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RESUMO

FIORENTIN, Francielle, Dr., Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro —
2018. Caracterizagdo morfométrica de populacbes de Pratylenchus
brachyurus. Orientador: Dr. José Renato Stangarlin. Coorientadores: Dr. Adilson
Ricken Schuelter e Dr. Roberto Luis Portz.

A taxonomia do género Pratylenchus tem sido objeto de estudo devido a alta
variabilidade morfologica intraespecifica. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar morfometricamente populacbes de P. brachyurus provenientes de
diferentes localidades e infectando soja e milho. Foram obtidas nove populacées
de P. brachyurus em municipios dos estados do Parana e Mato Grosso do Sul. Os
nematoides foram extraidos pela técnica de flotacdo centrifuga em solucdo de
sacarose e multiplicados em cilindros de cenoura (10 individuos por cilindro). Apos
90 dias de multiplicacdo os nematoides foram extraidos e colocados em laminas de
microscopia para analisar morfometricamente cada populacdo. As variaveis
analisadas foram: comprimentos do corpo, do estilete, do esdfago e da cauda e
maior largura do corpo. Em seguida, foram determinadas as relacbes corporais
designadas: a (comprimento do corpo dividido pela maior largura), b (comprimento
do corpo dividido pelo comprimento do eséfago), ¢ (comprimento do corpo dividido
pelo comprimento da cauda) e V% (distancia da extremidade anterior a vulva, como
porcentagem do comprimento total do corpo). O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado (DIC) com 10 repeticbes para cada variavel mensurada,
sendo cada repeticdo constituida por uma fémea de nematoide. Foi utilizado um
critério de comparacdo estatistica das mensuracbes das variaveis morfométricas
obtidas com as apresentadas por Loof (1991). Foram realizadas analises uni e
multivariadas, estimando as médias aritméticas (M), desvios padrdao (DP) e
coeficientes de variagdo (CV%). Aplicou-se também o teste de Scott-Knott e foi
verificada a diversidade genética das populacbes empregando-se o método
hierarquico do UPGMA e de Otimizacdo de Tocher, a partir das distancias
generalizadas de Mahalanobis. Realizou-se a analise de Variaveis Candnicas com o
objetivo de uma melhor visualizacdo da dissimilaridade existente entre as
populacbes de P. brachyurus. A caracterizacdo morfométrica indicou grande

variabilidade e agrupou as populacdes em quatro grupos, onde as populacdes que
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apresentaram maior dissimilaridade foram as de Terra Roxa — PR e Toledo 01 — PR,
e as que apresentaram menor dissimilaridade foram as de Fatima do Sul 1 — MS e
Nova Andradina — MS. As variaveis comprimento do corpo e comprimento do
esb6fago foram as principais responsaveis pela divergéncia genética entre as
populacdes de P. brachyurus. Houve correlagdo entre as variaveis comprimento do
corpo, largura do corpo, comprimento do esdfago e comprimento da cauda, e a
varidvel comprimento do estilete apresentou correlacdo com comprimento do corpo,
largura do corpo e comprimento do esbfago. A variavel V% nado apresentou
correlacdo com nenhuma das varidveis analisadas. Recomenda-se que para
trabalhos que visem a diversidade genética em populacbes de P. brachyurus,

as variaveis comprimento da cauda, “c” e V% nao sejam consideradas.

Palavras-chave: Nematoide das lesdes. Diversidade. Soja. Milho.
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ABSTRACT

FIORENTIN, Francielle, Dr., Universidade Estadual do Oeste do Parana, February —
2018. Morphometric characterization of Pratylenchus brachyurus populations.
Advisor: Dr. José Renato Stangarlin. Co-Advisors: Dr. Adilson Ricken Schuelter and
Dr. Roberto Luis Portz.

The taxonomy of the genus Pratylenchus has been studied due to the high
intraspecific morphological variability. The objective of this work was to characterize
morphologically the populations of P. brachyurus from different places and from
soybean and corn host plants. Nine populations of P. brachyurus were obtained in
the States of Parand (PR) and Mato Grosso do Sul (MS), Brazil. The nematodes
were extracted using the centrifugal flotation technique in a sucrose solution and then
multiplied in carrot cylinders (10 individuals per cylinder). After 90 days of
multiplication, the nematodes were extracted, and each population was
morphometrically analyzed. To analyze each population, the variables were: body
length, stylet length, esophagus length, tail length and higher body width.
Subsequently, the designated body relations were determined: a (body length divided
by the highest width), b (body length divided by esophagus length), ¢ (body length
divided by tail length) and V% (distance from the anterior end to vulva, as a
percentage of total body length). The experimental design was completely
randomized with 10 replicates for each measured variable, each replicate consisting
of one female nematode. The morphometric variables measurements were compared
to the literature (Loof, 1991) for statistical analysis. Both univariate and multivariate
analysis were performed, estimating the arithmetic means (AM), standard deviations
(SD) and coefficients of variation (CV%). The Scott-Knott was also performed, and
the genetic variation of the populations was verified, using the hierarchical UPGMA
and Tocher Optimization methods from the generalized distances of Mahalanobis.
The analysis of canonical variables was carried out, aiming a better visualization of
the existing dissimilarity among populations of P. brachyurus. The morphometric
characterization indicated high variability and clustered the populations in four
groups, where the populations that presented higher dissimilarity were from Terra
Roxa — PR and Toledo 01 — PR, and those that presented lower dissimilarity were
from Fatima do Sul 1 — MS and Nova Andradina — MS. The variables of body and
esophagus length were the main responsible for the genetic deviation among P.



brachyurus populations. There was a correlation between the variables body length,
body width, esophagus length and tail length. Besides, the variability of stylet length
showed correlation among body length, body width, and esophagus length. The
variable V% showed no correlation with any of those ones. For studies which aim the
genetic diversity in P. brachyurus populations, it is recommended that the variables

tail length, ¢, and V% do not be considered.

Keywords: Root-lesion nematode. Diversity. Soybean. Maize.
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1 INTRODUCAO

O estudo dos nematoides fitoparasitas € de grande importancia para a
agricultura, pois estes patdégenos podem ocasionar grandes danos as lavouras. O
parasitismo reduz a capacidade de absor¢cdo de &gua e nutrientes pela planta,
interferindo desta forma no crescimento, reduzindo o numero de raizes funcionais,
provocando definhamento, aumento do ciclo e reducao da producéo.

Em paises com clima tropical e subtropical os nematoides encontram
condigcbes como umidade e temperatura ideais para alimentacao e reproducédo. Tais
fatores sdo agravantes no controle destes patdgenos, 0s quais apds terem se
estabelecido em uma éarea, sao de erradicacdo muito dificil.

Os nematoides das lesdes radiculares, representados pelas espécies do
género Pratylenchus, sdo reconhecidos como um dos principais agentes causadores
de perdas agricolas em culturas de importancia, apresentando ampla gama de
hospedeiros e distribuicdo generalizada em vérias regides do Brasil. Este género
estd em segundo lugar em importancia entre os nematoides parasitas de plantas,
ficando atrds apenas dos nematoides das galhas, representados pelo género
Meloidogyne.

Os nematoides fitoparasitas estdo entre os organismos mais dificeis de serem
identificados, seja pelo tamanho diminuto ou dificuldade de observacdo de
caracteristicas chaves para o diagndstico em microscopia 6ptica convencional. Em
outros casos, a dificuldade ocorre devido ao alto grau de semelhanca entre as
espécies mais afins e variabilidade morfolégica intraespecifica.

Em relacdo ao género Pratylenchus, ha dificuldades em relacdo a descricdo
taxond6mica do grupo. Uma das dificuldades é o grande niumero de espécies, sendo
relatado um total de 104 espécies até o presente momento. As espécies mais
frequentes encontradas no Brasil sdao P. brachyurus, P. zeae e P. coffea,
encontrando ampla variabilidade morfolégica e morfométrica intraespecifica,
tornando assim a taxonomia complexa e aumentando a dificuldade para
identificacdo. Outro ponto importante € o pequeno numero de caracteres para o
diagnéstico em nivel de espécie, onde a identificacdo de rotina em laboratérios
acaba se tornando um desafio.

Outro fator é a pequena quantidade de taxonomistas bem treinados no

mercado de trabalho, podendo ser citado como uma das causas a falta de interesse



em aprofundamento nesta area de conhecimento. Porém, o uso dos critérios
morfologicos e morfométricos para indentificacdo destes nematoides € uma
ferramenta de rotina em laboratorios, de baixo custo e confiavel quando feito
corretamente, sendo considerado o primeiro passo para o processo de identificacao,
sendo de vital importancia para a prevencdo e sucesso nas estratégias de controle
adotadas contra este patdgeno.

Alguns trabalhos j& foram feitos em relacdo a taxonomia do grupo, porém, ha
escassez de informacdes em relacdo a espécie P. brachyurus. Esta espécie esta
entre as principais encontradas no Brasil e no estado do Parana, principalmente na
regido Oeste paranaense, pois a mesma € parasita de dois hospedeiros muito
importantes no agronegdcio, a soja e o milho, causando assim varios prejuizos em
areas com essas culturas.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar
morfometricamente populacdes de P. brachyurus provenientes de diferentes

localidades e infectando soja e milho.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NEMATOIDES

Os nematoides sé&o organismos geralmente tubulares alongados, que em
média medem de 0,1 a 4,0 mm de comprimento. Sdo pseudocelomados, nao
segmentados, de simetria bilateral, oviparos, dioicos, com sistema digestivo e
reprodutivo completo. Pertencem ao reino animal (Animalia), filo Nemata ou
Nematoda (CARES et al., 2007).

Sao organismos aquaticos que vivem nas aguas marinhas, aguas doces e
pelicula de agua do solo. A maioria € de vida livre, alimentando-se de
microrganismos, tais como bactérias (bacteriéfagos), fungos (micetdéfagos ou
micéfagos), algas (algivoros), protozoarios (protozoéfagos), pequenas minhocas ou
oligoguetas (oligoquetdfagos), nematdides (nematdfagos), animais (carnivoros) e
parasitas de plantas superiores (fitoparasitos) (FERRAZ e MONTEIRO, 2011).

Muitos nematoides parasitam plantas superiores, atacando principalmente
seus 6rgaos subterraneos, como raizes, bulbos, tubérculos e rizomas, e também os
orgaos aéreos, como caule, folhas e sementes. Todas as espécies cultivadas sao
parasitadas por nematoides, porém, devido ao pequeno tamanho deste grupo e em
razao de os sintomas causados nas plantas se confundirem com os de deficiéncia
mineral ou de outra origem, estes seres passam despercebidos pelos agricultores
(FREITAS et al., 2009). De acordo com Carneiro et al. (2001), os fitonematoides
podem inviabilizar o cultivo em areas infestadas, causando nomadismo de culturas
suscetiveis.

A Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN) revela que anualmente o
agronegocio nacional contabiliza prejuizos de R$ 35 bilhdes, provocados pelos
nematoides fitoparasitas (RIVAS, 2015). A grande expanséao das areas cultivadas no
pais, associada com praticas de rotacdo de culturas inadequadas ou inexistentes,
tem proporcionado aumento na ocorréncia de nematoides. Em paises com clima
tropical e subtropical os nematoides encontram condicbes como umidade e
temperaturas ideais para reproducdo e alimentacdo (TORRES et al., 2009). Rivas
(2015) ainda relata que no Brasil os fitonematoides estdo em extensa area

geografica.



2.2  GENERO Pratylenchus FILIPJEV, 1936

O género Pratylenchus ocupa no Brasil e no mundo o segundo lugar em
importancia econdmica, sendo superado apenas pelos nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) (CASTILLO et al.,, 2012). Este género historicamente sempre
mereceu atencdo dos nematologistas brasileiros, onde tem sido pesquisado desde a
década de 1940 no estado de Sao Paulo pelos evidentes danos que causava a
cultura da batata. Sendo uma espécie polifaga, ja foi relatada atacando inUmeras
culturas nos ultimos 60 anos, incluindo-se hortalicas, fruteiras, florestais e
ornamentais (FERRAZ e BROWN, 2016).

O ciclo de vida compreende seis estadios: o ovo, quatro estadios juvenis (J1 a
J4) e a forma adulta. Todas as fases de juvenis a adulto sdo vermiformes, e a partir
de J2 podem se mover até as raizes (FERRAZ et al., 2010). As fémeas no geral
depositam 0s ovos no interior de raizes parasitadas, mas podem libera-los
diretamente no solo, o que é menos comum. Nesse caso, 0s J2 recém-eclodidos
migram a procura de novas raizes para invadi-las e retomar o parasitismo (Figura 1
— A). O numero total de ovos por fémea varia com a espécie, onde em média, tem
sido estimado em 70 a 120 (FERRAZ e BROWN, 2016).

Héa espécies em que os machos sdo normais, abundantes, como Pratylenchus
coffea, porém, em muitas delas estes sdo raros ou desconhecidos, a exemplo de P.
brachyurus. A reproducao pode ser anfimitica ou partenogénica, e a duracao do ciclo
de vida varia com as diferentes espécies em funcdo de fatores do ambiente
(temperatura, umidade), indo de trés a seis semanas (FERRAZ e MONTEIRO,
2011). Observa-se, ainda, que a textura do solo influencia tanto a distribuicdo como
a densidade populacional dos nematoides, sendo que a maioria das espécies
apresenta clara preferéncia por solos arenosos (FERRAZ e BROWN, 2016).

De acordo com Jones et al. (2013), os espécimes desse género sao
endoparasitas migradores. Os juvenis (J2 a J4) e adultos penetram em raizes e se
deslocam ao longo do coértex em direcdo ao cilindro central. Em seguida, nas
camadas mais profundas do cortex, iniciam tipico movimento migratério, movendo-
se paralelamente ao eixo da raiz. Essa migracdo pode ser inter e intracelular,
envolvendo tal processo tanto acdo mecéanica quanto enzimatica. As células
parasitadas usualmente entram em colapso logo apds serem abandonadas pelo

nematoide, resultando a presenca de largas cavidades no cértex quando o ataque é



intenso. As raizes afetadas mostram lesGes necroticas de extensdo variavel e
coloracdo pardo-clara a marrom-avermelhada, onde as espécies deste género sao

referidas como “nematodides das lesdes radiculares” (Figura 1 — B).
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Figura 1 - A) Ciclo de vida de Pratylenchus spp.; B) LesBes necréticas em raizes de algodoeiro
causadas por Pratylenchus sp. Fonte: Agrios (2005); Machado et al. (2006).

Alves (2008) relata que as lesdes provocadas pelo parasitismo deste
nematoide pode causar a penetracdo de outros organismos patogénicos, como
fungos e bactérias. A interacdo desses agentes resulta na reducdo das radicelas, e
em muitos casos, perda da raiz pivotante. Assim, ha reducao no volume radicular e
morte de numerosas células nas raizes, onde estas se tornardo ineficientes nas
funcdes de absorcao e de transporte de nutrientes do solo a outros 6rgaos da planta.

Em relacdo a interagdo com outros patdgenos, esta se da principalmente com
fungos habitantes do solo, onde sé&o frequentemente relatadas com fungos
causadores de murchas, como dos géneros Fusarium e Verticillium. Essas
interacdes sdo consideradas sinérgicas, ou seja, a associacao entre dois patdgenos
resulta em danos maiores que a soma de cada patogeno isoladamente (GOULART,
2008).

A limitacdo na absorcado e no transporte de 4gua e de nutrientes leva a planta
atacada a exibir sintomas reflexos na parte aérea, como nanismo, murcha nas horas

mais quentes, clorose e outros indicativos de disturbios nutricionais, queda na



produtividade, entre outros sintomas. O ataque costuma ocorrer em areas
localizadas, chamadas reboleiras (FERRAZ et al., 2010).

Para sobreviver no solo, estes nematoides necessitam enfrentar e vencer
diversas “ameacas”, tais como inimigos naturais (parasitas e predadores), variagdes
de temperatura, de umidade do solo, e morte ou auséncia da planta hospedeira. Os
principais inimigos naturais de Pratylenchus spp. sdo microrganismos (fungos e
bactérias). Fatores edaficos bidticos e abidticos influenciam muito a sobrevivéncia de
espécies de Pratylenchus no solo, bem como o desenvolvimento, a reproducdo e os
danos na cultura hospedeira. Porém, tanto ovos quanto juvenis apresentam
mecanismos de sobrevivéncia, como criobiose (dorméncia em baixas temperaturas)
e anidrobiose (dorméncia em baixas condi¢des de umidade do solo) (GOULART,
2008).

De acordo com Souza (2016) o controle deste fitonematoide é bastante
complexo, assim, a combinacdo de diferentes medidas de controle favorece o
manejo mais eficiente da populacédo do patdégeno. O agricultor deve ter a consciéncia
de que a erradicacdo dos nematoides é praticamente impossivel, porém, a adocao
de praticas associadas pode reduzir populacbes do patdégeno e danos por ele
causados.

Em relacdo ao controle, este deve ser planejado de modo a integrar varios
métodos. Em éareas infestadas, o manejo geral, baseia-se em exclusédo (evitar a
infestacdo em areas isentas), genético (uso de cultivares resistentes), culturais
(rotacdo de culturas com materiais resistentes ou tolerantes), quimicos por meio do
uso de nematicidas e controle biolégico (RIBEIRO et al., 2010).

Ferraz et al. (2010) destacam que a prevencao constitui o principio mais
importante e a melhor defesa para o controle, impedindo a disseminagdo do
patdbgeno de uma area para outra. Equipamentos agricolas, como arados, grade e
até mesmo colhedoras podem transportar o nematoide nas rodas, discos e em
outros componentes. Desta forma, é recomendavel quem em areas naturalmente
infestadas sempre sejam as ultimas a serem trabalhadas e que, ap0s cada operacao

agricola, as maquinas e equipamentos sejam devidamente lavados.



2.3 POSICAO TAXONOMICA E NOMENCLATURA

De acordo com Siddiqgii (2000) o grupo dos nematoides Pratylenchus spp. tem

a seguinte posicao taxondémica:

1. Filo: Nematoda Rudolphi, 1808
Classe: Secernentea von Linstow, 1905
Subclasse: Tylenchia Inglis, 1983
Ordem: Tylenchida Thorne, 1949
Subordem: Tylenchina Thorne, 1949
Superfamilia: Hoplolaimoidea Filipjev, 1934
Familia: Pratylenchidae Thorne, 1949
Subfamilia: Pratylenchinae Thorne, 1949
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Género: Pratylenchus Filipjev, 1936

O género foi alvo de varias revisdes, onde até o ano de 2008 era composto
por 97 espécies. Porém, com as descricdes de P. araucensis, P. floridensis, P.
parafloridensis, P. bispaniensis, P. speijeri, P. oleae e P. parazeae, o género
atualmente apresenta 104 espécies (GONZAGA et al., 2016).

Dentre todas as espécies, de acordo com 0S mesmos autores apenas seis
sdo mais frequentemente encontradas associadas a diferentes culturas no Brasil: P.
brachyurus, P. coffea, P. jaehni, P. penetrans, P. vulnus e P. zeae. As trés com
maior ocorréncia no Brasil sdo as espécies mais importantes do género: P.
brachyurus, P. zeae e P. coffea (GOULART, 2008).

Em relacdo a espécie P. brachyurus, Machado et al. (2007) relatam que o
primeiro relato foi nos Estados Unidos na cultura do abacaxi. No Brasil, foi destacada
como prejudicial ao milho ja no inicio da década de 1960, sendo depois relatada
como parasita de moderada a alta importancia para outras gramineas, e nos ultimos
anos para soja. Os autores destacam também que outras culturas como sorgo,
arroz, cana, fumo, amendoim, batata, péssego e algodao séo bastante prejudicadas,
nos quais os danos e perdas por vezes sdo muito elevados.

No Brasil, esta espécie adquiriu maior destaque em especial nas areas de
producdo pelo Sistema Plantio Direto, principalmente para a soja e, em particular,
nos ultimos 15 anos. O uso continuado, ano apos ano, de certas culturas em
sucessdo a soja como plantio safrinha ou segunda safra, comumente gramineas e

sobretudo o milho, visando ao controle de outras importantes espécies de



nematoides parasitas da soja (Meloidogyne spp. e Heterodera glycines), acabou
proporcionando condi¢des muito favoraveis ao crescimento das populacdes de P.
brachyurus no solo, que se estabilizaram em patamares acima do nivel de dano e
passaram a representar um novo e adicional problema sanitario ao sojicultor
(FERRAZ, 2012).

O mesmo autor descreve que em muitas areas, os danos provocados pelos
géneros Meloidogyne e Heterodera foram reduzidos, mas como P. brachyurus
reproduz-se relativamente bem em soja e otimamente em milho, as perdas com esta
espécie passaram a aumentar paulatinamente. Desta forma, a espécie P.
brachyurus destaca-se como uma das que causam 0S maiores prejuizos no Brasil e
em todo o mundo (BELLE et al., 2017).

2.4 CARACTERES MORFOMETRICOS UTILIZADOS PARA IDENTIFICACAO E
MULTIPLICACAO IN VITRO DE Pratylenchus

A variabilidade intra-especifica em Pratylenchus spp. tem sido apontada como
uma das principais dificuldades na taxonomia do grupo. Com efeito, a maioria dos
caracteres utilizados para a identificacdo das espécies é muito variavel (OLOWE e
CORBETT, 1984). Outro fator, segundo Luc (1987), é o grande numero de espécies
que torna a taxonomia complexa, e, nos laboratérios de rotina, a dificuldade para
identificacdo das espécies usualmente é tida como um desafio. Ademais, as
espécies de Pratylenchus sao dificeis de identificar devido ao pequeno numero de
caracteres para o diagnéstico ao nivel de espécie.

Com a globalizacdo e o incremento do comércio internacional, a identificagédo
precisa das espécies tornou-se vital, tanto para protecdo das areas agricolas,
impedindo a entrada de novos patdgenos, quanto para facilitar a colocacdo e a
manutencdo no mercado exterior de produtos agroalimentares e ornamentais
produzidos no pais (GONZAGA, 2006).

Devido ao alto grau de variacdo presente nos caracteres morfologicos e
morfométricos, Gonzaga et al. (2016) citam que € necessario a analise do maior
namero possivel desses caracteres para uma melhor acuracia na identificacdo das
espécies. Os principais caracteres utilizados para a identificagcdo de Pratylenchus

sSao:



Comprimento do corpo;

Largura da regido labial;

Altura da regiéo labial,

Comprimento do estilete;

largura dos nédulos basais do estilete;

Altura dos nédulos basais do estilete;

N o ok~ wbdE

Distancia da abertura dos ductos da glandula dorsal esofagiana aos nédulos
basais do estilete;
8. Maior largura do corpo;
9. Distancia da regido labial a vulva;
10.Distancia da regiéo labial ao poro excretor;
11.Comprimento do esbfago;
12.Comprimento da sobreposicdo do esdfago ao intestino;
13.Distancia da espermateca a vulva;
14.Largura do corpo na vulva;
15.Distancia da vulva ao anus;
16.Comprimento do saco pés-uterino;
17.Largura do corpo na regiao anal;
18.Comprimento da cauda,;
19.Numero de anéis na cauda;
20.Largura/altura da regiao labial;
21.Relacéo a (comprimento do corpo dividido pela maior largura);
22.Relacao b (comprimento do corpo dividido pelo comprimento do eséfago);
23.Relacéo ¢ (comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda);
24.Relacédo ¢’ (comprimento da cauda dividido pela largura do corpo na regiao
anal);
25.Relacdo V (distancia da extremidade anterior a vulva, como porcentagem do
comprimento total do corpo).

Neste género, empregam-se principalmente os caracteres relativos as fémeas
na identificacdo das espécies, pois cerca da metade delas apresenta reproducéo
partenogenética, sendo os machos raros ou ausentes (FERRAZ, 1999).

As fémeas adultas possuem mais caracteristicas-diagnosticas do que o0s
machos. Os caracteres normalmente utilizados para a diagnose especifica do

género Pratylenchus é a auséncia ou a presenca de machos, nimero de anéis pos-
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labiais, comprimento do corpo, comprimento do estilete, formas dos bulbos do
estilete, comprimento do esbéfago, distancia da regido cefalica a vulva, expressa em
termos percentuais do comprimento do corpo e comprimento da cauda. Nas
descricdes sao utilizadas também relagdes corporais do tipo: valores “a”, “b” e “c”
(LIRA, 2013).

A separacado taxondmica das espécies é dificultada pelo pequeno nimero de
caracteres diagndésticos e por causa da variabilidade intraespecifica de alguns dos
caracteres citados, principalmente quando se confrontam dados de populagdes de
diferentes regides geograficas. No entanto, por meio de varios desses estudos foi
demonstrado que algumas medicdes, tais como comprimento do estilete e valor V%
eram as variaveis taxonémicas menos afetadas por fatores bidticos ou abidticos e
provaram ser confiaveis como caracteristicas-diagnésticas do género Pratylenchus
(CASTILLLO e VOVLAS, 2007).

Devido as variacdes morfoldégicas e morfométricas entre populacfes distintas
de Pratylenchus, torna-se necessario consideravel conhecimento em taxonomia para
a segura identificacdo de espécies. Infelizmente, existem atualmente, poucos
taxonomistas bem treinados no mercado de trabalho, pois, aparentemente, ocorre
falta de interesse entre 0s estudantes para se aprofundar nesta area de
conhecimento, especialmente na taxonomia de invertebrados. Embora exista um
declinio continuo na pericia taxonbmica de muitos taxons incluindo-se o Filo
Nematoda (COOMANS, 2002), novas oportunidades tecnoldgicas fundamentadas
em técnicas bioquimicas e andlises moleculares tém se tornado cada vez mais
importantes para a sistematica de nematoides, tornando mais praticos e confiaveis
0s processos de identificacdo (LUCA et al., 2004).

Entretanto, o uso de critérios morfolégicos e morfométricos vem sendo
mantido e deve continuar sendo considerado o primeiro passo para a identificacao
dos nematoides em geral (MOTA e EISENBACK, 1993). Nguyen (2010) afirma que a
identificacdo correta é de vital importancia para a prevengdo, controle da
disseminacgao e sucesso nas estratégias de controle destes nematoides.

Alguns trabalhos ja foram feitos em relagdo a morfometria de Pratylenchus
spp., como Doucet et al. (1996) que, ao estudarem seis populagdes de P. vulnus
com diferentes origens e hospedeiros, relataram diferencas significativas

intraespecificas nas variaveis morfométricas analisadas, e relataram que estas



11

podem ser influenciadas por diferentes fatores como o isolamento geografico,
plantas hospedeiras e temperatura.

Lax et al. (2004), ao analisarem machos e fémeas da mesma espécie, em
diferentes origens, hospedeiros e condigcfes de desenvolvimento, agruparam o0s
mesmos em trés grupos de acordo com a variabilidade existente e constataram que
a maior variabilidade afeta nas variaveis morfométricas.

Insera et al (2001) também analisaram dados morfométricos das espécies P.
coffea, P. jaehni e P. loosi e constataram que entre as varidveis morfométricas ha
valores que se sobrepfem entre as mesmas, onde estas espécies podem estar
relacionadas. O autor sugere que as variaveis morfométricas comprimento do
estilete e o valor de V% devem ser utilizados para a distin¢gdo entre as espécies.

Para a espécie P. coffea, Nguyen (2010) comparou morfometricamente 10
populacdes no Vietham com diferentes localidades e hospedeiros, e relata que
houve variabilidade nas populacdes analisadas. Porém, o autor descreve gque estas
variacdes sdo as mesmas ja descritas nas populacdes em outros paises. Lira (2013),
ao trabalhar com a mesma espécie obtida a partir de tubérculos comerciais de
inhame coletados em diferentes municipios do estado do Pernambuco, constatou
gue todas as populacdes analisadas apresentaram diferencas para uma ou algumas
variaveis morfométricas ao confronta-las com os dados da literatura descrito por
Duncan et al. (1999), o qual descreve as variaveis morfométricas para esta espécie.
Porém, a autora descreve que mesmo apresentando estas diferencas, as
populacdes eram similares entre si e que possuiam mais de 70% de similaridade
com os dados descritos na literatura.

Gonzaga (2006) caracterizou morfometricamente populagdes de P. coffea, e o
autor afirma que as variaveis comprimento do estilete, V%, largura e altura da regiéo
labial, nUmero de anéis na cauda e a relacéo largura/altura da regido labial foram as
mais significativas para a identificacdo das espécies.

Outros autores como Torres e Chaves (1999) descreveram morfologicamente
e morfometricamente popula¢gdes de P. andinus, P. crenatus e P. oryzae em Buenos
Aires, Argentina. Gonzaga et al. (2016) relataram os caracteres morfoldgicos e
morfométricos utilizados para a identificacdo de Pratylenchus, e os autores
descrevem as variaveis morfométricas para identificacdo de P. brachyurus, P. coffea,
P. jaehni, P. zeae, P. penetrans e P. vulnus, além de elaborarem uma chave para

identificacdo das mais importantes espécies de Pratylenchus que ocorrem no Brasil.
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Nos estudos envolvendo a taxonomia de Pratylenchus spp., a multiplicacéo
de populacdes in vitro € um recurso notavelmente util. Quando se trata de espécies
anfimiticas, a demonstracdo da incompatibilidade reprodutiva entre populagfes afins
usualmente é feita para se demonstrar que, de fato, essas populagbes pertencem a
espécies diferentes. No processo de multiplicacdo in vitro, a axenizacdo dos
nematoides € uma etapa vital para se evitar a contaminacdo com outros
microrganismos (GONZAGA, 2006).

Os primeiros estudos foram realizados por Hastings e Bosher em 1938 para
axenizacdo e manutencdo de uma espécie de Pratylenchus em plantulas de aveia in
vitro. Porém, foi Krusberg no ano de 1961 quem iniciou os estudos visando ao
estabelecimento de culturas axénicas de nematoides em calo de alfafa obtido em
meio de cultura relativamente complexo. Utilizando-se dessa técnica, obteve a
multiplicacéo in vitro de P. zeae, Ditylenchus dipsaci e Aphelenchoides ritzemabosi.
Apoés, outros pesquisadores também utilizaram essa técnica, com sucesso, para
multiplicacdo de populacbes axénicas, tanto de Pratylenchus quanto de outros
nematoides (ELSEN e DE WAELE, 2004).

Outra alternativa para a multiplicacdo de nematoides axenicamente € a
técnica de discos de cenoura, publicada no final da década de 1960 e, a partir dai,
essa técnica vem sendo utilizada para multiplicacéo in vitro de diferentes espécies
de Pratylenchus, pois esta é mais simples e menos onerosa do que a desenvolvida
anteriormente (MUDIOPE et al., 2004). Nesta técnica, os nematoides eram
inoculados em discos de cenoura de 2 a 4 mm de espessura, em placas de Petri,
contendo agar-agua e antibiéticos, o que proporcionava a obtencdo de altas
populacdes de nematoides como a espécie P. brachyurus (O'BANNON e TAYLOR,
1968).

As melhorias dessa técnica foram introduzidas por Moody et al. (1973), onde
0S autores aumentaram a espessura dos discos de cenoura para 10 a 15 mm e
retiraram o meio de agar-agua, além dos antibiéticos, e utilizaram cinco discos por
vidro. Com essa alteracdo da técnica, esses pesquisadores prolongaram o periodo
de multiplicacdo dos nematoides nos discos para trés a quatro meses apos a
inoculacdo de P. vulnus e obtiveram uma taxa de multiplicagdo de 1.000 vezes o
namero de nematoides inoculados. Porém, os discos de cenoura inoculados

exauriram-se e secaram no final desse periodo.
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Gonzaga et al. (2006) introduziram modificacdes nessa técnica e obtiveram
sucesso na multiplicacéo in vitro de Pratylenchus. Em vez de discos, foram utilizados
cilindros de cenoura individuais de, aproximadamente, 30 mm de comprimento por
15 mm de diametro, retirados da porgdo central das raizes, sem adicdo de qualquer
meio, e melhoraram o processo de axenizacao.

Mais recentemente, populacdes axénicas de espécies de Pratylenchus
obtidas por essa técnica, inclusive, foram utilizadas em estudos moleculares,
confirmando a pureza biolégica dessas populacdes (DE LUCA et al., 2004). Desta
forma, Gonzaga (2006) afirma que a multiplicacdo in vitro de Pratylenchus, em
cilindros de cenoura, € uma técnica de facil execucdo, baixo custo e adequada a
producdo massiva desses nematoides, tanto para producdo de inéculo como para

andlises envolvendo a taxonomia deste género.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DAS POPULACOES DE P. brachyurus

Para a obtencdo das populacdes, foram coletadas raizes de milho e soja,
parasitadas por nematoides, em nove locais dos estados do Parana e Mato Grosso
do Sul (Tabela 1).

Tabela 1 — Listagem das procedéncias e hospedeiros das popula¢des de Pratylenchus brachyurus
utilizadas no presente trabalho.

Procedéncia Hospedeiro
Novo Sobradinho, Toledo — PR (NS) Milho
Santa Terezinha de Itaipu — PR (STI) Soja
Santa Tereza do Oeste — PR (STO) Soja
Terra Roxa — PR (TR) Soja
Toledo 01 — PR (T1) Milho
Fatima do Sul 01 — MS (FS1) Milho
Fatima do Sul 02 — MS (FS2) Milho
Nova Andradina — MS (NA) Milho
Toledo 02 — PR (T2) Milho

Foi realizada a extracdo dos nematoides pela técnica de Coolen e D’ Herde
(1972), onde as raizes das plantas infectadas foram seccionadas em pedacos de
aproximadamente 1 cm de comprimento e trituradas com agua em liquidificador por
aproximadamente 30 segundos. A suspensédo obtida foi passada em duas peneiras
de 20 e 400 mesh sobrepostas e o conteudo recolhido em um béquer e transferido
para tubetes para centrifugacdo por 5 min a 2.000 rpm (1263 g). ApOs esta
centrifugacéo, foi descartado o sobrenadante e adicionado solugéo de sacarose nos
tubetes (densidade = 1,15 g cm3) e, em seguida, nova centrifugacédo durante 1 min a
2.000 rpm (1263 g). O sobrenadante que continha os nematoides foi passado em
peneira de 400 mesh e recolhido em béquer, obtendo assim, a suspensdo de
nematoides utilizados para a montagem temporaria de laminas de vidro, seguida das
identificacbes morfolégicas para identificacdo especifica com base no exame

microscopico em comparacdo com caracteristicas morfolégicas observadas
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descritas na literatura. Foram selecionados os individuos identificados como sendo

da espécie P. brachyurus.

3.2  MULTIPLICACAO DE P. brachyurus EM CILINDROS DE CENOURA

ApoOs a extracdo, os nematoides foram multiplicados em cilindros de cenoura,
a fim de verificar as caracteristicas morfométricas das populac¢des coletadas. Para a
multiplicagéo, foram preparados cilindros de cenouras e colocados em vidros
devidamente autoclavados. Para preparacdo dos cilindros seguiu-se a metodologia
descrita por Moody et al. (1973) modificado por Gonzaga et al. (2006), onde
cenouras apoés lavagem com detergente e esponja, foram imersas em hipoclorito de
sédio a 0,5% por 30 min. Em seguida, em camara de fluxo laminar, foram cortadas
com bisturi em cilindros de 30 mm de comprimento e aproximadamente 15 mm de
diametro, os quais foram mergulhados em alcool etilico comercial 96% e flambados.
Com auxilio de um perfurador de inox, também flambado, foram retirados os
cilindros centrais e colocados em posicao vertical nos vidros, sendo vedados com
papel aluminio e papel filme (Figura 2). Os cilindros permaneceram em repouso por

cinco dias e, ndo havendo evidéncias de contaminagéo fungica ou bacteriana, foram

inoculados com os nematoides axenizados.

Figura 2 - Preparacédo dos cilindros de cenoura em condi¢des assépticas para multiplicacdo in vitro de
Pratylenchus brachyurus. A) Lavagem das cenouras com detergente e esponja e imersao
em hipoclorito de sddio; B) Corte das cenouras em cilindros e flambagem; C) Remocéo da
parte central da raiz com perfurador; D) Acondicionamento do cilindro em vidro
previamente autoclavado e vedacéo. Fonte: o autor (2018).
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Para axenizacdo dos nematoides foi utilizada a técnica descrita por Mountain
(1955), onde estes foram transferidos para vidros tipo BPI contendo 600 pL de
solugao de ampicilina 0,1%, permanecendo 10 min em repouso nessa solugdo. Em
seguida, o excesso de antibiotico foi removido e acrescentado novamente 200 L da
solucdo do antibiotico, deixando em repouso por mais 10 min. Os procedimentos
foram repetidos por mais duas vezes, onde na ultima operacdo foi acrescentado
somente 100 pyL da solugdo com o antibidtico. A partir desta suspenséo foram
inoculadas 20 fémeas em condi¢Bes assépticas, em camara de fluxo laminar, no
topo dos cilindros de cenoura. ApGs a inoculacdo, os cilindros foram mantidos a

25 °C em incubadora e escuro por 90 dias.

3.3 ANALISE MORFOMETRICA

Apos os 90 dias, os nematoides foram extraidos dos cilindros de cenoura pela
técnica Coolen e D’ Herde (1972) e utilizados no preparo de montagens temporarias
em laminas de vidro a fim de se analisar morfometricamente cada populacao.

As variaveis morfométricas utilizadas para mensuragées foram: comprimento
do corpo, maior largura do corpo, comprimento do estilete, comprimento do esdfago
e comprimento da cauda. Em seguida, foram determinadas as relacdes corporais
designadas: a (comprimento do corpo dividido pela maior largura), b (comprimento
do corpo dividido pelo comprimento do esbfago), ¢ (comprimento do corpo dividido
pelo comprimento da cauda) e V% (distancia da extremidade anterior a vulva, como

porcentagem do comprimento total do corpo) (Figura 3).

Figura 3 - Variaveis morfométricas utilizadas nas mensuracdes das populacdes de Pratylenchus
Brachyurus. A) Comprimento do corpo; B) Maior largura do corpo; C) Comprimento do
estilete; D) Comprimento do es6fago; E) Comprimento da cauda; F) V% (distancia da
extremidade anterior a vulva, como porcentagem do comprimento total do corpo).
Fonte: Decraemer e Hunt (2013).
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As laminas das populacdes foram identificadas e as espécimes examinadas e
documentadas em um sistema de aquisicdo de imagens digitais constituido por
camera digital montada sobre microscépio acoplada a microcomputador. Foram
feitas mensuracdes apenas das fémeas, utilizando-se dez espécimes por populacéo.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com
10 repeticdes para cada variavel mensurada, sendo cada repeticdo constituida por
uma fémea de nematoide. Como critério de comparacdo estatistica das
mensuracdes das varidveis morfomeétricas obtidas com as apresentadas por Loof
(1991), considerou-se que, no caso em que o intervalo obtido das mensuragbes
realizadas se enquadrasse ha descrita pelo autor, ambas passavam a ser
equivalentes e, portanto, enquadradas na mesma espécie e grupo de P. brachyurus.

Os dados obtidos no experimento foram empregados para realizacdo das
analises uni e multivariadas, empregando-se o0 Aplicativo Computacional
GENES/UFV (CRUZ, 1997). Inicialmente realizou-se as andlises de variancia e
foram estimadas as médias aritméticas (M), desvios padrédo (DP) e coeficientes de
variacdo (CV%). Na sequéncia, aplicou-se o teste de Scott-Knott para avaliar o
agrupamento das diferentes populagbes de P. brachyurus e avaliar os coeficientes
de correlacao entre as variaveis morfométricas analisadas.

A diversidade genética entre as populacdes de P. brachyurus foi estudada
empregando-se o método hierarquico do UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Avarages) e de Otimizacdo de Tocher, a partir das distancias
generalizadas de Mahalanobis. Além disso, com o intuito de melhor visualizagéo da
dissimilaridade existente entre as populacdes de P. brachyurus realizou-se a analise

de Variaveis Canonicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VARIAVEIS MORFOMETRICAS DAS POPULACOES DE P. brachyurus

A morfometria das fémeas das nove populacbes de P. brachyurus é
apresentada na Tabela 2. O comprimento do corpo, considerando todas as nove
populacdes analisadas variou de 252,1 a 915,6 um (CV: 13,38%). A largura do corpo
apresentou amplitude de 13,9 a 55,1 um (CV: 20,62%). O comprimento do estilete
variou de 12,3 a 24,7 um (CV: 8,19%) e o esbfago de 83,5 a 212,3 um (CV: 19,61%).
Em relagcdo ao comprimento da cauda, esta obteve uma variacdo de 21,5 a 95,5
(CV: 25,18%). No que concerne as relagbes corporais, o valor de “a” esteve entre
11,9 a 33,2 um (CV: 13,87%), o valor de “b” entre 2,6 a 8,0 um (CV: 17,06%), o valor
de “c” entre 6,0 a 23,1 um (CV: 21,96%) e V% esteve entre 72,3 a 93,1% (CV:
4,77%).

Ao confrontar os dados morfométricos das nove popula¢gdes analisadas com
os descritos por Loof (1991), verificou-se que em todas as populacdes estudadas
havia diferencas entre as variaveis, onde estas ndo se enquadravam no intervalo
descrito pelo autor. Na populacdo de Novo Sobradinho, Toledo — PR (NS), as
variaveis que se enquadravam com os dados apresentados por Loof (1991) foram
comprimento do corpo e a variavel “a”. Na populagdo de Santa Teresinha de Itaipu —
PR (STI), as variaveis comprimento do estilete e variaveis “b” e “c” tiveram seus
valores dentro dos descritos pelo autor.

As populacdes de Santa Tereza do Oeste — PR (STO) e Fatima do Sul 2 — MS
(FS2) tiveram somente o comprimento do corpo se enquadrando entre os valores.
Para a populacdo de Terra Roxa — PR (TR) nenhuma das varidveis analisadas se
enquadraram com os valores descritos, e para a populacao de Toledo 01 — PR (T1),
somente o valor de “c” ficou entre os valores descritos por Loof (1991). A populagéo
de Fatima do Sul 1 — MS (FS1) também teve somente uma variavel se enquadrando

nos valores descritos pelo autor, sendo a variavel “a”. A populagcdo de Nova

Andradina — MS (NA) teve as variaveis comprimento do corpo, estilete e “a” como as
gue se enquadraram nos valores descritos pelo autor citado, e a populacdo de

Toledo 02 — PR (T2) teve somente o valor de “a” se enquadrando no sistema

descrito pelo autor.
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Tabela 2 — Dados morfométricos de fémeas de nove populacdes de Pratylenchus brachyurus. Novo Sobradinho, Toledo — PR, milho (NS); Santa Terezinha
de Itaipu — PR, soja (STI); Santa Tereza do Oeste — PR, soja (STO); Terra Roxa — PR, soja (TR); Toledo 01 — PR, milho (T1); Fatima do Sul 01 —
MS, milho (FS1); Fatima do Sul 02 — MS, milho (FS2); Nova Andradina — MS, milho (NA); Toledo 02 — PR, milho (T2). Todas as mensuragtes

estédo em pm e representadas pelas médias * desvio padréo, seguidas pelos intervalos obtidos.
Populacoes Comprimento do Largura do Comprimento Comprimento Comprimento da a b c V%
corpo corpo do estilete do esofago cauda
NS 614,3 £ 101,1 33,0+6,2 179+17 96,1+ 11,7 454 + 10,4 18,5+ 1,9 6,2+0,9 124 +19 82,6 + 3,7
390,59 - 712,1 236 -41.0 16,6 —-19.3 83.5-1144 36,2 -64,0 1567—-208 45-79 10,8—14.38 77,2 —-86,3
STI 769,6 + 61,1 272+18 20,5+ 0,6 131,56+ 16,5 43.3+5.3 284 +£29 59+0,8 179+22 816+36
636.5 — 838,5 242 -306 19.6 - 21,6 112,5-167,2 38,8 -52,1 23,7—-332 49-68 135-20,9 75,9 -86.8
STO 636,9 £ 44.3 38,5+438 224 +13 143,3 £ 24,0 50,7 £ 12,3 168+ 25 45+08 13,2+ 3,3 80,8 £3.6
574,6 — 7021 299 -456 204 —-247 117,5—-184.8 35,7 - 68,8 139-212 3,1-55 86—-17,5 73,7 —-857
TR 311,7 £+ 86.9 17,7+ 54 170+ 21 1024 £ 21,7 37,2+ 150 17,7£1,9 3,0+03 89+21 84,1+49
252,1 — 532,9 13,9 - 32,7 15,2-21,9 846 — 1529 21,56-743 149-212 26-37 6.0 —-12.1 77,9 —-93.1
T 827.6 + 50,3 31,0+£49 221+08 1647 + 30,4 47.8+89 27.1+34 52+12 17.9+33 804 +41
773,6 -915.6 26.0 —433 20,3 -234 1144 — 1985 33,7 -66,5 21,1-320 41-80 121-231 74,1 — 88,1
FS1 5404 £ 92,7 30,7 £ 5,5 208+ 1,8 140,7 £ 23,8 47,6 + 10,7 17,7 2,5 3,905 11.9x 3,5 848 3.1
346,9 — 663,2 20,7 - 37,7 18,3 -244 104,4 — 196.,6 31,3 -63,7 152—-239 3,2-45 6,0 — 18,1 79,1 —-89.,8
FS2 6199+724 40,5+ 10,3 20,1+ 1.8 165,7 £ 33,5 54,2 + 14,9 15,9 + 3,1 41+0,8 120+29 81,2+54
478,8-719.4 24,2 - 551 16,9 — 22,9 115,1 — 202,0 35,6 -78,1 11,9-225 28-53 84—-17.8 72,3—-9186
NA 6043 +771 31,1+ 5,0 20,7+ 0,8 147,9 + 20,8 50,5+ 11,9 19,7 + 3,1 41+04 12,5+ 3,0 859+28
479,2 -727.,8 23,8 —-38.1 19,2 -21,7 110,9 — 188,2 36,5 —-69,7 153-243 36-46 84 —-175 80,5—-89,5
T2 623,5 + 123,6 34,7 + 10,0 185+26 147,9 £ 44 6 68,6 + 18,7 18,7 £ 3,3 44 +0,8 9.5+27 84,2+ 36
389,6 — 783,9 15,6 —51.8 12,.3-213 94,7 —212.3 46,3 — 95,5 15,1 -25,0 3,3—-59 64— 148 79,0 -90,9
CV % 13.38 20,62 8,19 19,61 25,18 13,87 17,06 21,96 477
LOOF (1991) 390 - 750 - 17 - 22 - - 15 - 30 46 —-93 12-28 82 - 89




20

Entre todas as variaveis analisadas e comparadas com as descritas pelo
autor, somente a variavel V% néo obteve valores compativeis em nenhuma das
populacdes analisadas.

Em relacdo as variaveis largura do corpo, comprimento do esbfago e
comprimento da cauda, estas ndo foram comparadas com o descrito por Loof
(1991), devido ao fato de que este autor ndo descreve valores para comparacao
com os obtidos neste estudo.

Segundo Lira et al. (2014), a taxonomia do género Pratylenchus tem sido
assercdo de um significativo nimero de publicacdes, devido a alta variabilidade
genética e morfométrica quando comparadas diferentes populacdes, e estas
variacfes podem ser consideradas normais quando ocorrentes em individuos do
género. No presente estudo, ao confrontar os dados obtidos com Loof (1991), 55%
das populacdes analisadas apresentaram diferencas em relagdo ao comprimento do
corpo, 78% diferenca em relagcdo ao comprimento do estilete e 100% em relacdo a
distancia da extremidade anterior a vulva, expressa em porcentagem.

De acordo com Nguyen (2010), o comprimento do corpo pode ter alta
variabilidade, e pode ocorrer variacdo entre individuos extraidos de diferentes
espécies vegetais (LOOF, 1991). O comprimento do corpo é em geral maior em
espécimes extraidos de raizes de plantas parasitadas, como neste estudo, do que
em exemplares coletados do solo.

Em relacdo ao comprimento do estilete, este género apresenta
estomatoestilete curto, com comprimento variando entre 11 a 25 um (FERRAZ,
1999). Embora algumas popula¢des analisadas ndo se enquadrassem nos dados
apresentados por Loof (1991), quando comparadas ao citado por Ferraz (1999),
todas se enquadram nos valores descritos pelo autor, e ao observar as médias das
populacdes analisadas, somente as populagbes de Santa Tereza do Oeste — PR,
(STO) e Toledo 01 — PR (T1) ndo se enquadram nos valores, porém, pode-se
observar que os valores estdo proximos dos descritos por Loof (1991). Destaca-se
também que de acordo com o coeficiente de variacdo apresentado neste trabalho
(8,19%), houve uniformidade nos dados descritos.

Para o valor de V%, quando observada a média das populacdes, cinco destas
(Novo Sobradinho, Toledo — PR (NS), Terra Roxa — PR (TR), Fatima do Sul 1 — MS
(FS1), Nova Andradina — MS (NA) e Toledo 02 — PR (T1)) se enquadram nos valores
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descritos por Loof (1991), diferente de quando se observam os intervalos obtidos. Ao
serem observadas as populacées que nédo tiveram a média se enquadrando nos
valores descritos pelo autor, nota-se que os valores foram muito proximo aos
descritos pelo mesmo.

Outro fator relevante € que estes valores foram uniformes, apresentando
coeficiente de variacao de 4,77%. Dados semelhantes foram encontrados por Lira et
al. (2014), que ao analisarem 10 populacdes de P. coffea constataram coeficiente de
variacao de 3,7% para esta variavel, e também com Nguyen (2010), que relata um
coeficiente de variacdo de 3,1% nesta variavel ao estudar 10 populacdes da mesma
espécie no Vietna.

Café Filho e Huang (1988) realizaram um levantamento de Pratylenchus spp.
no Brasil e constataram que entre os parametros morfométricos analisados, os mais
estaveis foram a posicdo da vulva e o comprimento do estilete. Desta forma, o
comprimento do estilete e o valor de V%, por se apresentarem estaveis tanto neste
trabalho como em outros ja relatados, devem ser considerados como basicos na

taxonomia de P. brachyurus.

4.2 AGRUPAMENTO DAS POPULACOES DE P. brachyurus PELO TESTE DE
SCOTT-KNOTT

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados referentes ao agrupamento das
populacbes em relacdo as variaveis morfométricas analisadas. Na variavel
comprimento do corpo, verifica-se que as populagdes foram agrupadas da seguinte
maneira: Toledo 01 — PR (T1) e Santa Teresinha de Itaipu — PR (STI) ficaram no
mesmo grupo; as populacdes Santa Tereza do Oeste — PR (STO), Toledo 02 — PR
(T2), Fatima do Sul 2 — MS (FS2), Novo Sobradinho, Toledo — PR (NS), Nova
Andradina — MS (NA) e Fatima do Sul 1 — MS (FS1) em um segundo grupo e Terra
Roxa — PR (TR) em um terceiro grupo.

Em relacdo ao primeiro grupo, estas apresentaram o0s maiores valores, e
guando observado o hospedeiro, a populagao de Toledo 01 — PR (T1) foi isolada de

milho e a populacdo de Santa Teresinha de Itaipu — PR (STI) foi isolada de soja.
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Tabela 3 - Agrupamento pelo teste de Scott-Knott das popula¢gbes de Pratylenchus brachyurus. Novo
Sobradinho, Toledo — PR, milho (NS); Santa Terezinha de Itaipu — PR, soja (STI); Santa
Tereza do Oeste — PR, soja (STO); Terra Roxa — PR, soja (TR); Toledo 01 — PR, milho
(T1); Fatima do Sul 01 — MS, milho (FS1); Fatima do Sul 02 — MS, milho (FS2); Nova
Andradina — MS, milho (NA); Toledo 02 — PR, milho (T2).

Populagées  CC LC CE CEs CCa a b c V%

NS 6143b 330b 179c 91b 454b 185b 62a 124b 826D
ST 7696a 272b 205b 1315a 433b 284a 59a 179a 816b
STO 6369b 385a 224a 1433a 50,/b 168b 45c 132b 808b
TR 3M7c 177¢ 170c 1024b 372b 177b 30d 89c 841a
T 8276a 310b 221a 1647a 478b 271a 52b 179a 804b
F$1 5404b 307b 208b 140,7a 476b 177b 39c 119b 848a
FS2 6199b 405a 201b 1557a b542b 159b 41c 120b 812b
NA 6043b 311b 207b 1479a 505b 197b 41c 125b 859a
T2 6235b 347b 185c 1479a 686a 187b 44c 95c 842a

CC: comprimento do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do estilete; CEs: comprimento do
esbfago; CCa: comprimento da cauda; a= comprimento do corpo dividido pela maior largura;
b= comprimento do corpo dividido pelo comprimento do esbdfago; c= comprimento do corpo dividido
pelo comprimento da cauda; V%= distancia da extremidade anterior a vulva, como porcentagem do
comprimento total do corpo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel
de 5% de probabilidade.

Vérias culturas sdo parasitadas por P. brachyurus, recebendo destaque milho
e soja (FERRAZ, 2006), culturas que se comportam como suscetiveis a este
nematoide, o que, de acordo com Olowe e Corbett (1984), o comprimento do corpo é
maior quando se encontra em uma planta hospedeira mais suscetivel. Porém, a
populacdo de Terra Roxa — PR (TR) apresentou o menor valor em relacdo ao
comprimento do corpo e foi alocada no terceiro grupo, onde o hospedeiro desta
populacao foi soja, assim como a populacdo de Santa Teresinha de Itaipu — PR
(STI), que se encontra no primeiro grupo. Ao verificar os valores desta populacao, a
mesma apresenta um valor menor em relacdo a populacéo de Toledo 01 — PR (T1)
com o hospedeiro milho. Desta forma, pode-se concluir que h& variagbes em relacao
ao comprimento do corpo, porém, as analises revelaram que o comprimento do
corpo de nematoides da espécie P. brachyurus foi maior quando este foi isolado de
um hospedeiro suscetivel, como plantas de milho.

Ao se observar a largura do corpo, as populagcdes que apresentaram oS
maiores valores em relacdo ao comprimento ndo apresentaram a maior largura
(Toledo 01 — PR (T1) e Santa Teresinha de Itaipu — PR (STI)), e as popula¢gdes que
obtiveram os maiores valores foram de Santa Tereza do Oeste — PR (STO) e Fatima
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do Sul 2 — MS (FS2), ambas também sendo de hospedeiros diferentes. A populacéo
de Fatima do Sul 2 — MS (FS2) teve como hospedeiro milho, e assim como o
comprimento do corpo obteve um valor maior para esta varidvel quando comparada
a Santa Tereza do Oeste — PR (STO), que tem como hospedeiro soja.

Em relacdo ao comprimento do estilete, as populacdes Toledo 01 — PR (T1) e
Santa Tereza do Oeste — PR (STO) se enquadraram em um grupo apresentando os
maiores valores para esta variavel, novamente com hospedeiros diferentes.

A populagdo Terra Roxa — PR (TR) obteve o menor valor nas trés variaveis,
ou seja, comprimento do corpo, largura do corpo e comprimento do estilete. Ferraz
(1999) relata que tanto a forma dos bulbos basais do estilete quanto o seu
comprimento apresentam variagfes intraespecificas muito comuns. Doucet et al.
(1996) afirmam que ha também um grande nimero de variagfes quando analisadas
as variaveis morfométricas entre diferentes populacfes, e 0os autores sugerem que
estas variacfes podem ser influenciadas pelas plantas hospedeiras, isolamento
geografico e também pela temperatura.

Para comprimento do es6fago, as populacdes de Novo Sobradinho, Toledo —
PR (NS) e Terra Roxa — PR (TR) apresentaram valores inferiores em relacdo as
demais populacdes, sendo enquadradas em um grupo diferente. Na variavel
comprimento da cauda, somente a populacdo Toledo 02 — PR (T2) se apresentou
diferente das demais, sendo enquadrada em grupo a parte.

Para a variavel V%, as popula¢des de Terra Roxa — PR (TR), Fatima do Sul 1
— MS (FS1), Nova Andradina — MS (NA) e Toledo 02 — PR (T2) se enquadraram em
um grupo com o0s maiores valores em relacdo as demais populacdes. Observa-se
que, mesmo a populacdo de Terra Roxa — PR (TR) apresentando os menores
valores para as variaveis comprimento do corpo, largura do corpo e comprimento do
estilete, esta ficou agrupada com as populagdées que apresentam os maiores valores
em relacdo a variavel V%.

Verifica-se pelos agrupamentos acima apresentados que ha grande
variabilidade intraespecifica em relacdo as -caracteristicas morfométricas nas
populacbes analisadas, e destaca-se que varios fatores podem influenciar nestas

diferencas.
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4.3 CORRELACAO GENETICA ENTRE AS VARIAVEIS MORFOMETRICAS
ANALISADAS

As correlagbes genéticas entre as varidveis morfométricas analisadas estéo
apresentadas na Tabela 4. Verifica-se que em relacdo as variaveis comprimento do
corpo, largura do corpo, comprimento do eséfago e comprimento da cauda, com
excecao da variavel V%, todas as demais apresentaram interacdo. Na variavel

comprimento do estilete, ndo houve interagdo com comprimento da cauda e V%.

Tabela 4 - CorrelagBes genéticas das varidveis morfométricas analisadas nas populacbes de
Pratylenchus brachyurus.

(7] 403 =
Variaveis < ] ., 9 S
Morfométricas
ccC 0.47* 0,69* 0,62* 0,29* 0,72
LC 0,50* 0,55* 0,75* -0,49
CE 0,79* 0,03 -0.50
CEs 0,51* -0,15
CCa 010

CC: comprimento do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do estilete; CEs: comprimento do
esbfago; CCa: comprimento da cauda; V% = distdncia da extremidade anterior a vulva, como
porcentagem do comprimento total do corpo. *Significativo ao nivel de 1% pelo método de Bootstrap
com 1000 simulacgdes.

Pode-se observar que para todas as variaveis que apresentaram interacao
entre si houve grau de relacionamento positivo entre as mesmas, indicando que uma
variavel tem influéncia positiva sobre a outra. A principal causa da correlagédo
genética € o pleiotropismo, que € a propriedade na qual um gene afeta duas ou mais
caracteristicas, onde valores positivos indicam que os dois caracteres podem sofrer
alteracdes pelas mesmas causas ambientais (CRUZ e REGAZZI, 1994).

Conforme Callegari-Jacques (2003), o valor do coeficiente entre 0,60 e 0,90
indica forte correlagdo linear. Assim, entre as variaveis morfométricas comprimento
do corpo relacionada com comprimento do estilete e comprimento do esoéfago,
largura do corpo relacionada com comprimento da cauda, e comprimento do estilete
relacionado com o comprimento do es6fago, de acordo com os valores

apresentados, tem forte correlacao linear entre si.
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As variaveis morfométricas designadas como “a”, “b” e “c” nao foram
apresentadas, pois as mesmas sao relacdes corporais que dependem de valores de

outras variaveis, apresentando assim correlacédo entre tais caracteristicas.

4.4 DISSIMILARIDADE ENTRE AS POPULACOES DE P. brachyurus E
IMPORTANCIA DAS VARIAVEIS MORFOMETRICAS ANALISADAS

De acordo com as estimativas das distancias generalizadas de Mahalanobis
(D?) as populacdes que apresentaram maior dissimilaridade foram Terra Roxa — PR
(TR) e Toledo 01 — PR (T1), com D? = 53,7. As que apresentaram menor
dissimilaridade foram Fatima do Sul 1 — MS (FS1) e Nova Andradina — MS (NA) com
D?= 1,6 (Tabela 5).

Tabela 5 — Medidas de dissimilaridade entre as populacdes de Pratylenchus brachyurus com base
nas distancias generalizadas de Mahalanobis em relagdo as variaveis morfométricas
analisadas.

-
Populagses & & E 5 » @ S p
NS 346 186 331 471 209 142 219 139
STI 245 502 48 292 274 205 236
STO 203 261 43 43 57 110
TR 537 90 202 135 202
T1 296 327 197 27.8
FS1 75 16 93
FS2 84 64
NA 7.2

Novo Sobradinho, Toledo — PR, milho (NS); Santa Terezinha de Itaipu — PR, soja (STI); Santa Tereza
do Oeste — PR, soja (STO); Terra Roxa — PR, (soja) (TR); Toledo 01 — PR, (milho) (T1); Fatima do Sul
01 — MS, milho (FS1); Fatima do Sul 02 — MS, milho (FS2); Nova Andradina — MS, milho (NA); Toledo
02 — PR, milho (T2).

Verifica-se que as populacdes que apresentaram a maior dissimilaridade tem
hospedeiros diferentes, sendo soja para Terra Roxa — PR (TR) e milho para Toledo
01 — PR (T1), além de tipos de solos diferentes, sendo LATOSSOLO Vermelho
Distrofico e LATOSSOLO Vermelho Eutroférrico, respectivamente (SANTOS et al.,
2013). Em relacdo as populacdes que apresentaram a menor dissimilaridade, ambas
foram coletadas do mesmo tipo de solo (PLANOSSOLO Hidromorfico) (SANTOS et

al. 2013) e tem como hospedeiro milho. Desta forma, pode concluir-se que as
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populacdes que apresentam o mesmo hospedeiro e tipo de solo apresentam maior
similaridade entre si.

Na Tabela 6 é possivel verificar a contribuicdo relativa de cada variavel
morfométrica analisada entre as populacdes, de acordo com a estatistica S,

proposta por Singh (1981).

Tabela 6 — Estimativa da contribuicdo relativa de cada variavel morfométrica (S.j) para a divergéncia
genética entre as populacfes de Pratylenchus brachyurus com base na particdo do total

de D2

Variaveis Morfométricas S.j Percentual

Comprimento do Corpo 257,94 2547

Maior Largura do Corpo 139,79 13,64

Comprimento do Estilete 58,76 5,73

Comprimento do Eséfago 150,76 14,71

Comprimento da Cauda 44 14 4,30

a 146,04 14,25

b 146,56 14,30

c 56,58 5,52

V% 24,01 2,34

a= comprimento do corpo dividido pela maior largura; b= comprimento do corpo dividido pelo
comprimento do esbéfago; c= comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda; V% =
distancia da extremidade anterior a vulva, como porcentagem do comprimento total do corpo.

Observa-se que as variaveis comprimento do corpo e comprimento do
esbfago foram as principais responsaveis pela divergéncia genética entre as nove
populacées de P. brachyurus, contribuindo com 39,88%. A variavel largura do corpo
teve uma contribuicdo de 13,64%. As variaveis ‘a” e “b” apresentaram uma
contribuicdo de 28,55%, onde estas estdo relacionadas com as variaveis acima
mencionadas (comprimento do corpo, largura do corpo e comprimento do es6fago).

As variaveis comprimento do estilete, “c” e comprimento da cauda tiveram
uma contribuicdo de 15,55%, e a variavel V% apresentou apenas 2,34% de
contribuigao.

45 AGRUPAMENTOS PELOS METODOS DE TOCHER E UPGMA
Pelo método de agrupamento de Tocher (original), as nove populagdes foram

divididas em quatro grupos. O grupo | reuniu cinco populacdes, sendo Fatima do
Sul 1 — MS (FS1), Nova Andradina — MS (NA), Santa Tereza do Oeste — PR (STO),
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Fatima do Sul 2 — MS (FS2) e Toledo 02 — PR (T2); o grupo Il reuniu duas
populacdes correspondendo a Santa Teresinha de Itaipu — PR (STI) e Toledo 01 —
PR (T1); e os grupos lll e IV com apenas uma populacdo cada, sendo Novo
Sobradinho, Toledo — PR (NS) e Terra Roxa — PR (TR), respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 - Agrupamento pelo método de Tocher das populacdes de Pratylenchus brachyurus com
base na dissimilaridade expressa pela distdncia generalizada de Mahalanobis estimada
a partir das variaveis morfométricas.

Grupos Populagoes
I Fatima do Nova Santa Fatimado  Toledo 02 - PR
Sul1-MS Andradina — Tereza do Sul 2 - MS
MS Oeste — PR

Il Santa Toledo 01 - PR
Terezinha de
Itaipu — PR

1] Novo
Sobradinho,
Toledo — PR

AV Terra Roxa —
PR

Utilizando e método da ligacdo média entre grupos (UPGMA), também foram
originados quatro grupos, onde as populacdes de cada grupo foram as mesmas

obtidas pelo agrupamento de Tocher (original) (Figura 4).
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Figura 4 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA representando a similaridade das populacdes
de Pratylenchus brachyurus. Novo Sobradinho, Toledo — PR, milho (NS); Santa Terezinha
de ltaipu — PR, soja (STI); Santa Tereza do Oeste — PR, soja (STO); Terra Roxa — PR,
soja (TR); Toledo 01 — PR, milho (T1); Fatima do Sul 01 — MS, milho (FS1); Fatima do Sul
02 — MS, milho (FS2); Nova Andradina — MS, milho (NA); Toledo 02 — PR, milho (T2).
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Bertan et al. (2006) constataram fato semelhante ao estudarem métodos de
agrupamento para representar a distancia morfolégica entre acessos de trigo. Os
autores verificaram que o método UPGMA e Tocher (original) apresentaram
resultados similares na representacdo dos genotipos mais divergentes.

De acordo com os dados apresentados anteriormente em relacdo a
dissimilaridade de acordo com as estimativas das distancias generalizadas de
Mahalanobis, observa-se que as populagbes que apresentaram maior
dissimilaridade estdo em grupos diferentes (Terra Roxa — PR (TR) e Toledo 01 — PR
(T1)), e as que apresentaram menor dissimilaridade estdo no mesmo grupo (Fatima
do Sul 1 — MS (FS1) e Nova Andradina — MS (NA)). Em relacédo aos hospedeiros, 0
grupo em que estas populacdes estdo incluidas € predominante milho, onde
somente a populacédo de Santa Tereza do Oeste — PR (STO) teve como hospedeiro
soja. Desta forma, pode-se concluir que a maior similaridade entre as populacdes de

P. brachyurus ocorre quando estas possuem o mesmo hospedeiro.

4.6 DIVERGENCIA GENETICA PELA ANALISE DE VARIAVEIS CANONICAS

Em relacdo aos resultados obtidos quando se utiliza a técnica de variaveis
candnicas, na Tabela 8 sdo apresentados os valores das estimativas das variancias
(autovalores), variancia acumulada e dos coeficientes de ponderacdo associados
(autovetores).

Observa-se gue com a utilizacdo das variaveis VCi1, VC2 e VCs foi possivel
explicar 88,01% da variabilidade entre as populagdes, sendo 53,86% relativo a VCi,
24,13% a VC2 e 10,02% a VCs. A importancia relativa de cada variavel canodnica &
também dada pela razdo entre a variancia por ela explicada e o total da variancia
disponivel. Uma vez que ha nas primeiras varidveis a concentracdo de grande
proporcdo da variancia total, em geral referenciada como acima de 80%, é viavel o
estudo da divergéncia genética por meio de distancias geométricas em graficos de
disperséo, cujas coordenadas sao escores relativos as primeiras variaveis candnicas
(CRUZ e REGAZZI, 1994).



29

Tabela 8 — Variancias das variaveis canfnicas obtidas a partir varidveis morfométricas mensuradas
nas populac8es de P. brachyurus e importancia relativa das variaveis analisadas.

Variavel Variancia Variavel Coeficiente de ponderagao associado a:

candnica (Autovalor) acumulada(%) cC LC CE CEs Ccca . b - V%
Ve, 5,41 53,86 o067 -062 -016 053 -015 015 -0,28 009 -0,15
VC, 2,42 77,99 0,35 014 -043 -043 009 0,11 0,64 0,01  -0,26
VC; 1,01 88,01 0,51 0,66 0,51 009 -002 015 -0,09 002 -0,09
VvC, 0,61 94,09 017 -022 054 -045 -055 -005 023 -020 -0,16
VCs 0,38 97,88 032 013 -019 -005 -019 069 -029 012 -046
VCs 0,11 98,99 0,01 -012 017 -002 -0,00 056 0,29 0,35 0,65
VC, 0,09 99,92 0,11 -012 031 -044 057 012 -015 052 -023
VCq 0,01 100 -0,09 -0,08 0,11 058 -019 -0,15 043 051 -0,35
VG, 0,00 100 -0,07 -025 029 028 052 032 027 -053 -0,22

CC: comprimento do corpo; LC: largura do corpo; CE: comprimento do estilete; CEs: comprimento do
esbfago; CCa: comprimento da cauda; a= comprimento do corpo dividido pela maior largura; b=
comprimento do corpo dividido pelo comprimento do es6fago; c= comprimento do corpo dividido pelo
comprimento da cauda; V%= distancia da extremidade anterior a vulva, como porcentagem do
comprimento total do corpo.

De acordo com Shimoya et al. (2010), a andlise das variaveis candnicas
permite o descarte daquelas caracteristicas que contribuiram pouco para a
variabilidade genética, onde sdo descartadas aquelas caracteristicas que
apresentaram o maior coeficiente de ponderacdo nas variaveis canbnicas menos
importantes. Cruz e Regazzi (1994) relatam que neste tipo de analise consideram-se
de menor importancia aqueles caracteres que sao relativamente invariantes ou que
apresentaram redundancia, ou seja, estdo representados por outros caracteres, cuja
correlacdo é elevada. Quando avaliados em conjunto, na analise multivariada, tais
diferencas individuais se tornam redundantes, uma vez que esses caracteres estao
representados indiretamente por outros (RIBEIRO et al., 1999).

A variavel morfolégica comprimento do eséfago e a variavel “c” apresentaram,
respectivamente, os maiores coeficientes de ponderacdo na oitava e nona variaveis
candnicas apresentadas, onde desta forma sdo as caracteristicas que contribuiram
menos para a variabilidade genética. De acordo com os resultados ja apresentados
pela estatistica S.j proposta por Singh (1981), a variavel comprimento do es6fago

apresentou 14,71% de contribuicdo pela variabilidade genética e “c” 5,52%, ficando
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atras das variaveis comprimento da cauda com 4,30% e V%, que apresentou apenas
2,34% de contribuicao.

Desta forma, recomenda-se o descarte das caracteristicas comprimento da
cauda, “c” e V% em futuros trabalhos que visem a analise da variabilidade genética

“n

entre populacdes de P. brachyurus. Em relagéo a variavel “c”, nota-se que a mesma
esta relacionada com o comprimento da cauda, pelo fato de ser uma relacdo
corporal designada pelo comprimento do corpo dividido pelo comprimento da cauda.

De acordo com o gréafico de dispersao (Figura 5), observou-se a formacéo de
qguatro grupos entre as populacdes analisadas, onde os grupos sdo formados pelas
mesmas populacdes ja relatadas neste trabalho de acordo com o agrupamento de

Tocher (original) e método da ligacdo média entre grupos (UPGMA).

"

vC 2 ‘ 13

. vVC3

Figura 5 — Dispersao gréafica dos escores em relagdo as trés primeiras variaveis candnicas mais
importantes para as populacdes de P. brachyurus analisadas no presente trabalho. 1)
Novo Sobradinho, Toledo — PR, milho (NS); 2) Santa Terezinha de Itaipu —PR, soja (STI);
3) Santa Tereza do Oeste — PR, soja (STO); 4) Terra Roxa — PR, soja (TR); 5) Toledo 01
— PR, milho (T1); 6) Fatima do Sul 01 — MS, milho (FS1); 7) Fatima do Sul 02 — MS,
milho (FS2); 8) Nova Andradina — MS, milho (NA); 9) Toledo 02 — PR, milho (T2).

A dispersao grafica dos escores apresentados na Figura 5 pode ser utilizada
para interpretacdo da divergéncia genética entre as populacdes (RIBEIRO et al.

1998). Assim, pode-se identificar como menos divergentes entre si as populacdes de
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Fatima do Sul 1 — MS (FS1), Nova Andradina — MS (NA), Santa Tereza do Oeste —
PR (STO), Fatima do Sul 2 — MS (FS2) e Toledo 02 — PR (T2), e como mais
divergente a populacdo de Terra Roxa — PR (TR), principalmente em relagédo a
Toledo 01 — PR (T1). De acordo com as estimativas das distancias generalizadas de
Mahalanobis (D?), as populac¢des de Fatima do Sul 1 — MS (FS1) e Nova Andradina
— MS (NA) que se encontram nO mesmo grupo apresentaram a menor
dissimilaridade (menos divergentes) e as populacdes de Terra Roxa — PR (TR) e
Toledo 01 — PR (T1) apresentaram a maior dissimilaridade (mais divergentes).
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5 CONCLUSOES

Pelos dados obtidos no presente trabalho pode-se concluir:
1) Ha grande variabilidade intraespecifica em relacdo as caracteristicas
morfométricas nas populacdes de P. brachyurus analisadas, e vérios fatores podem
influenciar nestas diferencas, em destaque hospedeiros e isolamento geografico.
2) As variaveis morfométricas comprimento do corpo, largura do corpo, comprimento
do es6fago e comprimento da cauda apresentaram correlacado genética positiva com
as variaveis analisadas, com excec¢do da variavel V%. A varidvel comprimento do
estilete ndo apresentou correlacdo com as variaveis comprimento da cauda e V%.
3) As populacdes que apresentaram maior dissimilaridade foram as de Terra Roxa —
PR e Toledo 01 — PR, e as que apresentaram menor dissimilaridade foram as de
Fatima do Sul 1 — MS e Nova Andradina — MS. Em relacdo a contribuicdo relativa
das variaveis analisadas, comprimento do corpo e comprimento do esdfago foram as
principais responsaveis pela divergéncia genética entre as populacdes de P.
brachyurus.
4) As populacdes foram agrupadas em quatro grupos, sendo Fatima do Sul 1 — MS,
Nova Andradina — MS, Santa Tereza do Oeste — PR, Fatima do Sul 2 — MS e Toledo
02 — PR no grupo I; grupo Il com as populacdes de Santa Teresinha de Itaipu — PR e
Toledo 01 — PR; grupo Il com Novo Sobradinho, Toledo — PR; e grupo IV com Terra
Roxa — PR.
5) Recomenda-se que variaveis comprimento da cauda, “c” e V% nao sejam

consideradas em futuros trabalhos que visem a analise da variabilidade genética.
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