenças significativas segundo teste de Tukey 5%. Variáveis morfométricas comprimento do 

corpo (L), maior diâmetro do corpo (ɸ c), diâmetro do corpo ao nível da vulva (ɸ v), diâmetro do corpo ao nível do ânus (ɸ a), distância da extremidade anterior do corpo à 

junção esôfago-intestino (Po), a distância da vulva até a cauda (V), o comprimento do estilete (St), o diâmetro dos bulbos do estilete (ɸ bst), a altura dos bulbos do estilete 

(Abst), distância entre a abertura da glândula esofagiana dorsal e a base do estilete (Dgo), comprimento do esôfago (F), comprimento da cauda (T), comprimento do saco pós-

uterino (Pub), relação percentual entre a distância da extremidade anterior até a vulva em relação ao comprimento do corpo (V%), relação entre o comprimento do corpo e 

maior largura do corpo (a), relação entre comprimento do corpo e distância entre extremidade anterior e a junção esôfago-intestino (b), relação entre o comprimento do corpo 

e a distância entre a extremidade anterior e o final do esôfago (b’), relação entre o comprimento do corpo e o comprimento da cauda (c) e relação entre comprimento da cauda 

e diâmetro da cauda na altura do ânus (c’). 
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Os dados apresentados na tabela 7 revelam que os valores médios das variáveis Po, ɸ 

bst e F não apresentaram diferenças entre as populações avaliadas. Com isso, estas variáveis, 

quando analisadas individualmente, não se mostram úteis na caracterização das populações 

dos nematoides das lesões avaliadas. 

Exceção feita às variáveis ɸ c, Dgo, V% e a, as populações PbDR e PbFR não 

apresentaram diferenças em relação aos valores médios das demais quinze variáveis 

morfométricas. 

As populações PbDR e PbFR demonstraram possuir maior proximidade entre si e 

maior distanciamento das populações PbGA e PbSD, que por sua vez apresentam maior 

similaridade entre si. Um conjunto de oito variáveis – L, ɸ v, ɸ a, V, Abst, Pub, b e c – se 

mostrou eficaz na diferenciação entre indivíduos da população PbGA com aqueles das 

populações PbDR e PbFR, sendo as médias de cada uma destas variáveis, de maior magnitude 

em indivíduos da população PbGA. 

As populações PbGA e PbSD apresentam certa semelhança a julgar pelo conjunto das 

variáveis mensuradas. Apenas as médias das variáveis ɸ c, ɸ v, ɸ a, V, Dgo, T e a são 

diferentes umas das outras segundo o teste de médias realizado. 

A população PbSD e as populações PbDR e PbFR se assemelham em relação a um 

conjunto de treze variáveis, sendo dez delas em comum (L, ɸ v, ɸ a, Po, V, ɸ bst, F, Pub, a e 

b). Entretanto, as médias de seis variáveis são significativamente diferentes entre a população 

PbSD e as populações PbDR (ɸ c, Abst, V%, b’, c, c’) e PbFR (St, Abst, Dgo, T, c e c’). 

De uma forma geral, observou-se a existência de variação morfométrica entre as 

populações estudadas, com o conjunto de dados sugerindo maior proximidade entre as 

populações PbDR, PbFR e PbSD e maior distanciamento destas em relação à população 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 

mensurações realizadas por meio de estudos morfológicos e morfométricos de alguns autores, 

incluindo a descrição original da espécie, realizada por Godfrey (1929). O autor constatou 

que, de forma geral, as fêmeas têm algumas características morfométricas estabelecidas, 

como: L = 393-750 µm; St = 17-22 µm; V = 82-89%; a = 15-29 µm; b = 5-10 µm e c = 13-28 

µm. Ao confrontar os dados morfométricos das quatro populações avaliadas no presente 

estudo com os descritos por Loof (1960), é possível constatar que esses estão em 

concordância, sendo que todas se enquadram no intervalo descrito pelo autor. 
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Além das análises univariadas, o conjunto de 121 indivíduos avaliados por meio de 

avaliações morfométricas foram submetidos a uma análise em componentes principais, cujos 

resultados encontram-se na figura 12. 

 

 
Figura 12. Análise em componentes principais. A) Representação no plano 1 (28,83%) / 2 

(16,09%) de indivíduos das populações PbDR (azul), PbFR (verde), PbGA (vermelho) e 

PbSD (laranja) de Pratylenchus brachyurus. B) Círculo de correlação das variáveis 

morfométricas comprimento do corpo (L), o maior diâmetro do corpo (ɸ c), o diâmetro do 
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corpo ao nível da vulva (ɸ v), o diâmetro do corpo ao nível do ânus (ɸ a), a distância da 

extremidade anterior do corpo à junção esôfago-intestino (Po), a distância da vulva até a 

cauda (V), o comprimento do estilete (St), o diâmetro dos bulbos do estilete (ɸ bst), a altura 

dos bulbos do estilete (Abst), a distância entre a abertura da glândula esofagiana dorsal e a 

base do estilete (Dgo), o comprimento do esôfago (F), o comprimento da cauda (T), o 

comprimento do saco pós-uterino (Pub), a relação percentual entre a distância da extremidade 

anterior até a vulva em relação ao comprimento do corpo (V%), a relação entre o 

comprimento do corpo e maior largura do corpo (a), a relação entre comprimento do corpo e 

distância entre extremidade anterior e a junção esôfago-intestino (b), a relação entre o 

comprimento do corpo e a distância entre a extremidade anterior e o final do esôfago (b’), a 

relação entre o comprimento do corpo e o comprimento da cauda (c) e a relação entre 

comprimento da cauda e diâmetro da cauda na altura do ânus (c’). 

 

Cerca de 45% da variabilidade experimental encontra-se representada no plano 1/2. 

Nesta análise, realizada com as dezenove variáveis mensuradas, cinco delas (ɸ v, ɸ c, ɸ a, St e 

L) estão correlacionadas entre si e guardam também estreita correlação com o eixo 1. Outras 

duas (F e Po) estão associadas ao eixo 2, com o qual apresentam correlação positiva. 

Nota-se do plano 1/2, que indivíduos da população PbSD e, especialmente, os 

indivíduos da população PbGA situam-se predominantemente, ao lado esquerdo do eixo 1, 

enquanto aqueles exemplares das populações PbFR e PbDR, se situam à direita do mesmo 

eixo. Esses resultados, representados de forma gráfica, corroboram a interpretação dos 

resultados das análises univariadas apresentados na tabela 7.  

Nesta figura, o eixo 2 tem menor importância na distinção das diferentes populações 

de P. brachyurus analisadas, permitindo apenas a observação da variabilidade 

intrapopulacional existente em cada uma das populações avaliadas, sendo maior entre 

indivíduos da população PbGA e menor nas demais populações da espécie. 

A título exploratório, uma análise em componentes principais foi realizada com os 

valores médios das quatro populações de P. brachyurus avaliadas, assim como, com a 

população Tipo descrita para a espécie (Godfrey 1929), utilizada como tratamento 

suplementar. Nesta análise, foram consideradas apenas as variáveis L, ɸ c, ɸ a, St, T, V%, a, 

b, c e c’, comuns às cinco populações. Os resultados obtidos encontram-se na figura 13. 
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Figura 13. Análise em componentes principais. A) Representação no plano 1 (70,92%) / 2 

(22,43%) de indivíduos das populações PbDR, PbFR, PbGA, PbSD e da população tipo de 

Pratylenchus brachyurus. B) Círculo de correlação das variáveis morfométricas comprimento 

do corpo (L), o maior diâmetro do corpo (ɸ c), o diâmetro do corpo ao nível do ânus (ɸ a), o 

comprimento do estilete (St), o comprimento da cauda (T), a relação percentual entre a 

distância da extremidade anterior até a vulva em relação ao comprimento do corpo (V%), a 

relação entre o comprimento do corpo e maior largura do corpo (a), a relação entre 

comprimento do corpo e distância entre extremidade anterior e a junção esôfago-intestino (b), 
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a relação entre o comprimento do corpo e o comprimento da cauda (c) e a relação entre 

comprimento da cauda e diâmetro da cauda na altura do ânus (c’). 

 

Nesta análise, o plano 1/2 representa 93,35% da variabilidade experimental, sendo o 

eixo 2, basicamente associado às variáveis c’ e V%, que se correlacionam de forma negativa e 

o eixo 1, explicado pelas demais variáveis (Figura 13B). Nesse eixo, observa-se uma 

correlação positiva entre as variáveis L, ɸ c, ɸ a, St, T e b e uma correlação negativa destas 

com as variáveis a e c. 

Na figura 13A, a população Tipo de P. brachyurus é separada no eixo 1 das demais 

populações investigadas nesta pesquisa, apresentando maiores médias das variáveis a e c e 

médias inferiores das demais variáveis. As populações PbDR, PbFR, PbGA e PbSD são 

separadas pelas variáveis c’ e V% associadas ao eixo 2, formando dois subgrupos, sendo um 

deles constituído pelas populações PbDR e PbFR e o outro pelas populações PbGA e PbSD. 

As diferenças referentes às distâncias entre as quatro populações estimadas pelos dois 

métodos de análise de dados se devem ao conjunto de variáveis consideradas em cada uma 

das abordagens. De qualquer maneira, a população PbGA, demonstrou-se como a mais 

divergente dentre as quatro populações avaliadas e a mais distante em relação à população 

Tipo.  

Após a realização de análises exploratórias de PCA, a quantidade de variáveis e de 

indivíduos foi reduzida, respectivamente, para 16 (L, ɸ c, ɸ v, ɸ a, V, St, Abst, Dgo, T, Pub, 

V%, a, b, b', c e c’) e 15, a fim de realizar a análise discriminante de componentes principais 

(ADCP). As variáveis Po, ɸ bst e F foram excluídas com base nos resultados da análise de 

variância, uma vez que não se observou diferenças entre as quatro populações de P. 

brachyurus avaliadas. As populações PbDR, PbFR, PbGA e PbSD de P. brachyurus foram 

agrupadas de acordo com a ADCP, com probabilidade de atribuição correta de 91,67% dos 

indivíduos em seus respectivos grupos, como ilustrado na figura 15. A distinção das 

populações foi baseada em 12 componentes principais e 3 componentes discriminantes.  A 

quantidade de componentes principais utilizados foi definida com base no a-score ótimo, 

ferramenta responsável em ajustar a compensação entre o poder discriminante e o sobreajuste 

da análise. A utilização dessa ferramenta se faz necessária, pois ela permite que se evite o 

sobreajuste quando se usa muitas componentes principais ou a perda de discriminação quando 

se utiliza poucas (Figura 14). 

É importante destacar que a PCA é uma técnica de análise multivariada que tende a 

captar a maior parte da variação entre os indivíduos e entre as populações e sintetizando-a em 
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novas coordenadas (denominadas componentes), permitindo explorar suas inter-relações. Já 

as análises discriminantes, buscam minimizar a variação dentro das populações e maximizar a 

variação entre estas. A ADCP procede as funções discriminantes sobre os componentes 

principais, e não diretamente sobre as variáveis, implicando na eliminação de certas restrições 

da análise discriminante, que limitam seu uso (Jombart 2008). 

 

 
Figura 14. Análise discriminante de componentes principais (ADCP) das populações PbDR, 

PbFR, PbGA e PbSD de Pratylenchus brachyurus. Cada círculo representa um indivíduo e 

cada elipse representa uma população. 

 

Indivíduos das populações provenientes de Dracena (PbDR), Franca (PbFR) e São 

Desidério (PbSD) agruparam-se mais à esquerda no gráfico, enquanto indivíduos da 

população de Garça (PbGA) se agruparam na outra extremidade. As populações PbDR e 

PbFR apresentaram sobreposição entre seus agrupamentos, sinal da maior similaridade entre 

estas populações. É importante notar que o mesmo agrupamento das populações PbDR e 

PbFR obtidos a partir de análises de dados morfométricos (Figuras 12 e 14) se deu com as 

avaliações de dados de patogenicidade (Tabela 6). Em contrapartida, as populações PbSD e 

PbGA formaram agrupamentos distintos sem sobreposição entre si e entre as demais 

populações estudadas. PbSD, mesmo se distinguindo das demais, demonstra-se mais 
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semelhante as populações advindas de Dracena e Franca. Já a população PbGA, assim como 

demonstrado na análise univariada, foi a população mais divergente dentre as quatro 

avaliadas. 

Com base nos resultados da ADCP, foi estabelecido um gráfico referente à estrutura 

populacional, sendo possível visualizar as probabilidades de atribuição dos 60 indivíduos 

avaliados das populações de P. brachyurus (Figura 15). 

 

 
Figura 15. Análise Discriminante de Componentes Principais (ADCP) mostrando a estrutura 

populacional e probabilidades de atribuição das populações PbDR, PbFR, PbGA e PbSD de 

Pratylenchus brachyurus. Cada barra representa um indivíduo e cada cor representam as 

probabilidades de atribuição.  

 

 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 populações PbGA e PbSD demonstraram-se bastante homogêneas 

de modo geral. Ao analisar exclusivamente indivíduos da população PbSD, nota-se 

pouquíssima probabilidade de atribuição de outras populações, mesmo da população de 

PbDR, que aparece em maior frequência em relação as populações PbFR e PbGA. Já PbGA 

foi a população com maior uniformidade entre os indivíduos. Em contrapartida, destaca-se 

que indivíduos das populações PbDR e PbFR possuem considerável “mistura” entre si, sendo 

estas as populações mais heterogêneas dentre todas. 

 Deve-se atentar ao fato de que os resultados obtidos na análise de componentes 

principais (Figura 12) evidenciaram a variabilidade intrapopulacional de PbGA. 

Especialmente a partir da análise do eixo 2 (16,09%), estritamente correlacionado às variáveis 

mensuradas Po e F. Entretanto, estas variáveis não foram utilizadas na ADCP (Figura 16), que 

revelou uma grande homogeneidade da mesma população. Esses dados contrastantes entre as 
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análises de PCA e ADCP revelam que, em nosso estudo, as variáveis Po e F foram 

efetivamente importantes apenas na caracterização intrapopulacional de PbGA. 

Ao analisar a diversidade de populações de fitonematoides de uma mesma espécie, é 

possível que possa ocorrer variações intraespecíficas relacionadas às métricas de estruturas 

morfológicas, assim como relatado por Olowe e Corbett (1984a, b).  Em estudos realizados 

com populações 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 influência de hospedeiros desfavoráveis, altas temperaturas, 

nutrientes e localizações geográficas. Em relação ao último fator citado, é possível verificar 

no presente trabalho a ocorrência de variabilidade intraespecífica de populações coletadas das 

três regiões cafeeiras distintas, Dracena (SP), Franca (SP) e Garça (SP), e da região algodoeira 

de São Desidério (BA), destacando a população PbGA como sendo a mais distinta, a julgar 

pelas características morfométricas de seus indivíduos, em comparação com as demais 

populações. 

A variação intraespecífica de caracteres morfométricos de populações de P. 

brachyurus também foi constatada por Siqueira (2007). Ao caracterizar 11 populações 

provenientes de diferentes hospedeiros e locais, contrastando esses com quatro indivíduos da 

literatura científica, a autora observou a formação de cinco grupos distintos, sendo possível 

visualizar a separação entre as populações. Em suas análises de componentes principais, a 

autora utilizou apenas 6 variáveis 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 caracterização morfométrica de 9 populações de P. brachyurus, também indicou 

grande variabilidade entre estas, havendo a formação de quatro grupos distintos.  

Características taxonômicas de qualidade apresentam reduzidos coeficientes de 

variação dentro de espécie (Siqueira 2007). Diante disto, a variável calculada Dgo, dentre as 

demais características avaliadas, não pode ser considerada representativa para diferenciar as 

populações de P. brachyurus, devido a seu elevado coeficiente de variação (C.V.= 33,6). Por 

outro lado, o índice V% e a variável St foram as variáveis mais constantes, com baixos 

coeficientes de variação (C.V.= 0,96 e C.V. = 5,34, respectivamente). Em relação à St, Tarjan 

e Frederick (1978), por meio de estudos morfométricos de grande quantidade indivíduos de 

duas populações de hospedeiros e localidades distintas de P. brachyurus, constataram que tal 

variável, assim como observado no presente estudo, apresentou menores valores em seus 

coeficientes de variação dentre as demais variáveis estudadas, sendo, portanto, considerada 

uma característica sólida da espécie. 
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4.3 Caracterização molecular 

 

O produto da PCR analisado por eletroforese em gel de agarose comprovou a efetiva 

amplificação da região ITS-1 (Figura 16). Entretanto, o mesmo não foi observado para a 

região D2/D3, a qual apresentou padrão de banda dupla, indicativo de possível resíduo de 

primer. Foram realizadas novas tentativas de amplificação da região D2/D3, porém, todas 

apresentaram o mesmo padrão de bandas, sendo inconclusivas para sequenciamento (Figura 

17).  

 

 
Figura 16. Eletroforese dos produtos de PCR amplificados da região ITS-1 obtidos do DNA 

extraído de fêmeas das populações 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 região D2/D3obtidos do DNA 

extraído de fêmeas das populações PbSD, PbDR, PbFR e PbGA de Pratylenchus brachyurus. 

M = marcador de peso molecular de 100 pb. 
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Vinte sequências de parte da região ITS-1 foram obtidas das quatro populações de P. 

brachyurus estudadas no presente trabalho. O tamanho das sequências variou entre 221 pares 

de base (pb) (PbSD4) e 251 pb (PbFR4). Após alinhamento das sequências e deleção das 

colunas filogeneticamente não informativas, o tamanho final da região ITS-1 foi de 167 pb em 

todas as populações.  

Com base nos produtos da PCR amplificados e sequenciados da região ITS-1 foi 

construída a árvore filogenética de Neighbor-Joining (Figura 18). É possível verificar que 

populações pertencentes do gênero Pratylenchus formaram um grupo distinto da população 

outgroup (Radopholus similis). Além disso, a análise filogenética demonstrou que, mesmo 

com a ocorrência de certo grau de variação genética entre as populações avaliadas no presente 

estudo, todas pertencem à espécie P. brachyurus, agrupando-se em um clado com as 

populações selecionadas no NCBI (Pb Goiás, Pb Pernambuco e Pb Bahia), sendo visualizadas 

em um agrupamento distinto das espécies P. vulnus e P. penetrans.  
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Figura 18. Árvore filogenética de Neighbor-Joining demonstrando as relações entre 

populações de Pratylenchus brachyurus e do outgroup com base em sequências da região 

ITS-1 do rDNA. Os números 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, indivíduos da mesma localidade possuem 

identidade extremamente semelhante, variando de 98% a 100% na população PbFR, 99% a 

99,5% na população PbGA e 98% a 99,5% na população PbSD. Apenas a população PbDR 

não evidenciou variabilidade intrapopulacional, apresentando sequências idênticas entre os 

indivíduos desta população (Tabela 8). 
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Tabela 8. Matriz de identidade (%) calculada pelo programa MatGat (Matrix Global Alignment Tool) entre populações de Pratylenchus 

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

População 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 

1. P. brachyurus1 - 98.0 99.0 99.0 99.0 99.0 99.0 99.5 99.5 99.0 98.5 99.5 99.5 99.0 99.5 99.0 100.0 98.0 99.0 98.5 98.0 99.0 100.0 85.9 86.4 74.7 

2. RPDR1  - 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 97.5 97.5 97.0 96.5 97.5 97.5 97.0 97.5 97.0 98.0 97.5 97.5 98.5 97.5 97.5 98.0 83.9 84.4 73.9 

3. RPDR2   - 100.0 100.0 100.0 100.0 98.5 98.5 98.0 97.5 98.5 98.5 98.0 98.5 98.0 99.0 98.5 98.5 99.5 98.5 98.5 99.0 84.8 85.4 73.7 

4. RPDR3    - 100.0 100.0 100.0 98.5 98.5 98.0 97.5 98.5 98.5 98.0 98.5 98.0 99.0 98.5 98.5 99.5 98.5 98.5 99.0 84.8 85.4 73.7 

5. RPDR4     - 100.0 100.0 98.5 98.5 98.0 97.5 98.5 98.5 98.0 98.5 98.0 99.0 98.5 98.5 99.5 98.5 98.5 99.0 84.8 85.4 73.7 

6. RPDR5      - 100.0 98.5 98.5 98.0 97.5 98.5 98.5 98.0 98.5 98.0 99.0 98.5 98.5 99.5 98.5 98.5 99.0 84.8 85.4 73.7 

7. RPDR6       - 98.5 98.5 98.0 97.5 98.5 98.5 98.0 98.5 98.0 99.0 98.5 98.5 99.5 98.5 98.5 99.0 84.8 85.4 73.7 

8. RPFR1        - 100.0 99.5 99.0 100.0 100.0 98.5 99.0 98.5 99.5 97.5 98.5 98.0 97.5 98.5 99.5 86.4 86.9 75.3 

9. RPFR2         - 99.5 99.0 100.0 100.0 98.5 99.0 98.5 99.5 97.5 98.5 98.0 97.5 98.5 99.5 86.4 86.9 75.3 

10. RPFR3          - 98.5 99.5 99.5 98.0 98.5 98.0 99.0 97.5 98.0 97.5 97.5 98.0 99.0 85.9 86.4 74.7 

11. RPFR4           - 99.0 99.0 97.5 98.0 97.5 98.5 96.5 97.5 97.0 96.5 97.5 98.5 85.4 85.9 74.2 

12. RPFR5            - 100.0 98.5 99.0 98.5 99.5 97.5 98.5 98.0 97.5 98.5 99.5 86.4 86.9 75.3 

13. RPFR6             - 98.5 99.0 98.5 99.5 97.5 98.5 98.0 97.5 98.5 99.5 86.4 86.9 75.3 

14. RPGA1              - 99.5 99.5 99.0 97.0 98.0 97.5 97.0 98.0 99.0 84.8 85.4 74.2 

15. RPGA2               - 99.5 99.5 97.5 98.5 98.0 97.5 98.5 99.5 85.4 85.9 74.7 

16. RPGA3                - 99.0 97.0 98.0 97.5 97.0 98.0 99.0 84.8 85.4 74.2 

17. RPGA4                 - 98.0 99.0 98.5 98.0 99.0 100.0 85.9 86.4 74.7 

18. RPSD1                  - 98.5 99.0 99.5 97.5 98.0 84.3 84.8 73.2 

19. RPSD2                   - 99.0 98.5 98.0 99.0 85.4 85.9 74.2 

20. RPSD3                    - 99.0 98.0 98.5 84.8 85.4 73.7 

21. RPSD4                     - 98.0 98.0 84.3 84.8 73.2 

22. P. brachyurus2                      - 99.0 84.8 85.4 74.7 

23. P. brachyurus3                       - 85.9 86.4 74.7 

24. P. vulnus4                        - 99.5 75.3 

25. P. penetrans5                         - 75.3 

26. R. similis6                          - 
1 KC782525.1; 2 MT230584.1; 3 KT948343.1; 4 FR692320.1; 5 FJ799117.1; 6 MK330902.1. 
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Em contrapartida, a análise filogenética evidenciou que existe variabilidade 

instraespecífica entre as populações de P. brachyurus avaliadas. As populações PbDR, PbGA 

e PbSD agruparam-se em um clado único, enquanto a população PbFR, advinda de Franca 

(SP), foi a única que se apresentou em um clado distinto, representados com valor de 

bootstrap de 99% (Figura 18).  

O grupo distinto composto por indivíduos da população PbFR situado em apenas um 

trecho do eletroferograma, revela que todos os indivíduos desta população são compostos pela 

base nitrogenada citosina (C) na posição de 66 pb, sendo o mesmo observado nas espécies P. 

vulnus, P. penetrans e R. similis. Entretando, as demais populações PbDR, PbGA, PbSD, Pb 

Goiás, Pb Pernambuco e Pb Bahia, apresentaram a base nitrogenada timina (T) nesta mesma 

posição (Figura 19). Esta pequena variação observada foi capaz de permitir a distinção da 

população PbFR das demais populações estudadas no presente estudo.  

 

Figura 19. Alinhamento de sequências da região ITS-1 de populações de Pratylenchus 

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 

traços indicam lacunas e os pontos indicam as áreas de homologia entre as sequências. A 

caixa vermelha indica a principal diferença observada nas sequências da população PbFR. 

 

Trabalhos científicos relacionados à variabilidade intraespecífica demonstram que esta 

está correlacionada tanto ao número de indivíduos presentes nas plantas hospedeiras, quanto 

às variações moleculares e estruturais nos corpos dos nematoides. Como mencionado no item 

4.2, ao confrontar os dados de patogenicidade com os morfométricos, as populações PbDR e 

PbFR se assemelharam sob tais aspectos. Entretanto, as análises moleculares foram capazes 

de distinguir PbFR de PbDR, assim como das demais populações avaliadas. 

Similarmente aos resultados referentes às populações PbDR, PbFR, PbGA e PbSD, 

Machado et al. (2015) demonstraram em estudo da região ITS-1 por meio de análises 
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filogenéticas o agrupamento de diferentes populações 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 presença de diversidade intraespecífica entre 

as populações e reforçam a necessidade de se considerar a variabilidade intraespecífica 

observada em programas de melhoramento genético visando à resistência a mais esse 

nematoide. 

Em trabalho visando a caracterização morfológica e molecular de espécies de 

Pratylenchus associadas ao inhame (Dioscorea spp) na Nigéria e Gana, países do oeste da 

África, Kolombia et al. (2020) obtiveram informações contrastantes oriundas de dados 

moleculares obtidos pelo sequenciamento dos genes D2/D3 do 28S rDNA e COI mitocondrial 

de populações de P. brachyurus descritas. As sequências obtidas no estudo, juntamente com 

sequências de P. brachyurus coletadas no GenBank (NCBI) do gene D2/23, foram todas 

agrupadas em um clado bem definido da espécie, havendo baixa variação intraespecífica. As 

sequências COI de P. brachyurus também se agruparam em um clado bem definido da 

espécie, porém uma das populações estudadas (MT949472) apresentou-se em agrupamento 

distinto das demais, demonstrando a presença de variabilidade instraespecífica da população. 

Tais resultados, embora usando marcadores moleculares distintos, se assemelham ao 

observado no presente estudo em relação à população PbFR. 

Em trabalho realizado com 14 populações morfologicamente supostas de Xiphinema 

krugi, Oliveira et al. (2006) relataram que estas foram claramente separadas em quatro perfis 

diferentes por análise, sequenciamento da região ITS-1, análises filogenéticas e análises 

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 

genótipos distintos, alguns dos quais podem ser considerados crípticos, ou seja, populações 

com indivíduos morfologicamente indistinguíveis, porém geneticamente divergentes).  

Similarmente, a variabilidade fisiológica, morfológica e genética observada em nosso 

estudo entre as populações de P. brachyurus sugere a possibilidade de que estas possam 

formar um complexo de populações ou um grupo de populações crípticas. Entretando, se faz 

necessário a realização de estudos mais robustos, envolvendo maior número de populações, 

sequenciamento completo das regiões ITS, D2/D3 e COI e a agregação do máximo de 

análises possíveis a fim de se obter evidências mais conclusivas. 

De modo geral, os resultados obtidos no presente estudo indicam a existência de 

variabilidade intraespecífica entre populações distintas de P. brachyurus, sendo que as três 

formas distintas de caracterização se demonstraram importantes para a identificação de tal 
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variabilidade existente na espécie, sendo informativas e complementares umas às outras. 

Desta maneira, tal fato deve motivar o desenvolvimento de estudos futuros visando ao 

aprofundamento caracterização e comparação de populações de P. brachyurus presentes em 

cafezais quanto à sua morfometria, genética e patogenicidade em relação à cafeeiros de 

interesse disponíveis nos programas de melhoramento genético. 
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5 CONCLUSÕES  

 

 

Esse trabalho evidenciou que há variação intraespecífica entre populações de P. 

brachyurus provenientes de diferentes plantas hospedeiras e origens geográficas em relação a 

sua patogenicidade em diferentes cafeeiros, morfometria e genética. 

 

A variação intraespecífica entre as populações de P. brachyurus PbDR, PbFR e PbSD 

foi demonstrada em relação à sua patogenicidade em materiais vegetais de cafeeiros 

representada por reação de intolerância, sendo PbDR a mais patogênica por prejudicar mais 

cafeeiros e PbSD não patogênica por não prejudicar nenhum dos cafeeiros avaliados. 

 

As quatro populações apresentaram variação intraespecífica em relação as 

características morfométricas avaliadas, sendo PbGA a mais distinta morfometricamente das 

demais e PbDR, PbFR e PbSD mais semelhantes entre si. 

 

A variabilidade intraespecífica também foi observada por meio de caracterização 

molecular, onde a população PbFR distinguiu-se em um clado diferente das populações 

PbDR, PbGA e PbSD. 
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