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“‘Nao sao os mais aptos nem os mais inteligentes os que
sobrevivem, mas os que se adaptam melhor as mudancgas”

Charles Darwin

“Crescimento significa mudanga, e toda mudanga implica risco
de passar do conhecido ao desconhecido”

George Shinn

“O que vale na vida nao é o ponto de partida e sim a caminhada.
Caminhando e semeando, no fim teras o que colher”

Cora Coralina
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RESUMO
O principal problema fitossanitario da cultura da goiabeira em nosso pais € a
meloidoginose, causada por Meloidogine enterolobii Yang e Eisenback (= M.
mayaguensis). A sua incidéncia resulta em acentuada queda de produtividade e,
na maioria das vezes, a morte das plantas em médio prazo. Em geral, as
melhores chances de sucesso no controle de M. enterolobii estdo no uso de
materiais resistentes, os quais podem ser obtidos pelo melhoramento genético.
Varios estudos sobre a resisténcia de goiabeiras e aragazeiros a este patdgeno
ja foram realizados, nos quais uma vasta gama de métodos e critérios foram
utilizados para se classificar os genétipos. Entretanto, até o presente ndo foram
encontrados gendtipos de goiabeiras resistentes a M. enterolobii. Visando o
controle do nematoide em questéo, objetivou-se nesta pesquisa contribuir para
identificagdo de fontes de resisténcia em goiabeira Psidium guajava L,
aracazeiro Psidium sp. e outras espécies da familia Myrtaceae. Séao trés os
artigos cientificos que compdem esta Tese de Doutorado no Programa de Pos-
Graduacado em Agronomia — Melhoramento Genético de Plantas, da UFRPE. O
primeiro artigo teve como objetivo avaliar diferentes niveis de inoculo de M.
enterolobii, épocas de avaliacdo e comparar dois niveis de substratos, em
screenings de Psidium spp. As avaliagbes ocorreram aos 30 (E1), 60 (E2), 90
(E3), 120 (E4) e 150 (E5) dias apos a inoculagao, em dois recipientes com
volumes diferentes (R1 e R2), quatro niveis de inéculo (I1, 12, I3 e 14), com seis
repeticdes. Cada parcela experimental foi constituida por uma planta, totalizando
240 parcelas, as quais foram delineadas inteiramente ao acaso. De acordo com
os resultados obtidos, pbéde-se concluir que a avaliagdo dos testes de
parasitismo de Meloidogyne enterolobii em Psidium spp., podem ser efetivados
usando-se um numero menor de inéculo (2000 ovos/planta), em um periodo de
apenas trés meses, agilizando assim os resultados das pesquisas com esse
patégeno. O segundo artigo teve os seguintes objetivos: (1) Observar a
organizagao e conservagao dos genomas mitocondriais de espécies de
fitonematdides depositadas em bancos de dados publicos e (2) Realizar analises
filogenéticas entre espécies de fitonematdides com base em sequencias de
genes mitocondriais (Cox1) e nucleares (rRNA 28s) e concluiu-se que as arvores
filogenéticas das espécies de fitonematoides revelaram consisténcia com a

proposta de classificagcdo em nivel familia. Com base nos resultados das

xii



analises filogenéticas, recomenda-se a inclusdo da espécie a divisdo da familia
Pratylenchidae ou a remogao das espécies do género Radopholus e inclusao
destas na familia Hoplolaimidae. Observa-se claramente o parafiletismo dentro
do género Heterodera, para qual os marcadores utilizados podem nao ter
resolucéo suficiente para basear a classificacdo deste grupo. O terceiro artigo
teve como objetivo avaliar a resposta de gendtipos das espécies Psidium
guineense e Eugenia uniflora ao parasitismo do nematoide M. enterolobii. Ao
final da avaliagdo um gendtipo de P. guineense e todos os 10 gendtipos de E.
uniflora demonstraram resisténcia ao patégeno o que abre a possibilidade para
0 seu uso como porta enxerto para variedades comerciais ou cultivo em areas

infestadas para a reducao da populagado do nematoide no solo.

Palavra-chaves: Analise in silico, Myrtaceae, nematoides, goiaba, araca,
mtDNA
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ABSTRACT
The main phytosanitary problem of the guava crop in our country is

meloidoginose, caused by Meloidogine enterolobii Yang and Eisenback (= M.
mayaguensis. Its incidence results in a marked drop in productivity and, in most
cases, the death of plants in medium-term. In general, the best chances of
success in the control of M. enterolobii are in the use of resistant materials, which
can be obtained by genetic improvement. Several studies have already been
carried out on the resistance of guava tree and araca tree about this pathogen,
in which a wide range of methods and criteria were used to classify the
genotypes. However, up to the present no guava genotypes resistant to M.
enterolobii have been found. In order to control the nematode in question, the
objective of this research was to contribute to identify sources of resistance in
guava Psidium guajava L., Psidium sp. and other species of the family Myrtaceae.
The three scientific articles that compose this PhD thesis in the Graduate
Program in Agronomy - Genetic Improvement of Plants, at UFRPE, they were
developed with the intention of contributing to the identification of resistance
sources in species of Myrtaceae that may serve in the future as rootstock for
commercial guavas. The first article had as objective to evaluate different levels
of inoculum of M. enterolobii, times of evaluation and to compare two levels of
substrates, in screenings of Psidium spp. The evaluations occurred at 30 (E1),
60 (E2), 90 (E3), 120 (E4) and 150 (E5) days after inoculation, in two containers
with different volumes (R1 and R2), four levels of inoculum I1, 12, 13 and 14) with
six replicates. Each experimental plot consisted of one plant, totaling 240 plots
which were delineated in DIC (completely randomized). According to the results
obtained, it was concluded that the evaluation of parasitism tests of Meloidogyne
enterolobii in Psidium spp can be carried out using a smaller number of inoculum
(2000 eggs / plant) in a period of only three months, thus streamlining the results
of the research with this pathogen. The second article had the following
objectives: (1) To observe the organization and conservation of mitochondrial
genomes of phytonematous species deposited in public databases; and (2) To
carry out phylogenetic analyzes among species of phytonematodes based on
sequences of mitochondrial genes (Cox1) and nuclear genes (rRNA 28s). it was
concluded that the phylogenetic trees of the phytonematoid species showed

consistency with the classification proposal at the family level. Based on the
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results of the phylogenetic analyzes, the inclusion of the species in the family
Pratylenchidae or removal of species of the genus Radopholus and inclusion of
these species in the family Hoplolaimidae is recommended. It is clearly observed
the paraphyletic inside the genus Heterodera, which the markers used may not
have sufficient resolution to base the classification of this group. The third article
had as objective to evaluate the genotype response of the species Psidium
guineense and Eugenia uniflora to the nematode parasitism M. enterolobii. At the
end of the evaluation, one P. guineense genotype and all 10 E. uniflora genotypes
showed resistance to the pathogen. This opens the possibility for its use as
rootstock for commercial varieties or cultivation in infested areas for the reduction

of the nematode population in the soil.

Key words: In silico analysis, Myrtaceae, nematoids, guava, araca, mtDNA
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ROSSITER, J. G. de A. Gendmica comparativa e filogenia de espécies de fitonematsides e...

1. INTRODUGAO

A agricultura representa cerca de 20% da balanga comercial brasileira,
participando com aproximadamente um trilhdo de reais do Produto Interno Bruto
(PIB), contribuindo com 41% das exportagdes do Brasil e empregando, direta e
indiretamente, entre 25 e 30 milhdes de pessoas, cerca de 30% da populagéo
economicamente ativa (Menten, 2014). Neste cenario, a fruticultura nacional
apresenta importancia crescente em fungcdo da ampla variedade de espécies
cultivadas em todas as regides do pais, nas mais diversas condi¢cdes
edafoclimaticas, tendo a regido Sudeste como principal polo de produgéo, em
ambito nacional. Em 2015, foi firmado um acordo de R$ 5,2 milhdes entre a
Associagao Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frutas e Derivados —
Abrafrutas, com a Agéncia Brasileira de Promocdo de Exportagdo e
Investimentos — Aprex-Brasil, em agbes de promogdes comerciais para a
capacitacdo de empresas em exportacao de frutas frescas e derivados, o que
garante um mercado promissor na fruticultura (Abrafrutas, 2016).

O submédio do Vale do Sao Francisco, polo de Juazeiro-Petrolina, € uma
regido que tem sua economia centrada na fruticultura irrigada, destacando-se
principalmente na produgdo de mangas (Mangifera indica) e uvas (Vitis spp.) e
uvas, tanto para mercado interno quanto para exportacdo. No entanto, outras
espécies, embora em menor proporgao, sdo também cultivadas, a exemplo da
goiabeira, do maracujazeiro, da aceroleira, além de outras fruteiras (Silva et al.,
2016). A referida regiao possui condigbes edafoclimaticas excepcionais para a
fruticultura irrigada intensiva, sendo atualmente € o principal polo de produgao
de frutas da América Latina, respondendo por 50% das exportacdes brasileiras
de frutas e por 95% das exporta¢cdes de manga e uva (Reetz et al., 2015).

O Brasil € um dos quatro maiores produtores mundiais de goiaba (FAO
2015), sendo ela uma das frutas mais produzidas, possuindo uma area plantada
de 15.231 hectares e uma produtividade de 345.332 ton/ano™' (IBRAF 2014). A
goiabeira é uma das culturas considerada como alternativa rentavel para os
pequenos produtores (Souza et al., 2008), com a maior parcela dos frutos
produzidos destinada a industrializagdo (Natale et al., 2009). A goiaba de polpa
vermelha se destaca entre as frutas, por ser considerada fonte natural de

compostos antioxidantes para a populagao, apresentando em 100 gramas de
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polpa 159,8 mg de compostos fendlicos, 85,9 mg de vitamina C e 6999,3 ug de
licopeno (Oliveira et al., 2011). Esses dados sugerem que deve ser estimulada
a sua inclusao frequente na dieta humana.

Um dos principais fatores que tem limitado a produgdo de goiaba é a
ocorréncia do nematoide-das-galhas Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback
(Sin.: M. mayaguensis Rammah e Hirschmann), gerando sérios prejuizos
econbmicos em varias areas de cultivo (Pereira et al., 2009), tendo seus
primeiros relatos nos municipios de Petrolina (PE), Curaga e Manigoba (BA),
segundo Carneiro et al. (2001).

No decorrer dos ultimos anos, este patdégeno foi relatado em todas as
regioes brasileiras, e vem causando a erradicagao dos pomares de goiabeira nas
principais regides produtoras do Pais (Sudeste e Nordeste). A caréncia de
estratégias de manejo eficazes para o controle de M. enterolobii, vem
descapitalizando os produtores, destruindo, em alguns casos, totalmente os
pomares (Pereira et al., 2009, Martins et al., 2013).

Com a grande velocidade de disseminagao e ampla gama de hospedeiros
de M. enterolobii, estratégias de manejo integrado de pragas (MIP) eficazes para
seu controle elevam os custos de produgédo. Uma estratégia muito eficiente € a
resisténcia genética de plantas, que pode ser recessiva, dominante ou aditiva,
sendo conferida por um ou mais genes (Williamson and Roberts, 2009). A fungéo
do(s) gene(s) de resisténcia é interromper alguma etapa do ciclo de vida dos
nematoides, por meio de barreiras fisicas, repelentes, toxinas ou outras
substancias de defesa da planta (Williamson and Hussey, 1996).

Considerando que o Brasil é o centro de origem de varias espécies de
aragas (Psidium spp.), ha a possibilidade de identificacdo de individuos com
resisténcia a M. enterolobii, compativeis geneticamente com gendtipos de
goiaba, os quais poderiam ser usados como porta-enxertos das goiabeiras
comerciais. A enxertia € um método de propagacéo confiavel, pois ndo causa
impactos ambientais negativos e podera viabilizar novamente o cultivo das
goiabeiras comerciais, todas até entdo suscetiveis ao M. enterolobii, em areas
infestadas pelo nematoide em questdo (Chiamolera, 2018).

Em abril de 2019, a Embrapa Semiarido, apés 10 anos de pesquisa,

lancou a cultivar BRS Guaraca, uma planta hibrida resistente ao nematoéide M.
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enterolobii, que mistura caracteristicas de goiabeira e de aragazeiro, para ser
utilizada como porta-enxerto (Embrapa, 2019).

A bioinformatica tem derivado diversos ramos de pesquisa, inicialmente,
a partir da genbmica que estuda o DNA, posteriormente, transcriptomica
envolvida com pesquisas na transcricdo do RNA, a protedmica que responde
pelos estudos do conjunto das proteinas e metabolémica relativo aos substratos
e subprodutos das reagdes enzimaticas (Malajovich, 2012). Essas ramificagbes
fazem com que métodos de andlise in silico propiciem conhecimento de
estruturas moleculares que se relacionam as atividades biolégicas (Borém and
Fristche-Neto, 2013).

Analises in silico podem contribuir para a identificacdo, caracterizagcao
estrutural e funcional de sequéncias gendmicas, além de possibilitar a predigao
de estruturas e fungdes de proteinas (Borém and Fristche-Neto, 2013). Este tipo
de experimentacdo representa uma alternativa de baixo custo para estudos
sobre fungdes bioldégicas com modelos computacionais bastante precisos,
quando comparados com as condi¢des naturais, e mais especificamente, podem
auxiliar na busca de genes ligados ao parasitismo e a resisténcia nas espécies
hospedeiras (Darabi and Seddigh, 2015, Feng et al., 2015, Han et al., 2015,
Vatansever et al., 2016, Moraes Filho and Martins, 2016).

Os objetivos desta pesquisa foram: identificar genétipos de goiabeira e de
aracazeiro resistentes a M. enterolobii, com vistas a utilizacdo como porta-
enxertos compativeis com as variedades comerciais de goiabeira; indicar
dosagem eficiente de indculo para desenvolvimento do parasitismo e estudar as
relagdes filogenéticas entres fitonematdide com bases em sequencias de DNA

mitocondrial referentes a organizagao e conservagao dos genes mitocondriais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Familia Myrtaceae e o género Psidium

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies
de arvores e arbustos que se distribuem por todos os continentes, a excecao da
Antartica, mas com nitida predominancia nas regides tropicais e subtropicais do

mundo (Marchiori and Sobral, 1997). Todas as mirtaceas brasileiras estao
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incluidas na Tribo Myrteae (Wilson et al., 2005), representada por
aproximadamente 1.000 espécies.

Quatro sédo os géneros da familia Myrtaceae que englobam fruteiras de
importancia econOmica: Eugenia, Acca, Myrciaria e Psidium (Manica et al.,
2001). No género Psidium, estao agrupadas cerca de 100 espécies (Govaerts et
al., 2008), sendo a goiabeira (P. guajava L.) a espécie de maior interesse
econdmico, mas destacando-se também outras espécies, como P. cattleyanum
Sabine e P. guineense Swartz, conhecidas popularmente como aragazeiros
(Bezerra et al., 2006).

Considerando a importancia econdmica das mirtaceas, varias espécies
sao utilizadas na alimentagdo, fornecem madeiras, possuem propriedades
medicinais e potencial ornamental. Entre as espécies apreciadas por seus frutos
temos a goiaba (P. guajavaL.), a uvaia (E. uvalha L. e E. pyriformes L.), a pitanga
(E. uniflora L.), o araga (Psidium spp.) a cerejeira (E. bracteata Vell.), o jambo
(Syzygium jambos (L.) Alston), além da jaboticaba (Plinia cauliflora L.) e do
cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), também utilizadas na
fabricag&o de licores (Chiamolera, 2015).

Segundo Costa (2009), o género Psidium esta amplamente distribuido em
toda a regido neotropical, constituido por espécies que ocorrem nos mais
diferentes biomas e sujeitas as mais diferentes pressdes ambientais, que
ocasionam grande plasticidade fenotipica, dificultando a identificagdo e
delimitagdo de suas espécies. Existem trés grandes centros aparentes de
diversidade para o género Psidium: Oeste das indias Ocidentais; Sul do Brasil e
Paraguai; e Norte da América do Sul, incluindo Peru, Venezuela e as Guianas.
Essas trés areas apresentam uma ampla classe de habitats naturais, e esse
grande numero de espécies presentes pode ser resultado da adaptagao a esses
habitats (Soares-Silva and Proencga, 2008).

No género Psidium, a goiabeira (P. guajava) se destaca principalmente
pelas caracteristicas de seus frutos, elevado teor de vitamina C e boa aceitacéo
pelos consumidores, tanto in natura quanto na forma processada, como doces,
geleias e sucos. Quanto as espécies de aracazeiro, as que despertam maior
interesse para exploragdo comercial sdo P. cattleyanum Sabine e P. guineense

Swartz, devido as caracteristicas de seus frutos, que sédo apreciados pelas
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populacdes onde essas espécies ocorrem na forma nativa, estando presentes
em diferentes ecossistemas (Bezerra et al., 2006).

Outras espécies do género Psidium sdo também encontradas em diversas
regides do Brasil, como P. acutangulum, P. guyanense e P. riparium que ocorrem
na transicdo com a floresta amazébnica; P. striatulum que ocorre na Bacia
Amazénica e também na Bacia do Rio da Prata; P. rufum e P. myrtoides sao
espécies florestais que ocorrem na Floresta Atlantica e em matas de galeria da
regiao sul do Cerrado e P. oligospermum é uma espécie que ocorre na transicao

com a caatinga (Brandao et al., 2002).

2.2 A Cultura da Goiabeira

A goiabeira (P. guajava) é originaria das Ameéricas, da zona compreendida
entre os tropicos, com provavel centro de origem entre o sul do México e o norte
da América do Sul (Pereira et al., 2003).

Os maiores produtores mundiais de goiaba sdo India, Paquistéo, Brasil,
Colémbia e México (Pommer and Murakami, 2009). O Brasil, é o terceiro maior
produtor mundial com cerca de 40 milhdes de toneladas anuais de frutos,
contribuindo com aproximadamente 6% da produgéo, mas participa com apenas
2% das exportagdes mundiais (Fachinello et al., 2011). A goiabeira é cultivada
em quase todo o territério, sendo que as regides Sudeste e Nordeste destacam-
se como as maiores produtoras. Nos ultimos 20 anos, o setor fruticola brasileiro
vem mudando seu foco, investindo em tecnologias de produgédo para aumentar
o rendimento e melhorar a qualidade das frutas, como na Regido do Vale do Rio
Sao Francisco, em que, manga, uva e goiaba sao as principais frutas da balanga
comercial local (Bustamante, 2009).

O fruto é rico em zinco, fibras, niacina, licopeno, além de conter teores
elevados de sais minerais, acido félico e vitaminas A e do complexo B
(Choudhury et al., 2001). A goiaba in natura, quando incluida na dieta humana,
€ importante fonte de vitaminas (especialmente vitamina C) e minerais, no
entanto, as caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas dos frutos sao
variaveis em funcéo da cultivar, das condigdes edafoclimaticas, das praticas de

manejo, do estadio de maturagao, da conservagao pos-colheita, entre outras. Na
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medicina popular € usada na prevencao de diversas doencgas (Shami and
Moreira, 2004, Souza et al., 2011, Flores et al., 2015).

Em relacédo a comercializagdo de goiaba, considerando somente frutos in
natura, estes corresponderam a aproximadamente 0,000008% do produto
interno bruto (PIB) do Brasil, o qual atingiu o montante de R$ 4,84 trilhdes em
2013. Somente as regides Sudeste e Nordeste concentraram 86,9% da area
plantada, 91,3% do total produzido e 87,4% do valor bruto da produgéo. Em nivel
estadual, Sao Paulo e Pernambuco, principais polos na cadeia produtiva da
goiaba, juntos foram responsaveis por 51,6% da area cultivada, 69,1% da
producgao e 67,4% do valor gerado pela comercializagao dos frutos, e ambos os
Estados, detém uma produtividade, aproximadamente, duas vezes maior em
comparacgao a média brasileira (IBGE, 2013).

As variedades de goiabeira diferem, entre si, em diversos aspectos, como:
formato de copa (algumas mais eretas outras mais esparramadas),
produtividade, época de producédo (precoce, meia estacédo e tardia), numero,
tamanho e formato de fruto, além da coloracdo da polpa. As variedades
diferenciam-se, também, quanto ao destino da producdo, podendo ser para
consumo in natura ou para industria (produgdo de polpa ou produgado de
compota). As principais cultivares de goiabeiras plantadas no Brasil sdo Ilwao,
Kumagai, Ogawa (1, 2 e 3), Paluma, Pedro Sato, Pentecoste, Rica, Sassaoka,
Século XXI e White selection of Florida (Gonzaga Neto, 2007). Informacdes a

cerca dessas variedades podem ser onservadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais cultivares de goiabeiras plantadas no Brasil. UFRPE, Recife-

PE, 2019
Caracteristicas dos Frutos Melhoramento Genético
Variedades F Textura Coloragao
ormato Peso d
acasca da polpa
w30 arredondado 350 a levemente e Selecionada e fixada por produtores
aoblongo 400g rugosa de Carlépolis/PR
Kumagai ovaladoa 300a lisaa vermelhae Obtida por selegcdo efetuada por
arredondado 400g rugosa branca produtores em Valinhos/SP
Obtida por produtores de
o o 300 a Seropédica/RJ, por cruzamento entre
gawan°1 oblongo 350 rugosa branca :
g goiaba comum vermelha, e uma
cultivar denominada ‘Ceara’.
300 a lisa a Selecionada por produtores de
Ogawan®2 oblongo 400 vermelha Seropédica/ RJ, por cruzamento com
g rugosa o
a Ogawan° 1.
Selecionada por produtores de
Ogawa n° 3 arredondado %%%a lisa rosada Serepiesy RJO’ 20 SO
g entre Ogawa n° 1, vermelha e a
Ogawa n° 2.
Selegdo massal efetuada pela
oblongo 150 a Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Paluma levemente 300 rugosa vermelha Veterinarias de Jaboticabal/SP em
ovalado 9 populagao segregante de polinizagao
aberta de Rubi-Supreme.
Selecionada por produtores a partir
de pomares constituidos por plantas
Pedro Sato ot?lpngoa ez rugosa rosada ropagadas or sementes
g propag p ;
piriforme 300g .
provavelmente de ‘Ogawa vermelha
n° 1’, em Nova Iguagu/RJ.
Selecionada a partir de uma colegao
de trabalho formada com mudas
Pentecoste piriforme 150 a lisa amarela provenientes  de  sementes e
200g implantadas pelo IPA, na Estacao
Experimental Pogo da Cruz, em
Ibimirim/PE
Selegdo massal realizada em
Rica ovaladoa 100a rugosa  vermelha plantulas de polinizagdo aberta de
piriforme 250g Supreme em Jaboticabal/SP
(UNESP)
Sassaoka achatadoa 300a rugosa rosada clara Originada de wuma plantula de
globoso 400g vermelha comum, em Valinhos/SP.
Século XXI  oblongo 150 a rugosa réseo— Obtida de cruzamento controlado
250g avermelhada entre Supreme-2 e Paluma (UNESP)
Selecionada a partir de uma colegao
. de trabalho formada com mudas
White .
selection of arredondado 130a rugosa branca _provenlentes de sementes e
200g implantadas pelo IPA, na Estacao

Florida

Experimental em

Ibimirim/PE

Poco da Cruz,

2.3 Aspectos gerais dos aragazeiros

O género Psidium apresenta cerca de 100 espécies, dentre as quais se

destacam a goiabeira e varias espécies de aragazeiros (Pereira, 1995, Sobral et

al., 2016). Embora outros géneros de Myrtaceae incluam espécies vulgarmente
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conhecidas como aragazeiros, geralmente de frutos comestiveis, P. cattleianum
e P. guineense sao as principais espeécies pertencentes ao género Psidium, e
sdo muito variaveis em seus aspectos morfoldgicos, principalmente quanto aos
frutos (Pommer et al., 2013).

Segundo Pio Correa (1984), a palavra “Araga” vem do Tupi Guarani e
significa “fruto que tem olhos”. Sao arbusto que pode atingir de 1 a 3 m de altura,
que ocorre na costa atlantica brasileira, desde a Bahia até o nordeste do Uruguai,
principalmente em solos umidos de matas ciliares e capoeiras (Marchiori and
Sobral, 1997; Brandao et al., 2002), com copa arredondada e cheia, que podem
ser cultivados em jardins residenciais e vasos grandes. Os ramos tém casca
acastanhada a cinza que se desprende em placas finas. Sdo plantas de
crescimento moderado que resistem a geadas, vegetam bem em qualquer
altitude. O solo pode ser profundo, bem drenado e até pedregoso, com boa
fertilidade natural ou ndo. O fruto do aragazeiro tem sabor que lembra um pouco
o da goiaba, embora seja ligeiramente mais acido e de perfume mais acentuado.
E uma fruta pequena, arredondada, com sementes, cuja polpa varia de cor
segundo a espécie, predominando o alaranjado e o amarelo-claro. Existem
varios tipos de araga, sendo os mais comuns o araga-vermelho, araga-de-cora,
araca-de-praia, araca-do-campo, araga-do-mato, araca-péra, araga-rosa e
araca-piranga (Gressler, 2005, Franzon et al., 2009). E usado no preparo de
sorvetes e refrescos e também de um doce muito parecido com a goiabada.

A espécie P. cattleyanum (arag¢a, araga-amarelo ou araga-de-coroa) €
originario do Sul do Brasil e esta distribuida desde o Rio Grande do Sul até a
Bahia, bem como em outros paises da América do Sul. Seus frutos séo
considerados os melhores entre as espécies de aragazeiro conhecidas. Essa
espécie também foi introduzida no Havai, por volta de 1825, em pequenos
cultivos e rapidamente se disseminou por todo o territorio, sendo considerada
uma planta daninha de grande importancia nas llhas do Havai (Bezerra et al.,
2006, Sobral et al., 2016). E uma espécie arbustiva, as vezes uma arvore,
geralmente de tronco tortuoso, de coloragdo marrom-avermelhada, descamante
em placas finas e irregulares; folhas simples e opostas, com lamina de 5,0-10,0
cm de comprimento, eliptica a oblonga, de base e apice mais agudos, coriacea;

flores isoladas, axilares, com pétalas e estames brancos a creme-alvacentos;
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fruto subgloboso a obovoide, 2,0-3,0 cm de didametro, de coloragdo amarela
(coloragado da forma tipica) ou vermelha (Pommer et al., 2013), com polpa
suculenta, de sabor doce-acido muito agradavel (Santos et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que P. cattleianum é fonte de resisténcia a M.
enterolobii, indicando seu potencial para utilizagdo como porta-enxerto para a
goiabeira (Carneiro et al., 2007, Martins et al., 2013). Miranda and Campelo
Junior (2012) indicam o uso de P. cattleianum em cruzamentos com goiabeiras
visando o melhoramento de cultivares ou para estudo sobre a heranga genética
da resisténcia ao nematoide. Além disso, essa espécie de aragazeiro tem sido
utilizada no reflorestamento para recuperagdo ambiental de areas degradadas
(Brandao et al., 2002, Nébrega et al., 2008).

O araga da espécie P. guineense é originario da América do Sul e
apresenta uma ampla area de distribuicdo, que vai desde o Sul do México até ao
Norte da Argentina, ocorrendo nas restingas, tabuleiros, cerraddes e capoeiras.
Na regido do Brasil ocorre em todos os Estados da Federagcdo, onde tem
importante papel na economia dos pequenos produtores que colhem e vendem
seus frutos nas feiras além de produzirem doces e compotas (Bezerra et al.,
2006).

P. guineense é uma frutifera arbérea, com ramos cilindricos a ligeiramente
achatados, pilosos; as folhas s&o simples e opostas, com laminas de 3,5-15,0 x
2,58,0 cm, eliptica, oblonga, ovada a obovada, de base arredondada ou aguda,
apice obtuso, arredondado ou agudo, coriaceas, de cor verde-acidentada, e
provida de pelos; flores axilares, isoladas ou em grupos de trés, de pétalas e
estames brancos; o fruto € globoso, podendo ser também elipsoidal ou piriforme,
1,0-3,0 cm de comprimento, amarelo, coroado com o0s remanescentes das
sépalas (Pommer et al., 2013). A espécie € nativa do Brasil, mas ndo endémica,
distribuindo-se pela Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Sobral et al.,
2016).

Segundo Caldeira et al. (2004), os frutos dessa espécie nao foram
considerados de importancia calorica, pois apresentam valor energético de
apenas 44,5 kcal em 100 g. Esse aracga pode ser considerado uma boa fonte de
minerais quando comparado com frutos mais comumente consumidos pela

populacdo, como a macga, a pera e o abacaxi. Assim como os frutos da espécie
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P. cattleianum, os frutos de P. guineense possuem muitas caracteristicas
desejaveis para o consumo, como sabor exotico, alto teor de vitamina C e boa

aceitacao pelos consumidores (Franzon et al., 2004).

2.4 Parasitismo de Meloidogyne enterolobii em goiabeira

Os nematoides do género Meloidogyne sao tidos como os mais
agressivos, pois tem uma distribuicdo geografica ampla, apresentando uma
grande gama de hospedeiros e causam grandes danos as culturas (Freitas et
al., 2001). Esse género sobrevive melhor em regides com temperatura de solos
acima de 28°C. A severidade do ataque depende muito da suscetibilidade da
cultivar plantada, da espécie e da raga dos nematoides presentes na lavoura, do
potencial de inéculo na area e do tipo de solo cultivado. Cultivos sucessivos de
cultura hospedeiras, também, favorecem a multiplicacdo dos nematoides,
propiciando um ataque mais severo (Embrapa, 2003).

No Brasil, a espécie M. enterolobii foi assinalada pela primeira vez em
Petrolina (Pernambuco), Curaga e Manigoba (Bahia), por Carneiro et al. (2001),
causando danos severos em plantios comerciais de goiabeira. Nesse relato,
essa especie ainda era denominada de M. mayaguensis, entretanto atualmente
tal espécie é considerada sinonimia de M. enterolobii, comprovada por estudos
de dados morfolégicos, gama de hospedeiros, fendtipos para as enzimas
Esterase e Malato Desidrogenase e sequéncias do mtDNA realizados por Xu et
al. (2004).

A espécie M. enterolobii, € um patégeno do solo e seu parasitismo as
raizes da goiabeira foi relatado em cerca de 20 paises na Africa, América e
Europa (Rodriguez et al., 2007), e como consequéncias desse patossistema, em
areas irrigadas da Regido do Médio Sao Francisco, houve redugéo de 72,2% da
area cultivada entre 2000 e 2006, passando de cerca de 6.000 hectares para
menos de 1.700 hectares, em decorréncia da erradicagdo dos pomares
infestados (Carneiro et al. 2007). No Brasil, as perdas econémicas diretas em
funcdo dessa doencga, denominada meloidoginose, foram estimadas em R$
112,7 milhdes (= US$ 61 milhdes no cambio da época) nos Estados do Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte e Ceara, além das areas irrigadas nos municipios

de Petrolina (Pernambuco) e Juazeiro (Bahia) (Pereira et al., 2009).
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Segundo Pereira et al. (2009), a estimativa do prejuizo direto causado pelo
M. enterolobii para os goiabicultores das principais regides produtoras do Brasil
foi calculada em R$ 112,7 milhées com dispensa de 3.703 trabalhadores rurais
até o ano de 2008. As regides produtoras sofrem também prejuizos indiretos,
como a producdo e comercializagdo de insumos e servigos, distribuigao,
processamento e comercializagdo de goiabas e arrecadagao de impostos. Para
0s mesmos autores, a cultura da goiaba continuara a sofrer fortes prejuizos, a
nao ser que sejam encontradas alternativas de controle para o nematoide-das-
galhas.

Apés o primeiro registro de M. enterolobii infectando raizes de goiabeiras
em Pernambuco, a disseminagdo vem sendo detectada em plantios comerciais
de goiabeiras em quase todas as regides do territorio brasileiro, conforme
ocorréncia registrada nos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Parana, conforme relatores

mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Relatos do parasitismo de Meloidogyne enterolobii em goiabeira em
municipios do Brasil. UFRPE, Recife-PE, 2019

UF Municipio Relatado por:

PE Petrolina Carneiro et al. (2001)
RJ Sao Joao da Barra Lima et al. (2003)
RN Touros Torres et al. (2004)
CE Limoeiro do Norte Torres et al. (2005)
PR Santa Mariana Carneiro et al. (2006)
PI Parnaiba Silva et al. (2006)
SP Microrregidao de Jaboticabal Almeida et al. (2006)
ES Pedro Canario Lima et al. (2007)
MS Novo Horizonte do Sul Asmus et al. (2007)
RS Roca Sales Gomes et al. (2008a)
MA Sao Luis Silva et al. (2008)
GO Formosa e Luziania Siqueira et al. (2009)
TO Porto Nacional Charchar et al. (2009)
AL Traipu Castro e Santanta (2010)
MG Cachoeira do Campo e Vigosa Silva e Oliveira (2010)
PB Paraiba Lopes et al. (2010)
MS Ivinhema Reis et al. (2011)
MG Lavras Martins et al. (2013)
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M. enterolobii € um endoparasita sedentario, que, quando juvenis de
segundo estadio (J2) eclodem dos ovos, migram para o apice radicular e por
meio de seu estilete, penetram e movem-se intercelularmente para o tecido
cortical, onde serdo estabelecidos os sitios de alimentag&o. Apds localizados, os
J2 iniciam o processo de alimentacdo através da injecdo de secregdes das
glandulas esofagianas e logo perdem a sua mobilidade. Os juvenis passam por
ecdises (juvenis de terceiro e quarto estadio), tomando o formato salsichoide
durante o desenvolvimento, e quando adultas, as fémeas apresentam a forma
de pera, enquanto os machos sao vermiformes. Nos sitios de alimentagao séo
formadas as células gigantes, enquanto o tecido circundante sofre hiperplasia e
hipertrofia, dando origem as galhas, tipicas da infecgao por Meloidogyne spp. Os
ovos, que para M. enterolobii sdo de 400 a 600 por fémea, sao depositados pelas
fémeas em uma massa gelatinosa préxima a superficie da raiz e o ciclo de vida
€ de aproximadamente quatro a cinco semanas em condi¢cdes edafoclimaticas
favoraveis, principalmente solos de textura arenosa, pobres em matéria
organica, com temperatura entre 15 e 30 °C e umidade de 40 a 60% da
capacidade de campo (Prot and Van Gundy, 1981; Mitkowski and Abawi, 2003;
Anénimo, 2014).

Na goiabeira, M. enterolobii infecta todos os tipos de raizes, desde as
radicelas superficiais até as mais lignificadas, que costumam estar a mais de 50
cm de profundidade (Carneiro et al., 2001). Gomes et al. (2011) comprovaram
que o parasitismo pelo nematoide predispde as plantas a podriddo da raiz
causada por Fusarium solani (Mart.) Sacc, ou seja, a associagao sinérgica entre
M. enterolobii e F. solani causa uma doenca complexa — o declinio da goiabeira,
cujos sintomas s&o apodrecimento progressivo do sistema radicular,
bronzeamento e queima dos bordos das folhas, amarelecimento total da parte
aérea, queda das folhas e morte da planta (Almeida et al., 2013).

Com a evolugdo da doencga, ha menor densidade do dossel foliar das
goiabeiras e os troncos perdem o ritidoma, caracteristica de alguns géneros
(Campomanesia, Eucalyptus, Eugenia, Psidium, entre outros) da familia
Myrtaceae, tornando-se acinzentados devido a maior exposi¢ao a radiagao solar,
finalizando com a morte das plantas (Carneiro et al., 2001, Freitas et al., 2014).

Estes sintomas estdo associados a deficiéncia foliar de nitrogénio, potassio,
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fésforo, calcio e magnésio e a um acumulo de cloro, manganés e sédio (Gomes
et al., 2008b).

Essa sintomatologia decorrente do patossistemas envolvendo
Meloidogyne spp. deve-se a obstru¢cdo da estrutura vascular, que prejudica a
absorcdo de agua, e favorece infeccdao por outros patdogenos. Assim, a
deficiéncia nutricional nas plantas € a expressdao de disturbios metabdlicos
resultantes da absorcdo inadequada dos elementos essenciais, responsaveis
pelo funcionamento normal das plantas, refletindo em baixos rendimentos
(Williamson and Hussey, 1996, Abad and Williamson, 2010). Com o suprimento
insuficiente de nutrientes, a composi¢gdo mineral das folhas das goiabeiras
parasitadas por M. enterolobii, geralmente, diferem da composi¢ao das folhas
das plantas sadias. No entanto, essas alteragdes na composicao mineral nao
seguem um padrao, podendo ocorrer, em alguns casos, redugdo, acumulo ou
permanecerem inalterados os teores de determinados nutrientes (Almeida et al.,
2012).

Estudos realizados por Guimaraes et al. (2003) e Rossiter (2007) testaram
o parasitismo de M. enterolobii em diferentes espécies botanicas. Esses
resultados mostram a ameacga que esse nematoide representa para as referidas
culturas, comuns na regido do assinalamento, caso medidas de exclusao nao
sejam imediatamente adotadas. Segundo os mesmos autores, no Nordeste, o
avanco desse nematoide esta provavelmente acompanhando o transito de
mudas de goiabeira infestadas, e a erradicacdo dos pomares nem sempre é

efetuada com os rigores necessarios (Carneiro et al., 2007; Martins et al., 2013).

2.5 Estratégias de manejo para o controle de Meloidogyne spp.

Atualmente, ndo ha registro de nematicidas para o controle quimico de
nematoides em goiabeira (Agrofit, 2015). Moreira and Henriques-Neto (2001),
estudando o controle quimico de M. enterolobii em mudas de goiabeira,
observaram que os nematicidas ‘Carbofuran’ e ‘Fenamifés’ ndo foram eficazes
em reduzir a populagao do nematoide no solo.

Outros métodos de controle de M. enterolobii tém sido testados nos
ultimos anos, como o uso de fertilizagdo quimica e adubos organicos (Gomes et
al., 2010; Almeida et al., 2012), uso de extratos de plantas (Quevedo et al., 2010),
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e efeito dos exsudatos radiculares de mamona (Santos and Gomes, 2011), mas
ainda com resultados pouco satisfatérios ou preliminares, nos quais mais
pesquisas precisam ser feitas para alcancar efetividade.

O cultivo de espécies antagonistas e/ou ma hospedeiras, como as
gramineas (Poaceae) e as leguminosas (Fabaceae), tornou-se um dos métodos
de manejo mais eficientes para a redugcdo das populagdes de nematoides
(Gardiano et al., 2014). Em geral, as leguminosas tém duplo propésito, podendo
ser utilizadas como adubos verdes ou para a produgao de graos, contribuindo
para melhorar as condi¢gées quimicas, fisicas e biolégicas do solo (Oka, 2010),
e, além de reduzirem as populacdes de fitonematoides, também se destacam
pelo potencial de fixagdo de nitrogénio, com aporte significativo desse nutriente
para o sistema solo-planta (Rihlemann and Schmidtke, 2015).

O uso de residuos organicos, como os estercos, dependendo das doses,
frequéncia de aplicacéo, relacdo C/N e fatores edafoclimaticos, contribuem para
a manuteng¢ao ou aumento do nivel de matéria organica do solo. O mecanismo
de agado da matéria organica na supressao de nematoides tem sido atribuido a
melhoria da estrutura dos solos, que inclui mudangas no pH e nas propriedades
do solo (Ritzinger and Fancelli, 2006; Gomes et al., 2010). Como resultado
dessas alteracbes qualitativas, ha maior aeracédo e capacidade de retencéo de
agua pelo solo, melhoria na nutrigdo das plantas, aumento da populagado micro-
organismos predadores e liberagcdo de metabdlitos tdéxicos aos nematoides,
como compostos fendlicos (Ritzinger and Fancelli, 2006; Dong et al., 2013).

Outra estratégia, para o manejo de nematoides, € controle bioldgico via
inimigos naturais, como bactérias, nematoides predadores, mas, especialmente
com fungos, que parasitam os ovos, predam juvenis e adultos ou produzem
substancias toxicas (Ritzinger and Fancelli, 2006; Martinelli et al., 2009). Entre
os grupos de fungos nematofagos (endoparasitas, predadores e parasitas de
ovos), 0s que apresentam maior potencial para o controle bioldgico séo os que
parasitam ovos, como Pochonia chlamydosporia, que coloniza e consome 0s
ovos e as fémeas, sendo sua eficiéncia no controle de Meloidogyne spp. foi
comprovada em casa de vegetacdo e em campo aberto (Luambano et al.,
2015a).
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Além dos métodos de manejo para o controle de nematoides
supracitados, outras estratégias podem ser empregadas, como a biofumigagao,
solarizagao, inundagéao, resisténcia genética, rotagcdo de culturas ou pousio
(Ritzinger and Fancelli, 2006). Porém, para o uso dessas estratégias é
necessario considerar a viabilidade econd6mica, a disponibilidade de residuos
agricolas e a eficiéncia de cada manejo, ademais de que, quando séo
empregadas simultaneamente estratégias de manejo integrado, ha maior
garantia de sucesso no controle da populagdo de nematoides (Luambano et al.,
2015b).

A equipe de pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, identificou acessos de aragas selvagens resistentes a M.
enterolobii (Cid and Carneiro, 2007). Martins et al. (2013) identificaram quatro
gendtipos de P. cattleyanum resistentes, porém, apresentaram baixa
compatibilidade com goiabeiras, quando usadas como porta-enxerto. Apesar
desses resultados ndo tao satisfatérios, representam uma esperanga para o
controle dessa praga, ja que a partir da enxertia podem ser propagadas as

variedades comerciais, em beneficio dos produtores.

2.6 Resisténcia genética ao Meloidogyne spp.

Apos sua identificacdo e danos causados a goiabeira, M. enterolobii
ganhou importancia e sua polifagia foi detectada em muitas plantas de interesse
econémico, em frutiferas, entre outras (Long et al.,, 2014). Com a grande
velocidade de disseminagao e ampla gama de hospedeiros de M. enterolobii,
estratégias de manejo eficazes para seu controle elevam os custos de produgéo.

Entre as estratégias para o manejo integrado de pragas e doengas mais
efetivas e ambientalmente seguras, esta a resisténcia genética de plantas, que
pode ser recessiva, dominante ou aditiva, sendo conferida por um ou mais genes
(Williamson and Roberts, 2009). A funcdo do(s) gene(s) de resisténcia é
interromper alguma etapa do ciclo de vida dos nematoides, por meio de barreiras
fisicas, repelentes, toxinas ou outras substincias de defesa da planta
(Williamson and Hussey, 1996).

Quanto aos mecanismos de resisténcia de plantas a nematoides, a

maioria € denominada como resisténcia pés-infeccdo ou retardada, onde, os
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nematoides penetram as raizes, mas ndo sao capazes de estabelecer sitios de
alimentacdo no cilindro vascular. Contudo, ha plantas em que os genes de
resisténcia podem atuar por meio de uma reagao de hipersensibilidade, que
impede o estabelecimento e a reproducdo do nematoide, em fungdo da morte
das células que circundam os sitios alimentacdo, inibindo parcial ou
completamente o desenvolvimento desses patégenos (Williamson and Kumar,
2006).

Em plantas resistentes a Meloidogyne spp., a reagado de
hipersensibilidade € o mecanismo de resisténcia mais frequente, como na
expressao dos genes Mi em tomateiro (Williamson and Hussey, 1996), Mex-1
em cafeeiro (Coffea arabica L.) (Anthony et al.,, 2005) e Me-7 em pimenta
(Pegard et al., 2005). Também existem mecanismos de resisténcia de plantas a
Meloidogyne spp. sem que ocorra a reacao de hipersensibilidade, como na
interacao entre feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] e M. incognita (Kofoid
& White) Chitwood, onde os nematoides sao incapazes de completar o ciclo de
vida (Das et al., 2008).

Westerich et al. (2011), em estudo comparativo da biologia de M.
enterolobii e M. javanica em tomateiros com gene Mi, concluiram que existe a
necessidade de obtencao de porta-enxertos resistentes a M. enterolobii, uma vez
que essa espécie se encontra bastante distribuida pelo Brasil causando danos
em diversas culturas de valor econémico.

Uma alternativa para o manejo integrado de nematoides € o uso de
cultivares resistentes, que, quando disponiveis sdo eficazes e ndo oneram
demasiadamente os custos de producdo. Todavia, at¢é o momento nao se
identificou nenhuma cultivar de goiabeira resistente a M. enterolobii. Em curto
prazo, uma possibilidade viavel é identificar alguma espécie resistente que possa
ser utilizada como porta-enxerto da goiabeira, para o0 manejo do nematoide de
galha. No caso de encontrar fontes de resisténcia a M. enterolobii, a
probabilidade de éxito no processo de enxertia aumenta quanto mais préxima,
genética e morfologicamente, sdo as espécies (Hartmann et al., 2010). Assim,
com a grande diversidade genética do género Psidium, que incluem os aragas,
aumentam as chances de haver compatibilidade do processo de enxertia com a

goiabeira (Souza et al., 2014).
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Varios gendtipos e acessos de goiabeiras e aragazeiros (Psidium spp.)
foram avaliados quanto a reagao frente a M. enterolobii, sendo encontradas
fontes de resisténcia em aragazeiro-boi (Eugenia stipitata McVaugh), aragazeiro-
amarelo (Psidium cattleyanum Sabine), aragazeiro-roxo (Psidium rufum Mart. Ex
DC.) e goiabeira da Costa Rica [Psidium friedrichsthalianum (O. Berg) Nied.]
(Freitas et al., 2014). A partir destes resultados, foram realizadas avaligcbes sobre
a viabilidade do método de subenxertia de acessos de P. cattleyanum em
goiabeira ‘Paluma’, no entanto, a taxa de sobrevivéncia foi inferior a 20%, sendo
a falta de unido dos tecidos vasculares o principal fator para o insucesso da
técnica (Robaina et al., 2015). Em estudo de compatibilidade conduzido entre P.
cattleyanum e a variedade de goiaba Paluma, foi verificado taxa de pegamento
de 30% e incompatibilidade entre a goiabeira ‘Paluma’ e o porta-enxerto P.
cattleyanum em experimentos no Rio de Janeiro (Robaina et al., 2015).

Distribuidos por todos os biomas brasileiros, os aracazeiros se
caracterizam pela rusticidade, que aliado a condi¢bes edafoclimaticas
favoraveis, podem tornar-se plantas daninhas, como ocorrido no Havai (Wikler
et al., 2000). Atualmente, P. cattleyanum e Psidium guineense Swartz sao os
aragas de maior interesse para cultivo comercial, principalmente, em funcao de
suas caracteristicas fisico-quimicas (Franzon et al., 2009; Danner et al., 2010;
De Melo et al.,, 2013). No Rio Grande Sul, em ensaios de selecbes de P.
cattleyanum para obtencao de gendtipos comerciais, com densidade de 5.000
plantas por hectare (espagamento 0,5 m x 4,0 m), o rendimento superou 11.000
kg ha-1 a partir do segundo ano de cultivo (Danner et al., 2010).

Ademais de P. cattleyanum e P. guineense, no Brasil sdo relatadas mais
de 20 espécies de aragas (Franzon et al., 2009), que podem ser avaliadas quanto
areacao a M. enterolobii e se encontradas fontes de resisténcias, testadas como

porta-enxertos para goiabeira.

2.7 Propagacgao da goiabeira por enxertia

A propagacao da goiabeira pode ser realizada de forma sexuada ou
assexuada. A propagacao sexuada torna os pomares bastante heterogéneos,
nao apenas em relacdo ao porte e a produgao, mas também com relacédo as

caracteristicas dos frutos (Pereira et al., 1983). Portanto, os pomares comerciais
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devem ser implantados com mudas de goiabeiras produzidas por técnicas de
propagagao assexuada.

A propagacao vegetativa da goiabeira pode ser realizada por meio de
alporquia, estaquia (de raiz ou de ramos), enxertia (borbulhia ou garfagem) e por
cultura de tecidos (Manica et al., 2001), embora a propagagédo comercial venha
sendo realizada, principalmente, por meio de estacas herbaceas, enraizadas em
camaras de nebulizagéo intermitente (Zietemann and Roberto, 2007). A enxertia
possibilita a unido de partes de plantas, de tal maneira, que continuem seu
desenvolvimento e crescimento como uma unica planta. A parte superior que
formara a copa da nova planta recebe o nome de enxerto (epibioto ou cavaleiro)
e a parte inferior que formara o sistema radicular € denominada porta-enxerto
(hipobioto ou cavalo) (Silva et al., 2011).

A enxertia € uma técnica consagrada na horticultura, empregada em
escala comercial nas principais espécies frutiferas de clima temperado e tropical.
A técnica permite a reprodugao de gendtipos, principalmente cultivar-copa, que
apresentam caracteristicas desejaveis, e em alguns casos, é o unico meio de
propagacao. Além dessas vantagens, a propagacao por enxertia possibilita a
redugcdo do periodo juvenil das plantas, antecipando a fase de floragcéo e
frutificagdo; permite o uso de porta-enxertos resistentes a enfermidades, a
diferentes condi¢des climaticas e de solo; modifica o porte das plantas; substitui
variedades-copa; fixa mutacdes; pode aumentar a produtividade e melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos (Kyriacou and Soteriou, 2015;
Tetsumura et al., 2015).

A incompatibilidade na enxertia pode ser observada pelo desenvolvimento
anormal do enxerto, em razdo de diferengas anatbmicas, fisioldgicas,
bioquimicas e/ou moleculares. Sintomas de incompatibilidade em espécies
lenhosas sao relacionados ao espessamento da casca na regido de unido,
diferencas de vigor entre porta-enxerto e cultivar-copa, engrossamento
excessivo na regidao de unido do enxerto, rompimento da unido do enxerto,
reducdo da taxa crescimento vegetativo, baixa produtividade e morte prematura
das plantas (Hartmann et al., 2010; Pereira et al., 2014). A incompatibilidade na
enxertia pode ser classificada em translocada e localizada, sendo que, os

principais mecanismos responsaveis pela incompatibilidade sdo o
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reconhecimento celular promovido por plasmodesmas, interagdes hormonais,
compostos fendlicos e glicosideos cianogénicos (Pereira et al., 2014).

Um dos principais fatores para o sucesso nesse tipo de propagacao é a
escolha da planta matriz, devendo esta ser representativa da variedade, ter boa
sanidade, nao ter deficiéncia ou excesso nutricional, estar em plena producéao e
ser mantida em ambiente adequado (Martins and Hojo, 2009).

Segundo informagdes mais recentes, a Embrapa Semiarido langou a
cultivar BRS Guaraca, uma planta hibrida resistente ao nematoéide M. enterolobii,
que mistura caracteristicas de goiabeira e de aragazeiro, para ser utilizada como
porta-enxerto, pois de acordo com o pesquisador Carlos Antonio Fernandes
Santos, a tecnologia € a melhor opgao para o enfrentamento da nematose da
goiabeira, pois o hibrido produzido tem demostrado resisténcia ao patégeno e
alta compatibilidade com as mais importantes variedades comerciais, nao
apresentando custos elevados para obtencdo de mudas, e € agrondmica e

ambientalmente segura e viavel” (Embrapa, 2019).

2.8 Analises /n Silico

O grande volume de informagbes geradas diariamente, pelas pesquisas
em andamento, torna necessarios mecanismos computacionais para o
armazenamento e processamento destes dados para posteriores pesquisas. De
forma analoga as técnicas computacionais tradicionais necessita-se, também, o
armazenamento de informacgdes que sao geradas por interacdes bioldgicas
complexas. A bioinformatica assume o papel de organizar, armazenar e analisar
informacdes contidas em biomoléculas como DNA, RNA e proteinas, propiciando
a identificagdo de novos fendbmenos bioldgicos e analise de novos genes através
de comparagdes de sequéncias bioldgicas de diversas espécies. Portanto, fonte
de pesquisas biolégicas que se utiliza de ferramentas computacional é
denominada in silico (Borém and Fristche-Neto, 2013).

A bioinformatica tem derivado diversos ramos de pesquisa, inicialmente,
a partir da gendmica que estuda questdes do DNA, posteriormente,
transcriptomica envolvida com pesquisas na transcricdo do RNA, a protedmica
que responde pelos estudos do conjunto das proteinas e metabolémica relativo

aos substratos e subprodutos das reacdes enzimaticas (Malajovich, 2012).
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Essas ramificacbes fazem com que métodos de anadlise in silico propiciem
conhecimento de estruturas moleculares que se relacionam as atividades
biolégicas (Borém and Fristche-Neto, 2013).

Informagbes bioldgicas em bancos de dados sdao manipuladas por
conjunto de softwares gerando informagdes genéticas. Sequéncias de
nucleotideos sdo adicionadas aos bancos de dados publicos na ordem de
milhdes de pares de bases (pb) recebendo identificagdo Unica chamadas de
acessos, evitando assim, redundancia de dados que séo disponibilizados aos
pesquisadores. Os bancos de dados sao divididos em primarios e secundarios,
sendo o primeiro resultante de dados de sequéncia génica disponibilizadas com
alguma interpretacao adicional, contudo, sem uma analise exaustiva dos dados,
a exemplo o GenBank. Enquanto, os bancos de dados secundarios derivam do
primario, porém, ha um refinamento das informacdes contidas neles que foram
compiladas e interpretadas previamente por pesquisadores, sendo a base de
dados, atualizadas a medida que surgem novas descobertas, a exemplo o
Protein Bank (Reis et al., 2011).

Um dos melhores bancos de dados do mundo € o NCBI (Centro Nacional
para Informacéao Biotecnoldgica dos EUA), que disponibiliza seus dados em seu
site através de sua plataforma ENTREZ, permitindo acesso a sequéncias de
DNA e proteinas de diversos organismos (Reis et al., 2011). Bancos de dados
da Europa e Japao estdo em sincronizagao em intervalos de 24 horas com NCBI,
atualizando suas bases garantindo assim disponibilidade de informacdes. As
analises computacionais também tém sido utilizadas para a caracterizacédo de
diversas proteinas e enzimas tanto em eucariotos quanto em procariotos, e
busca de genes ligados ao parasitismo e também resisténcia nas espécies
hospedeiras (Darabi and Seddigh, 2015, Feng et al., 2015, Han et al., 2015,
Vatansever et al., 2016, Moraes Filho and Martins, 2016).

Portanto, analises in silico fornecem recursos de busca de informacgdes a
procura de genes de resisténcia em diversos organismos diminuindo os custos
e agilizando a obtencao de informagdes que demandariam certo tempo (Verli,
2014). Até a presente data, existem em torno de 2500 sequéncias gendmicas do
género Meloidogyne depositadas no GenBank, destacando-se as espécies

Meloidogyne incognita (1017), Meloidogyne chitwoodi (461), Meloidogyne
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Javanica (368), Meloidogyne hapla (363), Meloidogyne arenaria (244),
Meloidogyne fallax (196), Meloidogyne enterolobii (165), Meloidogyne naasi
(140) e Meloidogyne graminicola (139). Diversos outros géneros relacionados de
fitonematdides possuem sequéncias depositadas no GenBank, como
Heterodera, Globodera, Bursaphelenchus e Aphelenchus (NCBI 2018). Doze
genomas mitocondriais completos de espécies de fitonematdides estdo
depositados em bancos de dados publicos e podem fornecer informacoes
importantes para a compreensao da evolugao e relagdes filogenéticas dentro

deste grupo de organismos. (Tabela 3).

Tabela 3. Genomas mitocondriais de fitonematdides disponiveis em bancos de
dados publicos

Espécie Ref.seq Familia
Aphelenchoides besseyi NC_025291.1 Aphelenchoididae
Bursaphelenchus mucronatus NC_021120.1 Aphelenchoididae
Bursaphelenchus xylophilus GQ332424.1 Aphelenchoididae
Meloidogyne arenaria KP202350.1 Meloidogynidae
Meloidogyne chitwoodi NC_024096.1 Meloidogynidae
Meloidogyne graminicola KJ139963.1 Meloidogynidae
Meloidogyne incognita KJ476151.1 Meloidogynidae
Meloidogyne javanica KP202352.1 Meloidogynidae
Meloidogyne enterolobii NC_026555.1 Meloidogynidae
Meloidogyne oryzae MK507908.1 Meloidogynidae
Pratylenchus vulnus NC_020434 .1 Pratylenchidae
Radopholus similis NC_013253.1 Pratylenchidae

2.8.1 Diversidade Filogenética

Analisar uma comunidade biolégica pelo ponto de vista filogenético
também pode nos permitir acessar os processos que estdo influenciando na
montagem ou organizagao, no tempo e no espacgo, das comunidades (Webb,
2000). Nas ultimas duas décadas, os pesquisadores tém examinado o uso das
relacbes filogenéticas como resposta das diferengas ecoldgicas entre as
espécies (Webb, 2000). Nesse contexto, o grau de parentesco entre as espécies

pode simbolizar a semelhanga ecoldgica entre elas, uma vez que € assumido
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que as espécies mais proximas filogeneticamente sdo mais similares entre si
(Webb, 2000; Mouquet et al., 2012; Cadotte et al., 2013).

A estrutura filogenética das populagdes pode informar a histéria das
caracteristicas ecologicas das espécies, ou seja, como elas evoluiram. Por
exemplo, se espécies distantes filogeneticamente sao similares (caracteristicas
convergentes), é esperado uma dispersao filogenética porque as espécies que
irdo compor as comunidades serdo menos aparentadas. Mas, se as espécies
que compdem a comunidade sdo proximas filogeneticamente e também séao
similares ecologicamente (caracteristicas conservadas; presenga de sinal de
filogenético), n6s esperamos encontrar um agrupamento filogenético (Webb,
2002).

Para efetivamente conhecer os processos responsaveis pela montagem
da populacdo faz-se necessario acessar o sinal filogenético e a estrutura
filogenética. O sinal filogenético € o resultado da relagao entre as caracteristicas
funcionais e filogenéticas, indicando se as espécies relacionadas
filogeneticamente sdo mais similares do que as espécies relacionadas ao acaso;
permitindo conhecer a historia evolutiva do clado (Blomberg and Garland, 2002).
A estrutura filogenética pode ser acessada por inUmeras métricas, como a
diversidade filogenética, a distdncia média de pares de espécies, a distancia
média com a espeécie vizinha mais préxima, riqueza filogenética (Tucker et al.,
2016).

Muitos estudos taxonémicos abordam questbes filogenéticas para
conhecer ou validar espécies, géneros ou familias que antes apenas levavam
em conta uma abordagem lineana (i.e. baseado, apenas na morfologia). Nesse
sentido, avancgos significativos tém sido feitos, de modo que se pode estimar a

idade dos clados filogenéticos que compdem as populagdes (Webb et al., 2008).
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CAPITULO II

COMPARAGAO ENTRE NIiVEIS DE INOCULOS E EPOCAS DE
AVALIACAO E VARIAVEIS PARA SELEGCAO DE Psidium spp.
VISANDO A RESISTENCIA A Meloidogyne enterolobii

Artigo a ser enviado para a revista Ciéncia Rural Qualis B1 — Agrarias
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Comparacio entre niveis de indculos, épocas de avaliacio e variaveis para selecao
de Psidium spp. visando a resisténcia a Meloidogyne enterolobii
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RESUMO

Virias selecdes (screenings) de Psidium spp. para resisténcia a Meloidogyne spp.
foram publicadas nos ultimos anos sem a defini¢do de parametros para tais estudos, como
nivel de inoculo, época de avaliacao (periodo de tempo apos a inoculagdo) e quantidade
de substrato por planta, dentre outras variaveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar
diferentes niveis de indculo de M. enterolobii e de substratos, bem como épocas de
avaliacdo, em screenings de Psidium spp. As avaliagdes ocorreram aos 30 (E1), 60 (E2),
90 (E3), 120 (E4) e 150 (ES) dias apos a inoculagdo, em dois recipientes com volumes
diferentes (R1 e R2), quatro niveis de in6culo (I1, 12, I3 e 14), com seis repeti¢cdes por
tratamento. Cada parcela experimental foi constituida por uma planta, totalizando 240
parcelas as quais foram delineadas em DIC (inteiramente casualizado). De acordo com o
teste F a 1% de probabilidade houve diferenga significativa para todas as fontes de
variagdo, inclusive para as interagdes, ou seja, todas as fontes de variagdo foram
influenciadas pelas outras fontes. De acordo com o desdobramento Indculo dentro de
Recipiente/Epoca no screnning de niveis de indculo, pode-se concluir que o melhor
recipiente para a selecao de Psidium para resisténcia ao Meloidogyne enterolobii € o saco
com capacidade de 864cm?, a melhor época de avaliagdo € aos 81 dias ap0s a inoculagdo
e a inoculagdo com 2000 ovos apresenta maior eficiéncia, concluindo-se que a reducao
no numero de inodculo e no tempo de avaliagdo agilizardo os resultados das pesquisas

desenvolvidas com o patdogeno em questao.

Palavras-chave: Meloidoginose, Goiaba, Patogenicidade, Araga.
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ABSTRACT

Several selections (screenings) of Psidium spp. for resistance to Meloidogyne spp. were
published in the last years, without the definition of parameters for such studies, such as
inoculum level, evaluation period (time after inoculation) and amount of substrate per
plant, among other variables. The objective of this work was to evaluate different
inoculum levels of M. enterolobii, periods of evaluation and comparing two levels of
substrates, in screenings of Psidium spp. The evaluations occurred at 30 (E1), 60 (E2), 90
(E3), 120 (E4) and 150 (E5) days after inoculation, in two containers with different
volumes (R1 and R2), four levels of inoculum 11, 12, I3 and 14) with six replicates. Each
experimental plot consisted of one plant, totaling 240 plots which were delineated in DIC
(completely randomized). According to the F test at 1% probability, there was a
significant difference for all sources of variation, including for the interactions, that is, all
sources of variation were influenced by the other sources. According to the Inoculum
deployment within Container / Epoch in the screnning of inoculum levels, it can be
concluded that the best container for the selection of Psidium resistance to Meloidogyne
enterolobii is the bag, with capacity of 864cm3, the best evaluation time of Psidium
resistance to Meloidogyne enterolobii is at 81 day after inoculation and the inoculation
with 2000 eggs presents greater efficiency in the selection of Psidium as resistance to
Meloidogyne enterolobii. Thus, the reduction in the number of inoculum and the reduced
evaluation times will speed up the results of the researches developed with the pathogen

in question.

Key words: Guava, Araca, Meloidoginose, Pathogenicity.

INTRODUCAO

No Brasil, o nematoide Meloidogyne enterolobii associado ao fungo Fusarium
solani sdo considerados como os principais agentes etiologicos do declinio da goiabeira
(Psidium guajava L.) (GOMES et al., 2010). A area afetada pelo nematdide em varios
Estados do Brasil supera os 5.000 hectares e o prejuizo economico direto a goiabicultura
foi calculado em, pelo menos, R$ 112 milhdes anualmente (PEREIRA et al., 2009). Além
desta cultura, M. enterolobii causa varios danos em outros cultivos, como hortaligas, fumo
e soja (ALMEIDA et al., 2008; GOMES et al., 2008). Varias estratégias de controle desse

nematoide tém sido investigadas, como o controle bioloégico com fungos, bactéria e
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nematoides entomopatogénicos, pousio € o uso de nematicidas (CASASSA et al., 1996;
GUEYE et al., 1997; DUPONNOIS et al., 1998; MOREIRA ¢t al., 2001; BRITO et al.,
2004; CARNEIRO et al., 2004; SOUZA et al., 2006; SOARES et al., 2007; ACEVEDO,
2008). Mesmo que GOMES et al. (2010) tenham obtido sucesso no convivio com o
referido nematoide em pomares comerciais mediante adubacdes organicas e quimicas, a
resisténcia genética deve ser incentivada como a estratégia prioritaria e eficiente.

Virias selecoes (screenings) de Psidium spp. para resisténcia a Meloidogyne spp.
foram publicadas nos ultimos anos, mas observa-se a auséncia da defini¢cdo de parametros
para tais estudos, como por exemplo: o estadio fenologico das plantas a serem inoculadas,
nivel de indculo, época de avaliacdo (periodo de tempo apds a inoculagdo), e efeito das
condi¢des climaticas, principalmente a temperatura ambiente. CUADRA & QUINCOSA
(1982) e GONZALEZ & SOURD (1982) avaliaram a “tolerancia” de Psidium spp. a
Meloidogyne spp. apenas pelo “grau de infestacio visual”. MARANHAO et al., (2001,
2003), como mesmo proposito, inocularam 12 a 15 mil ovos/planta, e 60, 70 e 90 dias
apos eles aferiram os indices de galhas e de massas de ovos, nimero de ovos/massa de
ovos, populacdo final do nematoide (Pf), fator de reproducao (FR= Pf / indculo) e
porcentagem de reducdo do FR em relagdo a um padrao de suscetibilidade. CARNEIRO
et al., (2007) inocularam 10 mil ovos/planta e oito meses apds calcularam o indice de
galhas ou massas de ovos e FR. Os gendtipos considerados resistentes receberam indice
de galhas <2 e fator de reproducdo < 1. BURLA et al., (2007) inoculou Psidium spp. com
5.000 ovos/planta e quantificaram aos 135 dias apds os nimeros de galhas/sistema
radicular e de ovos/grama de raiz. Esse autor considera que um gendtipo de araga
medianamente resistente deve apresentar numero de ovos/g de raiz de 6,75% a partir do
padrao de suscetibilidade da cultivar ‘Paluma’.

HUSSEY & JANSSEN (2002), ressaltam a importancia da padronizagdo
metodologica em screenings no que concerne as condicdes ambientais, nivel de indculo
e variavel(is) analisada(s) (nimero de galhas, numero de ovos, fator de reproducao,
populacao final) permitindo a comparagdo entre gendtipos e entre ensaios conduzidos em
diferentes €pocas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes niveis de indculo M. enterolobii,
épocas de avaliagdo e variaveis a serem utilizadas em screenings de Psidium spp., para

padronizar os procedimentos metodologicos.
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MATERIAL E METODOS

Para o experimento em questdo foram usadas mudas de goiabeira comercial
‘Paluma’, produzidas na casa de vegetagdo da Area de Fitotecnia, do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no Brasil, a partir de sementes
comerciais em substrato comercial a base de casca de Pinus. Ao atingirem o estadio de
quatro pares de folhas definitivas as plantas foram transplantadas da bandeja de
germinacao de polipropileno de 128 células para tubetes de polipropileno atéoxico com
capacidade de 280cm? (R1), e para sacos pretos de polietileno com volume de 864cm?
(R2). Apos alcancarem tamanho médio de 10 cm de altura as mesmas foram inoculadas
com as seguintes quantidades de ovos de M. enterolobii por planta: 2.000 (nivel I1),
3.500 (nivel 12), 5.000 (nivel 13) e 6.500 (nivel 14).

Os in6culos foram obtidos de material cedidos pela Embrapa Semi-arido —
CPATSA, Petrolina- PE, sendo mantidos em vasos com capacidade de 3L, inoculados em
plantas do tomateiro Santa Clara (Solanum lycopersicon Mill). Apos a extragdo e aferigao
da quantidade de ovos do M. enterolobii por mL da suspensdo, a mesma foi depositada
em quatro pequenos furos de 5 cm no substrato, distanciado do colo da planta, com auxilio
de uma pipeta de graduagdo automatica (Macroset). Apo6s a inoculagdo, a irrigagao foi
suspensa pelo periodo de 24 horas, evitando o lixiviamento dos ovos em suspensao.

Ao longo dos ensaios, as plantas receberam regas didrias controladas para nao
lixiviar o patdgeno, tratos culturais e solu¢ao nutritiva formulada na proporgao de 20 g de

Sulfato de Magnésio (MgS0,), 37,5 g de Nitrato de Calcio (Ca(NOs;),), 22,5 g de Nitrato
de Potéssio (KNO,), 1,25 g de Quelatec A-Z, 10 g de MAP e 1,25 g de Ultraferro®,

dissolvidos em 50 L de agua, a cada 15 dias. Os ensaios foram conduzidos em casa de
vegetacdo com sistema de irrigacdo tipo nebulizacdo controlada. As andlises da
patogenicidade foram realizadas no laboratorio de Extragdo de Nematologia da Area de
Fitopatologia e a contagem de ovos foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
da Area de Fitotecnia, ambos do Departamento de Agronomia da UFRPE.

As avaliagdes ocorreram aos 30 (época E1), 60 (época E2), 90 (época E3), 120
(época E4) e 150 (época ES) dias apos a inoculagdo do patdgeno, em dois recipientes (R1
e R2), quatro niveis de inoculo (11, 12, 13 e 14), com seis repetigdes por tratamento. Cada
parcela experimental foi constituida por uma planta, totalizando 240 parcelas as quais

foram delineadas em DIC (inteiramente casualizado).
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A avaliagdo foi iniciada com a retirada das raizes das plantas, que foram lavadas
e posteriormente foi realizada a contagem e estimativa do indice de galhas (IG)
utilizando-se escala de notas do International Meloidogyne Project (IMP), sugerida por
TAYLOR & SASSER (1978). As reagdes dos hospedeiros foram enquadradas nos
parametros estabelecidos por HARTMAN & SASSER (1985), de acordo com a escala: 0
(auséncia de galhas ou massa de ovos), 1 (1-2 galhas ou massa de ovos), 2 (3-10 galhas
ou massa de ovos), 3 (11-30 galhas ou massa de ovos), 4 (31-100 galhas ou massa de
ovos) e 5 (> 100 galhas ou massa de ovos). A extragdo de ovos foi realizada cortando as
raizes em pequenos segmentos de 1-2 cm, seguindo-se a técnica descrita por HUSSEY &
BARKER (1973), e a contagem dos ovos foi feita, em Lamina de Peters com o auxilio de
microscopio Optico, modelo Meiji, para obter o resultado da populacdo final (PF). O fator
de reproducao (FR), conforme OOSTENBRINK (1966), foi estimado pelo quociente
Pf/Pi (Pf = populacdo final e Pi = populacdo inicial). Foram realizadas analises de
variancia e regressdo polinomial para as épocas e o desdobramento das interacdes
(Recipiente/Epoca x Indculo e Recipiente / Indculo x Epoca) utilizando o software Genes

(CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com o teste F, a 1% de probabilidade houveram diferengas
significativas para todas as fontes de variagdo, inclusive para as interagdes (Tabela 1).

Considerando a comparagdo do nimero de Galhas versus Numero de Ovos
(Figura 1) no desdobramento Recipiente/Epoca, pode-se concluir para o indice de galhas
(IG) mediante a Figura 1, na qual verificou que o R1/E1 houve aumento do nimero de
galhas de 2.000 até 5.000 ovos iniciais com decréscimo a partir desse, assim como para
o R2/E2, podendo essas combinagdes de tratamento serem representadas pelas equacdes
respectivas Y = — 0,0001x? + 0,0009x + 0,982; ¢ Y = — 0,000001x* + 0,00091x + 1,61.
Para o R1/E2 e R2/E1 o indice de galhas foi crescente em todos os nimeros iniciais de
ovos, sendo representadas pelas equacdes Y = 0,0002x + 2,57; ¢ Y = 0,00041x +2,044.
Para o R1/E3 houve um aumento do numero de galhas de 2.000 a 3.500 ovos com
decréscimo de 3.500 a 5.000 ovos seguido por crescimento, sendo representada pela
equacao Y = 0,00001x3 — 0,000001x* — 0,0039x — 1,751. O R2/E3 apresentou numero de
galhas decrescente em todos os numeros de ovos iniciais, sendo representada pela

equacdo Y =—0,000001x> — 0,000067x + 5,12. Considerando-se as épocas E4 e E5 nos
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dois recipientes ndo apresentaram valores com diferenga significativa, com nota igual a
cinco (>100 galhas) (Tabela 2 e Figura 1).

O desdobramento Inéculo dentro de Recipiente/Epoca para o fator de reprodugio
(FR), visualizado na Tabela 3 e confirmado na demonstracdo da Figura 2, para o
recipiente R1, a interagdo R1/E1 apresentou-se estavel, apresentando leves alteracdes
lincares para o fator de reprodugdo (FR), sendo representada pela equacdo Y = —
0,000014x + 0,146. Para o R1/E2 mostrou redugdo de 2.000 a 3.500, acréscimo de 3.500
a 5.000 e posterior decréscimo da quantidade de ovos iniciais, sendo representada pela
equagdo Y = — 0,000001x* + 0,000001x> — 0,0054x + 8,436. O R1/E3 apresentou um
grande decréscimo de 2.000 a 3.500 ovos iniciais € um decréscimo linear pouco acentuado
de 3.500 a 6.500 ovos, sendo representada pela equagdao Y = 0,000001x> — 0,00172x +
5,634. O R1/E4 e o R1/ES apresentaram decréscimo linear de 2.000 a 6.500 ovos iniciais,
podendo essas combinagdes de tratamento serem representadas pelas equagdes
respectivas Y =— 0,000001x? — 0,00039x + 4,013; e Y =-0,00021x + 1,77.

Para o desdobramento Indculo dentro de Recipiente/Epoca para o fator de
reproducdo (FR), para o recipiente R2, conforme demostrado na Figura 3, no R2/El
houve um decréscimo pouco acentuado de 2.000 a 3.500 ovos iniciais com posterior
ligeiro crescimento até 6.500 ovos, podendo essas combinagdes de tratamento ser
representada pela equagdao Y = 0,000001x*> — 0,00095x + 1,98. O R2/E2 apresentou
crescimento acentuado de 2.000 a 3.500 ovos iniciais com decréscimo até 6.500 ovos,
sendo representada pela equacdao Y = 0,000001x* — 0,000007x* + 0,028x — 29,41. O
R2/E3, R2/E4 e R2/ES mostraram decréscimo de 2.000 a 6.500 ovos iniciais, podendo
essas combinacdes de tratamento serem representadas pelas equacdes respectivas Y =
0,000001x>—0,0013x + 5,54; Y =—0,000456x + 3,89; Y =—0,00018x + 1,58 (Tabela 3
e Figura 3).

A Figura 4 demonstra que o nimero de galhas (IG) foi crescente linearmente para
as épocas. O fator de reproducao (FR) apresentou crescimento de 30 a 60 dias, mantendo-
se constante até os 90 dias, com posterior decréscimo até os 150 dias.

A infeccdo das raizes de Psidium spp., por M. enterolobii, ¢ desencadeada por
uma sindrome que se caracteriza pelo declinio das plantas com as raizes infectadas
apresentando muitas galhas, necrose generalizada e redugdo drastica das radicelas,
culminando com a morte das mesmas (MARTINS, et al., 2013). Houveram varias

selecdes de acessos de goiabeiras e “aracazeiros” (Psidium spp.) que sao
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filogeneticamente resistentes ao M. enterolobii. Nestes estudos, os autores utilizaram uma
vasta gama de metodologia e também critérios diferentes para classificar os acessos como
resistentes ou suscetiveis aos nematoides, incluindo a determinagdo dos niveis de inoculo.
De acordo com Burla et al., (2010), niveis de indculo de 500 a 2.000 ovos por planta sdo
suficientes para selecdes de acessos, ao invés de niveis mais altos de inoculo, como
15.000 ovos / planta, usados em alguns estudos. Quanto ao tempo de avaliagdo, segundo
0os mesmos autores, os acessos devem ser avaliados 135-180 dias apo6s a inoculagao.
Entretanto, os resultados deste trabalho demonstraram que 81 dias apds a inoculagao, com
2000 ovos por planta, sdo suficientes para a classificar os acessos quanto a resisténcia
e/ou susceptibilidade, mostraram que os 180 dias (cerca de seis meses) para avaliacao do
parasitismo, usados anteriormente em pesquisas deste tipo, pode ser reduzido para pouco
menos de trés meses.

Considerando o volume disponivel de substrato por planta, constatou-se que os
sacos com volume de 864 cm?® (R2) foi mais propicio para o desenvolvimento do
parasitismo, justificando-se pelo fato de que esse volume, comparado com o outro de 280
cm?® (R2), propiciou um maior crescimento das raizes e consequentemente, um maior
numero das galhas poderam ser desenvolvidas, elevando assim o indice de infeccao.

Oliveira et al. (2019), encontrou resultados similares com 2000 ovos/planta
trabalhando com recipientes de 3000 cm?, considerando dosagens menores néo eficientes.
Esses autores evidenciam que o volume do recipiente ¢ fator determinte para a dosagem
ideal, em fun¢do do crescimento das raizes e desenvolvimento da planta, colaborando
com a concorréncia do patdgeno por espago no meio.

A avaliacao dos testes de parasitismo de Meloidogyne enterolobii em Psidium spp,
podem ser efetivados usando-se um ntmero menor de indculos (2000 ovos/planta),
comparando-e com pesquisasdesenvolvidas anteriormente, utilizando-se sacos plésticos

com volume de 864 ¢cm?, em um periodo de apenas trés meses.

CONCLUSOES

Na avaliag@o da patogenicidade, numero de ovos de Meloidogyne enterolobii a ser
inoculados por planta, de Psidiumssp, pode ser bem menor do que o que vinha sendo
utilizado até entdo e, consequentemente, pode-se ter resultados em tempo muito menores

de experimentacao.
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Tabela 1. Analise de variancia da comparagdo entre niveis de inoculo, épocas de
avaliacdo para selecdo de Psidium spp. visando a resisténcia a Meloidogyne enterolobii.

UFRPE, Recife-PE, 2019

R QM
Fontes de Variagao GL G R

Recipiente (R) 1 0,974™ 1,1227
Epoca (E) 4 1,506™ 10,713
Inéculo (I) 3 0,218" 2,739
RxE 4 0,269 0,455
RxI 3 0,009™ 0,188"
ExI 12 0,662" 0,429"
RxExI 12 0,043 0,342
Residuo 200 0,002" 0,027

C.V. (%) 6,08 14,92

Legenda: GL= Graus de liberdade; QM= Quadrado médio; IG= indice de galhas; FR= Fator de
reproducio; C.V.=Coeficiente de variagdo. - Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F;
"8 - Nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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334  Tabela 2. Desdobramento dos recipientes dentro das épocas de avaliagdo para o indice
335 de galhas (IG) no parasitismo de Meloidogyne enterolobii em Psidium spp. UFRPE,
336  Recife-PE, 2019

indice de Galhas (IG)
Rel%ipiente/ Escala de Notas (0-5) Equacio R (%)
peca 11 12 I3 14

RI/El 2,60 334 3,65 3,55 Y =-0,0001x2 + 0,0009x + 0,982 90,84
RI/E2 2,96 327 3,56 387 Y =0,0002x + 2,57 85,26
RI/E3 2,83 3,33 3,17 4,00 7 =0,00001x—0,000001x>—0,0039x — 1,75 100
RI/E4 4,66 4,50 4,66 4,66 - -
RI/E5 5,00 500 500 5,00 - -
R2/E1 2,86 3,48 4,10 4,72 Y =0,00041x + 2,044 86,92
R2/E2 3,05 3,65 3,84 3,61 Y =-0,000001x>+0,00091x + 1,61 83,39
R2/E3 500 4,83 483 466 Y =-0,000001x>—0,000067x+5,12 90,00
R2/E4 5,00 5,00 500 5,00 - -
R2/E5 5,00 5,00 500 5,00 - -

337 Legenda: R1= Recipiente 280°%; R2= Recipiente 864%; E1= Epoca 30 dias; E2= Epoca 60 dias;
338  E3=Epoca 90 dias; E4= Epoca 120 dias; E5= Epoca 150 dias; I1=Indculo 2000 ovos; 12=Inoculo
339 3500 ovos; 13=Inoculo 5000 ovos; 14= Indculo 6500 ovos; Y= Indculo final; x= Indculo inicial.
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340  Tabela 3. Desdobramento dos recipientes dentro das épocas para o fator de reproducao
341  (FR) no parasitismo de Meloidogyne enterolobii em Psidium spp. UFRPE, Recife-PE,
342 2019

Fator de Reproducio (FR)

Rel?:‘ll)’;‘z:te' n 2 B W Equacio R? (%)
RI/EL 0,117 0,103 0,065 0,058 Y =—0,000014x + 0,146 92,99
RIE2 221 1,66 2,18 1,53 =—0,000001x+0,000001x* — 0,0054x + 8,47100,00
RIE3 288 131 115 098  Y=0000001>—0,00172x+5,634 9570
RIE4 321 256 189 1,19  Y=—0000001x—0,00039x+4,013 83,19
RIES 135 1,03 073 042 Y =—0,00021x + 1,77 80,24
RVEI 053 0048 0,086 0,642 Y = 0,000001x2 — 0,00095x + 1,98 98,85
RVE2 333 657 253 1,35 Y=0,000001x —0,000007x + 0,028x — 29,41100,00
R2VE3 331 2,16 143 1,17 Y =0,000001x — 0,0013x + 5,54 99,69
R2VE4 325 192 151 112 Y =—0,000456x + 3,89 89,95
RVES 122 095 0,67 040 Y =—0,00018x + 1,58 94,99

343 Legenda: R1= Recipiente 280°; R2= Recipiente 864%; E1= Epoca 30 dias; E2= Epoca 60 dias;
344  E3=Epoca 90 dias; E4= Epoca 120 dias; E5=Epoca 150 dias; I1=Ind6culo 2000 ovos; 12=Inoculo
345 3500 ovos; I3= Indculo 5000 ovos; 14= Indculo 6500 ovos; Y= Indculo final; x= Indculo inicial.
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R2/E1 Y=0,00041x + 2,044 (R2=86,92%)
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346 R2/E3 Y=0,000001x2 + 0,000067x + 5,122 (R2=90,00%)

347  Figura 1. Numero de galhas em funcao do ntimero inicial de ovos nos recipientes dentro
348  das épocas de avaliagdo para o indice de galhas (IG) no parasitismo de Meloidogyne
349  enterolobii em Psidium spp.

" > 4 0 0

63



ROSSITER, J. G. de A. Gendmica comparativa e filogenia de espécies de fitonematsides e...

Fator de Reprodugao (R1)

3.5
3.0
2.54
©
S
< 2.0
£
&
& 1.5+
< v
e v
g 1.0-
=
0.5+
0.0- o . — —o
T T T T T 1
1000 2000 3000 4000 5000 7000 7000
Niimero de Ovos (un.)
® RI/E1 Y=0,000014x + 0,146 (R2=92,99%)
® RI/E2 Y=0,000001x3 + 0,000001x2 - 0,0054x + 8,43 (R2=100%)
¥ RI/E3 Y=0,000001x2-0,00172x + 5,634 (R2=95,70%)
A RI1/E4 Y=0,000001x2 - 0,00039x + 4,013 (R2=83,19%)

® RI/E5Y=0,00021x + 1,77 (R2=80,24%)
350
351  Figura 2. Fator de reprodugdo em fun¢do do numero inicial de ovos nos recipientes

352  Rl(tubetes de 280cm®) em cada época de avaliagdo no parasitismo de Meloidogyne
353 enterolobii em Psidium spp.
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R2/E3 Y=0,000001x2 - 0,0013x + 5,54 (R2=99,69%)

R2/EA Y=0,000456x + 3,89 (R2=89,95%)

R2/E5 Y=0,00018x + 1,58 (R2=94,99%)

Figura 3. Fator de Reprodugdo em fun¢do do nimero inicial de ovos no recipiente R2
(sacos de 864cm?) em cada época de avaliagdo no parasitismo de Meloidogyne enterolobii
em Psidium spp.
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358

359  Figura 4. Notas de Numero de Galhas e Fator de Reproducdo em funcao da época de
360 avaliagdo no parasitismo de Meloidogyne enterolobii em Psidium spp.
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CAPITULO Il

GENOMICA COMPARATIVA MITOCONDRIAL E FILOGENIA DE ESPECIES
DE FITONEMATOIDES

Artigo a ser enviado para a Revista GMR
(Genetics and Molecular Research)
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Genomica Comparativa Mitocondrial e Filogenia de Espécies de Fitonematoides

Jackeline Gadé de Araujo Rossiter!?, Romulo Maciel de Moraes Filho!-2, Horace Jose
Jimenez'2, Allan Deyws Francisco da Silva'-2, Luiza Suely Semen Martins!-

RESUMO

Nematoides parasitas de plantas representam um dos maiores estresses bidticos para
plantas cultivadas e devido a sua distribuigdo cosmopolita, podem ser responsaveis por
grandes prejuizos econdmicos na agricultura e pecudria em praticamente todas as regides
do mundo. Os nematoides tém atraido ampla aten¢do cientifica, por serem também
organismos modelos e indicadores de biodiversidade. Genomas mitocondriais completos
de 12 espécies de fitonematoides foram recuperados de bancos de dados e utilizados para
uma analise comparativa do grupo. A analise comparativa do genoma mitocondrial das
doze espécies, revelou que as diferencas encontradas entre as espécies de fitonematoides
¢ basicamente devida as regides ndo codificantes e rearranjos posicionais dos genes. A
analise de Neighbour net com base nas sequéncias de DNA ribossomal 28S nuclear e do
gene mitocondrial cox1 revelaram consisténcia com a proposta de classificagao em nivel
de familia, observada na literatura com exce¢do da familia Pratylenchidae, onde ficou
evidenciado o parafiletismo do grupo. Com base nos resultados das analises filogenéticas,
recomenda-se a inclusdo da espécie a divisao da familia Pratylenchidae ou a remogao das
espécies do género Radopholus e inclusdo destas na familia Hoplolaimidae. Observa-se
claramente o parafiletismo dentro do género Heterodera, para qual os marcadores
utilizados podem nao ter resolugdo suficiente para basear a classificagdo deste grupo.

Palavras-chave: Meloidogyne, mtDNA, Aphelenchoididae, Pratylenchidae, Heterodera.
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ABSTRACT

Plant parasitic nematodes represent one of the greatest biotic stresses for cultivated plants
and because of their cosmopolitan distribution, they may be responsible for major
economic losses in agriculture and livestock in virtually all regions of the world.
Nematodes have attracted extensive scientific attention, as they are also model organisms
and indicators of biodiversity. Completed mitochondrial genomes of 12 phytonematous
species were retrieved from databases and used for a comparative analysis of the group.
The comparative analysis of the mitochondrial genome of the twelve species revealed that
the differences found among phytodonato species are basically due to the non-coding
regions and positional rearrangements of the genes. Neighbor net analysis based on the
28S nuclear ribosomal DNA sequences and the mitochondrial cox1 gene revealed
consistency with the family-level classification proposal, which was observed in the
literature with the exception of the Pratylenchidae family, which was evidenced the
group's paraplegia. Based on the results of the phylogenetic analyzes, the inclusion of the
species in the family Pratylenchidae or removal of species of the genus Radopholus and
inclusion of these species in the family Hoplolaimidae is recommended. It is clearly
observed the paraphyletic inside the genus Heterodera, for which the markers used may
not have sufficient resolution to base the classification of this group.

Key words: Meloidogyne, mtDNA, Aphelenchoidedae, Pratylenchidae, Heterodera

INTRODUCAO

Estima-se que existem 4100 espécies de fitonematdides ou nematdides parasitas
de plantas (NPPs) (Decraemer and Hunt, 2006), a maioria infecta angiospermas
(monocotiledoneas e dicotiledoneas), mas alguns podem infectar gimnospermas (Poinar,
2011). A maioria destes patdgenos vivem no solo, juntamente com varios outros
organismos fitopatogénicos, como fungos e bactérias, interagindo e resultando um efeito
sinergético, onde os danos ocasionados serdo significativamente maiores que a soma dos
danos causados por cada patégeno individualmente (Ornat and Sorribas, 2008).

Devido ao estilo de vida, o parasitismo de muitos nematoides causa numerosas
doencas humanas e grandes perdas financeiras a agricultura e pecuaria, fazendo com que
venham atraindo ampla aten¢ao cientifica, sendo organismos modelos de indicadores de
biodiversidade (Meldal et al., 2007; van Megen et al., 2009). A distribuigdo geografica ¢

cosmopolita, ou seja, abrange todos os ecossistemas (Kamitani, 2010).
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Uma pesquisa indicou que o nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), nematoide
de cisto (Heterodera e Globodera), nematoide das raizes (Pratylenchus spp.), nematoide
carvenicola (Radopholus similis), nematoide do caule e bulbo (Ditylenchus dipsaci),
nematoide do pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus), nematoide reniforme
(Rotylenchulus reniformis), nematoide do punhal (Xiphinema index), falso nematoide das
galhas (Nacobbus aberrans) e nematoide da ponta branca do arroz (Aphelenchoides
besseyi), sao considerados os mais importantes fitonematdides em todo o mundo devido
a sua capacidade de infectar e causar prejuizos econdmicos em praticamente todas as
espécies de plantas cultivadas (Jones et al., 2013; Rosa et al., 2013).

Os nematoides das galhas (género Meloidogyne, infraordem Tylenchomorpha,
subordem Tylenchina, ordem Rhabditida, classe Chromadorea) (De Ley and Blaxter,
2004) sao os mais importantes parasitas de plantas, compreendendo mais de 100 espécies,
além de varias racas descritas (Karssen, 2002; Jones et al., 2013). Essa denominagao
refere-se a galhas tipicas nas raizes de plantas hospedeiras que reduzem a absorcao de
agua e nutrientes, resultando em menor produtividade das culturas (Abad et al., 2003). O
género Meloidogyne inclui os nematoides mais difundidos e prejudiciais em todo o
mundo: M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, M. chitwoodi e M. enterolobii
(Sasser et al., 1983). A identificacdo precisa das espécies de Meloidogyne ¢ fundamental
para o manejo efetivo da cultura (Carneiro et al., 2014). O diagnoéstico das espécies era
realizado com base nos caracteres morfologicos, gama de hospedeiros e na eletroforese
de isoenzimas esterasicas, combinados com métodos baseados em DNA, tornando-se
menos eficaz com a crescente descricdo de novas espécies (Hunt e Handoo, 2009;
Carneiro et al., 2014). Com isso, sequéncias mitocondriais foram propostas como uma
alternativa para a identificacdo precisa de espécies de Meloidogyne, para estudar a
variabilidade intraespecifica e para seguir linhagens maternas (Fargette et al., 2010).

A organizacdo e o tamanho do genoma mitocondrial sdo bastante variaveis nas
diferentes linhagens filogenéticas dos eucariotos. O seu tamanho pode variar entre cerca
de 16 Kb em humanos a 500 Kb em algumas espécies de plantas, a maioria dos genomas
mitocondriais (mtDNA) contém entre 12 e 20 genes codificadores de proteinas, e grande
parte desses genes codificam componentes chaves da respiragdo aerobica e tradugdo,
como as citocromos oxidases e proteinas ribossomicas (Andersson et al., 2003; Bullerwell
e Gray, 2004). Os mtDNA completos estdo sendo utilizados em estudos filogenéticos

fornecendo resolug@o superior aos marcadores moleculares tradicionalmente utilizados,
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fornecendo estimativas precisas de data de divergéncia, tornando-se assim o marcador de
escolha para a resolugao de controvérsias taxondmicas (Park et al., 2011; Duchéne et al.,
2011; Hu and Gasser, 2006; Gissi et al., 2008; Cameron, 2014; Nelson et al., 2012; Sun
et al., 2014).

O contetido genético mitocondrial ¢ varidvel apenas em alguns grupos de
metazoarios, como alguns nematdides que ndo possuem o gene at8 (Hu and Gasser,
2006), um bivalve que também ndo possui atp8 e possui um gene extra de tRNA
(Hoffman et al., 1992) e o cnidario que perderam quase todos os tRNAs genes
(Wolstenholme, 1992). Os genomas mitocondriais dos animais compartilham varias
caracteristicas, incluindo conteido e ordem relativamente constante do gene, heranca
predominantemente materna, taxa de recombinagao reduzida e alta taxa mutacional sendo
essa molécula central em estudos de andlises genéticas e gendmicas, € no
desenvolvimento de marcadores genéticos para a sistematica molecular de doengas,
apoptose e envelhecimento (Hu and Gasser, 2006).

A mitocondria € uma organela eucaridtica que possivelmente evoluiu hé cerca de
um milhdo de anos a partir de uma a-proteobactéria (Andersson et al., 2003; Sagan, 1967),
cuja principal fun¢@o no organismo ¢ a produgdo de energia (referéncia). As mitocondrias
contém seus proprios genomas com um codigo genético modificado, que geralmente sdo
muito compactos (sem introns, pouco DNA intergénico € a maioria dos genes mostra
sinais de selecdo para tamanho pequeno) e altamente conservados em termos de contetido
genético e organizacao (Gissi et al., 2008; Boore, 1999; Rand, 2009; Taanman, 1999). Os
mtDNAs animais sdo geralmente moléculas pequenas e circulares contendo 12—13 genes
codificadores de proteinas para enzimas da via de fosforilagdo oxidativa, 22 genes
codificadores de RNA de transferéncia (tRNAs) e 2 genes codificadores de RNA
ribossdmico (Boore, 1999). O marcador genético mais utilizado para este tipo de estudos
em nematodides € o 18S rRNA (ou nSSU) (Cernotikova et al., 2011; Park et al., 2011; van
Megen et al., 2009).

Uma comparacao de filo revelou que os mtDNAs nematdides sdo caracterizados
por uma taxa muito rapida de rearranjo gé€nico mitocondrial e sio menores em tamanho
do que os de outros grupos metazoarios, variando em tamanho de 13 kb a 15 kb com
algumas excec¢des como Romanomermis culicivorax (26 kb), Pratylenchus vulnus (21
kb), Hexamermis agrotis (24 kb) (Boore, 1999; Hu and Gasser, 2006; Sultana et al., 2013;
Liu et al.,, 2013; Azevedo and Hyman, 1993). Os mtDNAs dos nematodides sao
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caracterizados por rearranjos génicos relativamente frequentes (Park et al., 2011; Liu et
al., 2013; Sun et al., 2014), cddons de iniciagdao tnicos (Wolstenholme, 1992; Okimoto
etal., 1991), taxa de substitui¢do rapida de nucleotideos, tRNAs ndo convencionais (Gissi
et al., 2008) e as vezes até organizagao unica (Armstrong et al., 2000; Gibson et al., 2011),
tornando-o um modelo promissor para o estudo dos mecanismos de rearranjos génicos
mitocondriais e da evolugdo da arquitetura gendmica (Hu and Gasser, 2006).

Ferramentas de diagndstico rapidas e precisas estdo disponiveis para a maioria dos
organismos economicamente importantes Meloidogyne spp. (Blok et al., 2002; Randig et
al., 2002; Zijlstra and Van Hoof, 2006; Tigano et al., 2010; Correa et al., 2013; 2014;
Humphreys-Pereira e Elling, 2014; Pagan et al., 2015). No entanto, apenas alguns
marcadores de DNA foram testados para estudos populacionais dentro de uma espécie de
Meloidogyne. O DNA mitocondrial (mt) tem sido usado para estudar a estrutura genética
dos fitonematoides (Plantard et al., 2008; Gutiérrez-Gutiérrez et al., 2011). Kiewnick et
al. (2014) desenvolveram dois marcadores nucleares (18S e 28S) e dois mtDNA (cox1 e
cox2) para discriminar entre Meloidogyne spp. Esses marcadores também sdo uteis para
estudos de genética de populagdes. A plasticidade do genoma mitocondrial tem sido
estudada em metazodrios através da andlise do contetido génico, tamanho do genoma,
assimetria da cadeia genética e arquitetura do genoma (Gissi et al., 2008).

Andlises in silico sdo essenciais para a identificacdo, caracterizagdo estrutural e
funcional de sequéncias gendmicas, além de possibilitar a predi¢ao de estruturas e fungoes
de proteinas (Borém and Fristche-Neto, 2013). Este tipo de experimentacdo representa
uma alternativa de baixo custo para estudos sobre fungdes bioldgicas com modelos
computacionais bastante precisos, quando comparados com as condi¢des naturais, € mais
especificamente, podem auxiliar na busca de genes ligados ao parasitismo e a resisténcia
nas espécies hospedeiras (Darabi and Seddigh, 2015; Feng et al., 2015; Han et al., 2015;
Vatansever et al., 2016; Moraes Filho and Martins, 2016).

Os objetivos deste trabalho foram: (1) Avaliar a organizacao e conservagdo dos
genomas mitocondriais de espécies de fitonematdides depositadas em bancos de dados
publicos e (2) Realizar analises filogenéticas entre espécies de fitonematoides com base

em sequencias de genes mitocondriais (Cox1) e nucleares (rRNA 28s).

MATERIAL E METODOS
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Mineracao de dados
As sequéncias de genoma mitocondrial das espécies foram recuperadas do banco
de dados da NCBI (National Center for Biotechnology Information), em formato FASTA,

contendo 15 espécies de fitonematodides.

Alinhamento e Reconstrucao filogenética

Representagdes lineares dos genomas mitocondriais de fitonematoides foram
observadas a partir do servidor OGDRAW (Lohse et al., 2013), com base nas anotagdes
disponiveis no NCBI para cada um dos genomas.

Sequéncias dos genes Cox1 e rRNA28s por terem maior representatividade nos
bancos de dados fitonematdides foram selecionadas de acordo com similaridade com
sequéncias dos dois genes da espécie M. enterolobii, por meio do uso da ferramenta
BLAST. As sequéncias foram recuperadas em formato fasta e alinhadas no software
MEGA?7, versao 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al., 2016),
por meio do algoritimo ClustalW para a andlise filogenética pelo método de Méaxima
Verossimilhanga o modelo de substitui¢ao foi o do tipo GTR+G obtido pelo Jmodel TEST
(Posada, 2008). O suporte estatistico foi obtido por meio de bootstrap, usando 1000
replicatas. Os valores bootstrap de 90-100 foram considerados fortemente suportados,
80-89 moderadamente suportados e 50-79 fracamente suportados. Para a filogenia de
espécies de fitonematoide, com base na sequéncia do gene mitocondrial, além das quinze
sequéncias obtidas dos genomas completos, foram utilizadas mais 70 sequéncias, todas
pertencentes a espécies de fitonematdides.

Para a analise de Neighbour Net o software SplitsTree4 (Huson and Bryant 2006)
foi utilizado com configuragdes padrdo, o suporte estatistico foi calculado usando 1.000

replicatas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Doze espécies de fitonematoides e suas respectivas caracteristicas recuperadas do
banco de dados da NCBI, estdo apresentadas na Tabela 1. O ntimero de pares de bases
variou de 21.656 pb (Pratylenchus vulnus) a 14583 pb (B. mucronatus). Quanto ao
contedo de GC observou-se uma variacdo de 26,2% (Pratylenchus vulnus) a 14,1%
(Radopholus similis). O mtDNA de P. vulnus ¢ o maior entre os mtDNA de nematodeos
Chromadoreanos publicados at¢ o momento. Os genomas de DNA mitocondrial dos

nematoides chromadoreanos normalmente ndo ultrapassam 17 kb. O tamanho
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notavelmente grande de P. vulnus ¢ devido a regides ndo codificantes inusitadamente

longas que abrigam sequencias repetidas em tandem (Sun et al., 2014).

Tabela 1. Numero de pares de bases (PB), conteudo de guanina e citosina (GC), nimero
de genes e familia de diferentes espécies de nematoides. UFRPE, Recife-PE, 2019

Espécie Ref.seq PB GC% N° Genes Familia
Aphelenchoides besseyi NC _025291.1 16216 20 12 Aphelenchoididae
B. mucronatus NC 021120.1 14583 14,7 12 Aphelenchoididae
B. xylophilus GQ332424.1 14778 16,5 12 Aphelenchoididae
Meloidogyne arenaria KP202350.1 17580 16,6 12 Meloidogynidae
Meloidogyne chitwoodi NC_024096.1 18201 15,6 12 Meloidogynidae
Meloidogyne graminicola KJ139963.1 19589 16,5 12 Meloidogynidae
Meloidogyne incognita KJ476151.1 17662 16,6 12 Meloidogynidae
Meloidogyne javanica KP202352.1 18291 16,6 12 Meloidogynidae
Meloidogyne enterolobii NC_026555.1 17053 16,8 12 Meloidogynidae
Meloidogyne oryzae MK507908.1 17066 16,8 12 Meloidogynidae
Pratylenchus vulnus NC _020434.1 21656 26,2 12 Pratylenchidae
Radopholus similis NC 013253.1 16791 14,1 12 Pratylenchidae

A variagdo do genoma quanto ao conteudo GC entre as espécies de nematoides sdo
em parte devido a presenga de regides ndo codificantes longas (Sun et al., 2014). As
composi¢des nucleotidicas de todas as sequéncias do mtDNA de Heteroderidae sdo
voltadas para A e T, onde o T ¢ o nucleotideo mais favorecido e C e G os menos
favorecido (Sun et al., 2014). A riqueza de A + T em Heteroderidae esté relacionada a
propensao para o uso de alta frequéncia de cédons ricos em T e / ou A em seus genes
codificadores de proteina e maior conteudo de A + T em regides ndo codificadoras
(Sultana et al., 2013).

Foram observados 12 genes codificadores de proteinas (PCGs) (cox1-3, nadl-6,
cytb e atp6) no mtDNA dos genomas, sendo todos transcritos na mesma dire¢do. Os
genomas mitocondriais completos geralmente contem 36 genes que compreendem 12-13
genes codificadores de proteinas (PCGs). Este conteudo génico ¢ comum a todos os

outros mtDNAs de nematoides até o0 momento sequenciados (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo linear do genoma mitocondrial de espécies de fitonematdides
obtidas pelo servidor OGDRAW (Lohse et al., 2013).

Pela analise comparativa do genoma mitocondrial das treze espécies, observa-se

que as diferencas encontradas entre as espécies de fitonematoides ¢ basicamente devida
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as regides nao codificantes e rearranjos posicionais dos genes, como o observado também
por Sultana et al., (2013). O mtDNA dos genomas observados fora consistente com os
trabalhos realizados com nematddeos da classe Chromadorea publicados até o momento,
mas a localizagdo dos genes de tRNA ¢ diferente. Comparagdes entre os genomas
mostraram que A. besseyi compartilha regides sinténicas em B. mucronatus € B.
xylophilus, e M. arenaria compartilha regides sinténicas em M. chitwoodi, M.
graminicola, M. enterolobii, M javanica e M. incognita. Modificagdes no arranjo génico
sao explicadas pelo modelo de perda de duplicagdo em tandem, no qual uma cdpia
idéntica ¢ inserida proximo & copia original, seguida por uma perda de um dos genes
duplicados (Shi et al., 2015).

Em espécies de nematoides, o gene Cox1 geralmente surge entre os primeiros na
sequéncia no mtDNA, pois ele usa o cddon ATT que ¢ responsavel pela iniciagdo da
sequéncia (Wolstenholme, 1992). O gene Cox1 foi o cddon de inicio mais frequentemente
observado em M. arenaria, M. chitwoodi, M. enterolobbi, M. graminicola, M. incognita,
M. javanica e P. vulnus. Os genes nd5 e nd4 devem aparecer entre os ultimos na sequéncia
no mtDNA, pois eles utilizam os cédons TAG e TAA, que sdo dois cddons de parada
completos. Varios genes de ambos os genomas do mt apresentam um coédon de
terminacdo truncado (T) (Sultana et al., 2013). Este acontecimento ¢ comum no filo
Nematoda, por exemplo, nos nematodes B. xylophilus (atp6 e cob), R. similis (nad6) e H.
glycines (nad5) (Sultana et al., 2013). Para toda a sequéncia do mtDNA das espécies de
nematoides, a formacao nucleotidica beneficia consideravelmente A e T, o que esse viés
de nucleotideos também ¢ refletido no uso de codons. Os codons que codificam estes
aminodacidos sdo compostos totalmente de T e / ou A, que podem desempenhar um papel
importante no elevado teor de A + T e baixo C + G de toda a sequéncia do mtDNA
(Sultana et al., 2013).

De acordo com a Tabela 2 podemos verificar que o gene Cox1 ¢ o mais longo com
valores variando entre 1575 pb em A. besseyi a 1513 pb em M. oryzae, em contraste o
gene NDA4L ¢ o mais curto com valores variando de 246 pb em M. graminicola a 231 pb
em P. vulnus, esse resultado estd de acordo com o observado por Humphreys-Pereira e
Elling (2014), que observaram o gene Cox1 como o mais longo e o gene NAD4L como

0 mais curto, em um estudo com as espécies M. chitwoodi e M. incognita.
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Tabela 2. Tamanho em pares de base dos genes de doze espécies de fitonematoides.

, GENES
ESPECIES

COX1 COX2 ND3 ND5 ND6 ND4L ND1 ATP6 ND2 CYTB COX3 ND4
AB 1575 699 328 1488 432 232 882 585 816 1102 768 1218
BM 1563 690 330 1569 435 234 876 597 828 1102 768 1230
BX 1563 690 330 1569 435 234 873 595 825 1102 768 1230
MA 1522 693 315 1474 399 237 850 552 802 1015 762 1173
MC 1521 661 315 1470 399 237 841 549 807 1032 778 1164
MG 1554 675 306 1503 390 246 885 537 807 1035 771 1170
MI 1522 693 315 1474 399 237 850 552 802 1015 762 1173
MJ 1522 693 315 1474 399 237 850 552 802 1015 762 1173
ME 1522 675 315 1480 399 235 850 552 805 1021 760 1173
MO 1513 648 312 1464 390 240 850 522 807 1035 771 1167
PV 1533 681 330 1461 429 231 873 582 822 1107 777 1212
RS 1557 678 333 1536 487 243 861 600 825 1086 774 1218

AB= Aphelenchoides besseyi; BM= B. mucronatus; BX= B. xylophilus; MA= Meloidogyne arenaria,
MC= Meloidogyne chitwoodi; MG= Meloidogyne graminicola; MI= Meloidogyne incognita; MJ=
Meloidogyne javanica; ME= Meloidogyne enterolobii; MO= Meloidogyne oryzae, PV= Pratylenchus

vulnus; RS= Radopholus similis.

Anailises de Agrupamento

Na analise de Neighbour net das espécies de fitonematoides com base nas

sequéncias de DNA ribossomal 28S nuclear e do gene mitocondrial Coxl, claros

agrupamentos condizem com a classificagio de familias, a excecdo da familia

Pratylenchidae, onde ficou evidenciado o parafiletismo do grupo (Figura 2).

Belonolaimidae
Telotylenchidae
Pratylenchidae

Heteroderidae

Meloidigynidae

Hoplolaimidae

Pratylenchidae

Criconematidae

Parasitaphelenchidae

Super familia

Aphenlenchidae Aphenlenchoididae

Super familia
Aphenlenchoididae

Aphenlenchidae

Outgroup

Figura 2. Analise de Neighbour net para familias de fitonematoides geradas com base
nas sequéncias de DNA Ribossomal 28S Nuclear e no gene mitocondrial COX1.
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A reconstrugdo filogenética em Maxima Verossimilhanga baseada no gene
mitocondrial Cox1 revelou uma arvore monofilética, com clado forte (BS=100%). O
primeiro clado engloba representantes da familia Meloidogynidae, incluindo as dezessete
espécies do género Meloidogyne, bastante proximo a espécie Prathylencus vulnus
(BS=99%) pertencente a familia Pratylenchidae. O quinto clado engloba nove espécies
pertencentes a familia Parasitaphelenchidae e duas espécies pertencentes a familia
Aphenlenchoididae. As espécies do grupo externo pertencentes a familia Trichuridae

formaram um clado separado e com suporte bootstrap de 100% (Figura 3).
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Figura 3. Reconstrucao filogenética pela metodologia de Maxima Verossimilhanga,
baseada no gene mitocondrial COX1. A arvore filogenética foi gerada pelo sofiware
MEGA?7, usando o método maxima probabilidade e o suporte estatistico foi calculado
usando 1000 replicatas. Valores de suporte de bootstrap (%) sdo mostrados na interse¢ao

de cada ramo.
Para a filogenia baseada no DNA ribossomal 28S nuclear houve a formacao de nove
clados, onde o clado maior (BS=100%) comportou as espécies pertencentes a familia

Aphelenchoididea. Os outros clados englobaram espécies pertencentes as seguintes
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familias  Pratylenchidae, = Meloidogynidae, Telotylenchidae, = Belonolaimidae,
Heteroderidae, Hoplolaimidae, Pratylenchidae e Criconematidae. Para a filogenia
baseada no gene mitocondrial Cox1, houve a formac¢do de cinco clados onde o maior
englobou espécies pertencentes a familia Meloidogynidae, o segundo clado englobou as
espécies pertencentes a familia Aphelenchoididea. Um terceiro clado observado contou
com espécies da familia Heteroderidae e dois clados com duas espécies pertencentes a
familia Pratylenchidae, mostrando que a subfamilia ndo ¢ monofiletica. As espécies do
grupo externo em ambas as analises formaram um clado separado e com suporte bootstrap

de 100% (Figura 4).

HM560787.1 Cactodera estonica

MHA44851.1 Helicotylenchus digonicus
HQ700607.1 Rotlenchus iranious

7| ——dX015426.1 Rotyianchus roby:
P s .

KF486910.1 Bursaphslenchus hofmanni —
AY508392.1 Bursaphelenchus gerberae
2 Bursaphelenchus sakishimanus — |
LC2T462.1 B \ap@uspaﬁb',ﬁwﬁ’lcuans -
028010, BUrSaPREET s rortBls —
+ ParastopO =T ot
phﬁl@f‘

Figura 4. Reconstrucao filogenética pela metodologia de Maxima Verossimilhanca,
baseada no gene nuclear 28S para Fitonematoides. A arvore filogenética foi gerada pelo
software MEGA7. A histéria evolutiva foi inferida utilizando o método de Maxima
probabilidade baseado no modelo geral de tempo reversivel (General Time Reversible
Model). A arvore com a maior probabilidade logaritmica (-47747,23) ¢ mostrada. A
analise envolveu 181 sequéncias de nucleotideos, totalizando 1550 posi¢des avaliadas. O
suporte estatistico foi calculado usando 1000 replicata s. Valores de suporte de bootstrap
(%) sdo mostrados na interse¢ao de cada ramo.
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As analises filogenéticas por meio do Cox1 e do DNA ribossomal 28S entre as
espécies de Meloidogyne revelaram um género monofiletico proximo de espécies da
familia Pratylenchidae. Esses resultados sdo proximos dos apresentados por Humphreys—
Pereira e Elling (2014), onde se apoia a ideia de que Pratylenchus e Meloidogyne
partilham de um ancestral comum (Rybarczyk-Mydtowska et al., 2014). Um estudo por
meio de técnicas moleculares propusera que o género Pratylenchus pode estar
intimamente relacionado ao ancestral comum dos nematoides das galhas. Apesar de
Meloidogyne serem endoparasitas sedentarios e Pratylenchus ser endoparasitos
migratorios, eles compartilham semelhangas em termos de ampla gama de hospedeiros e
estratégias reprodutivas multiplas que incluem partenogénese meiotica, partenogénese
mitdtica e anfimixia (Rybarczyk-Mydlowska et al., 2014).

Foi possivel observar que P. vulnus e R similis, dois membros da familia
Pratylenchidae, nao apresentaram proximidade, sendo semelhantes aos resultados
apresentados por Rybarczyk-Mydtowska et al. (2014) e Humphreys—Pereira e Elling
(2014), onde foi observado uma proximidade com espécies do género Heterodera e
Globodera.

Nas analises filogenéticas o género Bursaphelenchus nao foi revelado
monofiletismo, mas algumas espécies revelaram proximidades quando comparado com
os encontrados na literatura. Foi possivel observar que as espécies B. xylophilus e B.
mucronatus foram muito proximas. A biologia de B. xylophilus é semelhante a de seu
parente mais proximo B. mucronatus, pois ambas as espécies compartilham recursos
alimentares e vetores de insetos, e possuem caracteristicas morfologicas muito
semelhantes (Pereira et al., 2013). Proximo ao género Bursaphelenchus foi observado a
presenca de representantes do género Aphelenchoides, revelando semelhanca aos
resultados encontrados por Jesus et al. (2015). A maioria das espécies de Aphelenchoides
nao possuem informagdes confidveis. A identificacdo correta e a filogenia de espécies de
Aphelenchoides ndo sdo faceis devido a inacessibilidade de algumas referéncias,
literaturas pobres, descricao inadequada de varias espécies e falta de detalhes confiaveis.
Além disso, este gé€nero possui poucos caracteres taxonomicos informativos (Kanzaki,
2006).

O género Heterodera apresentou parafiletismo entre as suas espécies na arvore
filogenética devido a presenga da espécie Punctodera chalcoensis. O género Globodera

revelou monofiletismo entre as suas espécies (BS=100%), onde esse resultado difere do
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obtido por Sabo (2002), pois o autor obteve parafiletismo devido a presenga das espécies
do género cactodera. A proximidade dos géneros Globodera e Punctodera suporta a ideia
de um monofiletismo para a subfamilia Punctoderinae, onde o género Heterodera se

insere como um clado irma (Subbotin et al., 2001).

CONCLUSOES

Com base nos resultados das analises filogenéticas, recomenda-se a verificagao da
espécie a divisdo da familia Pratylenchidae ou a remocdo das espécies do género
Radopholus e inclusdo destas na familia Hoplolaimidae. Observa-se claramente o
parafiletismo dentro do género Heterodera, para qual os marcadores utilizados podem

nao ter resolugdo suficiente para basear a classificagdo deste grupo.
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CAPITULO IV

RESPOSTA DE GENOTIPOS DE Psidium guineense E Eugenia uniflora AO
PARASITISMO DE Meloidogyne enterolobii

Artigo a ser enviado para a revista Ciéncia Agricola
(QUALIS A1 - Ciéncias Agrarias) em formato de nota cientifica.
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-NOTA -

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de gendtipos das espécies Psidium
guineense e Eugenia uniflora ao parasitismo do nematdide Meloidogyne enterolobii. O
experimento consistiu na avaliagdo de 10 genotipos da espécie Eugenia uniflora, 4
genotipos de Psidium guinensis ¢ uma variedade comercial de goiabeira como
testemunha, totalizando 15 genotipos. Para a avaliagdo de resisténcia foi utilizada a
estimativa do indice de galhas, a avalia¢ao do fator de reprodugao e a redug@o do fator de
reprodugdo. Ao final da avaliagdo um genotipo de P. guineense e todos os 10 genotipos
E. uniflora demonstraram resisténcia ao patégeno. O que abre a possibilidade para o seu
uso como porta enxerto para variedades comerciais ou cultivo em areas infestadas para a
reducdo da populagdo do nematoide no solo.

Palavras chave: Fitonematoides; Nematoides das Galhas; Myrtaceae; Porta
enxertos.

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the response of genotypes of the species Psidium guinennse
and Eugenia uniflora to the parasitism of the nematode Meloidogyne enterolobii. The
experiment consisted in the evaluation of 10 genotypes of the species E. uniflora, 4
genotypes of P. guineense and a commercial variety of guava as a control, totaling 15
genotypes. For the evaluation of resistance was used the estimation of gall index, the
evaluation of the reproduction factor and the reduction of the reproduction factor. At the
end of the evaluation a genotype of P. guineense and all 10 E. uniflora genotypes.
demonstrated resistance to the pathogen. This opens the possibility for its use as rootstock
for commercial varieties or cultivation in infested areas for the reduction of the nematode
population in the soil.

Keywords: Phytonematodes; Rootknot nematodes; Myrtaceae; Rootstocks.
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A goiabeira (Psidium guajava L.), o aragazeiro (Psidium guineense Swartz) e a
pitangueira (Eugenia uniflora L.) sdo espécies de arvores frutiferas tropicais do Brasil
que compde uma das maiores familias da flora nacional, a familia Myrtaceae. A goiaba ¢
uma das frutas tropicais mais consumidas no Brasil e no mundo, sendo apreciada tanto
fresca como processada industrialmente, em forma de doces, compotas, geleias e sucos.
Sua notoriedade ndo se deve apenas a seu aroma e sabor, a fruta também apresenta
importancia nutricional, sendo rica em agucares, vitamina C e sais minerais (Franzon et
al., 2009; Gomes Filho et al., 2016; Treichel, 2016).

Um dos principais limitantes no cultivo da goiabeira ¢ o nematodide Meloidogyne
enterolobii Yang e Eisenback. Esse nematdide infecta todos os tipos de raizes, desde as
radicelas superficiais até raizes mais lignificadas, com varios sintomas secundarios,
culminando com o desfolhamento generalizado e morte da planta (Gomes, 2007;
Almeida, 2008).

A inexisténcia de cultivares resisténtes a este parasita, torna de extrema
importancia a conservagao de germoplasma nativo que podera servir de fonte de material
genético para futuros programas de melhoramento desta espécie. Alguns genotipos da
espécie P. guinensis ja foram identificados como resistentes ao M. enterolobii e podem
ser de grande importancia pela sua possibilidade de uso como porta enxerto para
goiabeiras comerciais (Gonzaga Neto, 2007; Cavalcanti Junior, 2017).

A presente pesquisa teve como objetivo avaliagdo de gendtipos de P. guinensis ¢
E. uniflora ao parasitismo de M. enterolobii, e a possivel indicagdo de gendtipos
resistentes para uso como porta enxerto de variedades comerciais de goiabeira e
pitangueira.

O experimento teve inicio com as coletas de frutos de diferentes gendtipos de P.
guinensis e E. uniflora nos municipios de Cabo de Santo Agostinho, Paudalho e Recife,
que fazem parte da regido da Zona da Mata. As coletas foram realizadas entre abril e maio
de 2015. Para uso como controle de suscetibilidade foi utilizada uma variedade comercial
Paluma. A semeadura foi realizada em substrato comercial a base de casca de Pinus em
bandeja de germinagao de polipropileno capacidade 128 células. Apos a tltima avaliagao
de germinagao aos 90 dias, foram selecionadas as sete repeticdes mais vigorosas de cada
gendtipo, as quais foram transplantadas para tubetes com capacidade de 280cm’,

contendo o mesmo substrato comercial a base de casca de Pinus.
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O inoculo do M. enterolobii foi cedido pela Embrapa Semi-arido — CPATSA-
Petrolina-PE, sendo mantido em vasos de capacidade de 3L contendo plantas de tomateiro
Santa Clara (Solanum lycopersicon Mill), espécie reconhecida como ideal para
multiplicacdo do nematoide em estudo. Apos a extracdo e afericdo da quantidade de ovos
do M. enterolobii por mL da suspensdo, a mesma foi depositada em quatro pequenos furos
de 5 cm no solo, distanciado do colo da planta, com auxilio de uma pipeta de graduagao
automatica (Macroset), na concentracao de 6.000 ovos/planta. Genotipos de goiabeira
comercial, comprovadamente suscetivel, foi utilizado como controle de susceptibilidade.

Passados 120 dias foi realizado o teste de patogenicidade, seguindo o modelo
estatistico DIC — delineamento inteiramente casualizado, com 15 gendtipos e 7 repetigoes
de cada, o experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Horticultura do
Departamento de Agronomia da UFRPE, a qual possui sistema de irrigagdo tipo
nebulizacdo controlada, ideal para estudos de patogenicidade. Os tratos culturais
aconteceram manualmente durante todo o periodo experimental.

O teste consistiu em retirada das raizes dos acessos do substrato cuidadosamente,
em seguida foram lavadas para realizagdo da pesagem das raizes, contagem e estimativa
do indice de galhas (IG) utilizando-se escala de notas do International Meloidogyne
Project (IMP), sugerida por Taylor e Sasser (1978). As reagdes dos hospedeiros foram
enquadradas nos parametros estabelecidos por Hartman e Sasser (1985), de acordo com
a escala: 0= auséncia de galhas ou massa de ovos, 1= 1-2 galhas ou massa de ovos, 2= 3-
10 galhas ou massa de ovos, 3= 11-30 galhas ou massa de ovos, 4= 31-100 galhas ou
massa de ovos e 5= mais de 100 galhas ou massa de ovos. Plantas que apresentaram
valores menores ou igual a 2 foram consideradas resistentes. A extragao de ovos realizou-
se cortando as raizes em pequenos segmentos de 1-2 cm, seguindo-se a técnica descrita
por Hussey e Barker (1973), e a contagem dos ovos foi realizada, em Lamina de Peters
com o auxilio de microscopio dptico, modelo Meiji, para obter o resultado da populacao
final (PF). O fator de reprodu¢do (FR), conforme Oostenbrink (1966), foi estimado pelo
quociente Pf/Pi (Pf = populacao final e Pi = populacdo inicial), e comparado pelo teste de
agrupamento de ScottKnott a 5% de probabilidade, no qual as plantas com FR < 1,00
foram consideradas resistentes. Foram determinados o nimero de galhas/planta, nimero
de ovos/planta e a partir destas avaliacdes foi calculado o fator de reproducao (FR) que ¢
a relagdo entre a populagdo final do nematdide e a populagao inicial (6000 ovos) de cada

tratamento (FR=Pf/6000). O FR foi utilizado para o célculo da reducdo do FR (RFR),
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onde se considera o FR do tratamento (FRt) em relacdao ao FR do padrao suscetivel (FRp).
Seguindo a formula: RFR=FRp-FRt/FRpx100. Foi dado inicio no teste de patogenicidade
em Laboratorio de extragio da Area de Fitopatologia e a contagem de ovos foi realizada
em Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Area de Fitotecnia, ambos do Departamento
de Agronomia da UFRPE.

De acordo com a estimativa do indice de galhas de Hartman e Sasser (1985), que
consideram 1G<2, como resistentes, sete genotipos foram considerados resistentes: Pi-
UFRPE-01; Pi-UFRPE-02; Pi-UFRPE-03; Pi-UFRPE-05; Pi-UFRPE-06; Pi-UFRPE-10,
PAU-CM-A44, variando de 1,29 a 1,86 (Tabela 1). Considerando-se as densidades
populacionais, CAB-EC-A45 apresentou valores significativamente maiores que as
outras, superando também a goiabeira comercial utilizada nesse trabalho como a
testemunha de suscetibilidade. Onze genotipos apresentaram fator de reproducgao abaixo
de 1 (FR < 1): Pi-UFRPE-01; Pi-UFRPE-02; Pi-UFRPE-03; Pi-UFRPE-04; Pi-UFRPE-
05; Pi-UFRPE-06; Pi-UFRPE-07; Pi-UFRPE-08; Pi-UFRPE-09; Pi-UFRPE-10; PAU-
CM-A44, considerando tais plantas resistentes, dentre esses o maior valor foi de 0,688
(Tabela 1).

A classificagdo do comportamento dos acessos quanto a Reducdo do Fator de
Reproducao (RFR) indicou que dez acessos se mostraram altamente resistentes (96,0-
99,9):Pi-UFRPE-01; Pi-UFRPE-02; Pi-UFRPE-03; Pi-UFRPE-04; Pi-UFRPE-05; Pi-
UFRPE-06; Pi-UFRPE-07; Pi-UFRPE-08; Pi-UFRPE-09; Pi-UFRPE-10, ¢ um acesso
resistente (90,0-95,9): PAU-CM-A44 (Tabela 1).

Tabela 1. Reacdo dos gendtipos de Myrtaceae a Meloidogyne enterolobii. UFRPE,
Recife-PE, 2019

Acessos 1G6) PESO (gr) NC°ovos(ml) PF FR RFR
Pi-UFRPE-01 1,29¢ 5,00 48,57 910,86¢ 0,151c 98,49
Pi-UFRPE-02 1,57¢c 5,71 19,00 358,00c 0,060c 99,41
Pi-UFRPE-03 1,86b 3,86 9,00 155,57¢c 0,026¢ 99,74
Pi-UFRPE-04 2,00b 4,57 18,57 335,00c 0,056¢ 98,14
Pi-UFRPE-05 1,86b 4,71 10,43 182,14¢ 0,030c 99,70
Pi-UFRPE-06 1,57¢c 5,00 20,43 320,00c 0,053¢ 98,65
Pi-UFRPE-07 3,57a 4,43 13,57 300,57¢ 0,050c 99,50
Pi-UFRPE-08 2,290 7,00 27,00 534,57¢c 0,089¢c 99,12
Pi-UFRPE-09 2,00b 2,71 16,86 246,14c 0,041c 99,59
Pi-UFRPE-10 1,29¢ 2,86 18,29 278,43¢c 0,046¢ 99,54
CAB-BP-A09 4,43a 20,00 401,71 22737,43b 3,789b 62,38
CAB-BP-A10 4,14a 17,86 963,29 20882,00b 3,480b 65,45
CAB-EC-A45 4,29a 25,00 1050,00 60447,14b 10,075a -
PAU-CM-A44 1,43¢ 3,29 224,29 4128,14¢c 0,688c 93,17

GO-COM 4,57a 7,00 315,86 6251,57¢c 1,042¢ 89,66

Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade. IG — Indice de galhas, PF = Populagdo Final, * = Dados Transformados para Raiz
de X.
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Apenas um genotipo de aracd, PAU-CM-A44 apresentou resisténcia
considerando-se IG, FR ¢ RFR».

Diversos trabalhos demonstram a existéncia de espécies da familia Myrtaceae
resistentes & M. enterolobii, destacando-se E. uniflora (Almeida, 2008); P. cattleyanum,
(Martins et al., 2013; Biazatti et al., 2016) e P. guinensis (Cavalcanti Junior, 2017; Moraes
Filho et al., 2018). P. cattleyanum, no entanto ¢ relatado como incompativel como porta
enxerto para P. guajava, sendo P. guinensis uma alternativa mais viavel para essa funcao,
devido ao seu maior porte e similaridade genética com a goiabeira (Martins et al, 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a resisténcia da espécie E. uniflora
a M. enterolobii, com valores de FR proximos de zero para todas os genotipos avaliados.
O genotipo de P. guinensis identificado como resistente, sendo indicado para testes de
compatibilidade de enxertia com goiabeiras comerciais e possivel uso como porta enxerto
em areas infestadas por M. enterolobii.

Os gendtipos, considerados resistentes ao nematoide M. enterolobii, podem
proporcionar resultados vantajosos tanto do ponto de vista econdmico, com a diminui¢ao
na utilizagdo de defensivos quimicos, pois, do ponto de vista ambiental, possibilitando

um manejo mais sustentavel.
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ANEXO IV - NORMAS DE REDAGAO DE TESE

1. Normas Gerais

1.1. Dissertagdo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em
cursos de Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas
desenvolvidas em cursos de Doutorado. Exigem investigacdes proprias a area
de especializacdo e métodos especificos.

1.2. A Dissertacao ou Tese € de responsabilidade do discente, da Comissao
Orientadora e da Banca Examinadora.

2. Estrutura

2.1. A Dissertagdo ou Tese devera ser composta de: (i) capa, (ii) paginas
prétextuais, (iii) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pos-textuais).

2.2. A capa devera conter a autoria, titulo, local e ano da aprovagédo. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas
informagdes acrescidas da identificagcdo do respectivo volume. Dois (2)
exemplares devem ser de capas duras de cor preta e letras amarelas.

2.3. As paginas pré-textuais serao compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (ii)
titulo; (iii) nota explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertagéo ou
Tese, mencionando o Programa de Pds-Graduagéo, a Universidade e o
grau pretendido (Mestrado ou Doutorado); (iv) comité de orientagao e (v)
local e ano de aprovacdo. Contara, no verso desta folha, a ficha
catalografica.

2.3.2. Segunda folha interna deve conter, o titulo, o nome do pés-
graduando(a), a data de aprovagdo, os nomes e as assinaturas do
orientador e dos participantes da Banca Examinadora, local e data.

2.3.3. Opcionalmente, poderao ser incluidas paginas adicionais contendo:
(i) agradecimento (ii) oferecimento, (iii) dedicatoria e (iv) biografia do autor,
obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e
sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave,
o abstract em inglés e key words. O resumo com no maximo 800 palavras
deve destacar: o local da pesquisa, delineamento estatistico,
caracterizagcdo do problema, focalizar o(s) objetivo(s), sintese da
metodologia, resultados obtidos e conclusdes.
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2.4. O corpo da Dissertagcdao ou Tese contera todo o trabalho impresso,
avaliado e aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado
na forma de capitulos.

2.5. O corpo em capitulos sera composto das seg¢des: Capitulo |: Introdugao
e Referencial Tedrico; Capitulos (I ou mais a depender do numero de artigos
cientificos); e Consideragdes Finais (opcional). As referéncias bibliograficas e
citacbes seguirdo as normas da Crop Breeding and Applied Biotechnology. As
referéncias bibliograficas deverao aparecer ao final de cada capitulo.

26. O anexo (paginas poés-textuais) contera material pertinente e
suplementar.

2.7. Inserir cabecgalho com citacdo do autor e nome da dissertagao ou tese,
sendo a fonte tipo arial e tamanho 10, a partir do Capitulo | até a pagina inicial
da folha anexo(s).

. Editoracao

3.1. Composicao tipografica. As dissertagbes ou teses deverdo ser
impressas em forma permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e
de cor preta no tipo Arial tamanho 12, com espagamento 1,5.

3.2. Notagao cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica devera ser
diferenciada contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As
unidades meétricas deverao seguir o padrdo do Sistema Internacional de
Unidades.

3.3. Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco
para leitura normal.

3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de
2cm.

3.5. Paginagao. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser
numeradas em sequéncia continua, isto é, desde a pagina do Capitulo | (texto
corrido), até a ultima pagina, em algarismos arabicos. A sequéncia devera
incluir tudo que estiver como mapas, diagramas, paginas em branco e outros.
As paginas pré-textuais deverdo ser numeradas, sequencialmente, como
algarismos romanos minusculos.

3.6. llustragdes. Fotografias e outras ilustragdes deverdo ser montadas de
forma definitiva e incluidas no corpo da Dissertacdo ou Tese. E admitido o uso
de cores nas figuras e ilustragbes. Em nenhuma circunstancia dever-se-a
empregar fita adesiva ou material similar para afixagao de ilustragdes no corpo
da Dissertagdo ou Tese. Folhas de tamanho superior a A4 serdo aceitaveis,
desde que dobradas, de forma a resultar em dimensodes inferiores ao tamanho
do papel adotado.

As referéncias bibliograficas e as citagdes da tese (capitulo |) seguirdo o padrao

da revista Crop Breeding and Applied Biotecnology.
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References cited in the text by the last name of the author and the year (for
instance, Liu 1998, Pereira and Amaral Junior 2001, William et al. 1990) are to
be alphabetically listed in the item References, according to the following
examples:

Article in journals

Pereira MG and Amaral Junior AT (2001) Estimation of genetic components in
popcorn based on the nested design. Crop Breeding and Applied
Biotechnology 1: 3-10.

Book Hallauer AR, Carena MJ and Miranda Filho JB (2010) Quantitative
genetics in maize breeding. Springer, New York, 664p.

Book chapter

Morais PPP and Borem A (2017) GM cultivars. In Silva FL, Borem A, Sediyama
T and Ludke WH (eds) Soybean breeding. Springer, New York, p. 174-189.

Congress Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In Stalker
HT and Murphy JP (eds) Proceedings of the symposium on plant breeding in
the 1990s. CAB, Wallingford, p. 1-13.
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As despesas de traducio serio por conta dos autores. Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado infedor direito. O trabalho
deveri ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no médximo, 25 linhas por pdgina em espaco duplo, com margens superior, inferior,
esquerda e direitaem 2,5cm, fonte Times New Roman e ho 12. O mdximo de pdginas seri 15 para artigo cientifico. 20 para revisio
bibliogr:fica ¢ 8 para nota. incluindo tabelas, grificos e figuras. Figumas. grificos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto ¢
mdividualmente por pigina, sendo que nio poderio ultrapassar as margens ¢ nem estar com apresentacio paisagem.

Tendo em vista o formato de publicacio el i t considerando ritos com péginas adicionais além dos limites acima.
No entanto, os trabalhos apm\'adosqu: irem pdginas além do estipulado terdo um custo adicional para a publicagdo (vide taxa).

3. O artigo cientifico (Modelo doc. .pdf) deveri conter os seguintes tépicos: Tiwlo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract:
Key words; Introducio com Revisdo de Literatura; Materal ¢ Métodos; Resultados e Discussio; Conclusdo; Referéncias ¢ Declaracio de conflito
de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacio; Cunmhm@mdos aulmts, Fonlmd: Aquisicio: Informe Verbal; Cormlc de Eticae
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesg do seres h e animais obrigatori te devem apr
parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ji na submissio . Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado
(Declaracdo Modelo Humano, Declaracio Modelo Animal).

4. A revisao bibliogrifica (Modelo doc. .pdf) deverd conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo: Palavras-chave:
Abstract; Key words; Introdugio: Desenvolvimento; Conclusio; Referéncias e Declaracdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e
Aprmcnla;m Contnhuu;aodos autores; Fonl:sd: Aquisicio ¢ Informe Verbal; Comité de Elica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesq Ivendo seres h e animais obrigatori te devem apr t: de aprovacao de um comité de
ética institucional ji na submissio. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado [n:ﬂmqm_}j_mﬂy_ﬂm Declaracdo
Modelo Animal).

5. A nota (Modelo doc. pdf) dwera conler os segmltes lnplms: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Texto (sem subdivisdo, porém com i ducio; me r¢ dos e discussio e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias
e Declaragdo de conflito de interesses. Agmdncm:nm(s) e Aprmcnlag:ao Contnhm@aodos autores; Fonl:s de Aquisicio e Informe V:rhal
Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesq seres h e animais obrigatori

devem ap t de ¢ao de um ité de ética institucional ja na submissio. Alternativamente pode ser enviado um dos

modelos ao lado Ilkdm&}jm:ln.l:lumm Declaracio Modelo Animal).

6. 0 preenchimento do campo "cover letter” deve apresentar, obrigatoriamenie., as seguintes informagdes em inglés. exceto para artigos
submetidos em portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your rescarch answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

€) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informacdes acesse 0 seguinte (utorial.

7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no endereco eletronico da revista www sciclobricr.
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8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - mglés e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a
primeira letra do titulo do antigo deve ser maiiscula exceto no caso de nomes préprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O nome
cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessdno. Esses devem aparecer nas palavraschave, resumo e demais se¢des quando
necessirios.

9. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maidsculas seguidas do ano de publicagio. conforme exemplos: Esses
resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) ¢ LEE et al. (1996), como uma ma formagdo congénita
(MOULTON., 1978).

10. Nesse link € disponibilizado o arquive de estilo para uso com o software EndNote (0 EndNote ¢ um software de gerenciamento de
referéncias, usado para gerenciar bibliog rafias ao escrever ensaios ¢ antigos). Também ¢ disponibilizado nesse link o arquive de estilo para uso
com o software Mendeley.

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas préprias da revista.

11.1. Citacdo de livro:
JENNINGS. PB. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA . C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazdnia a bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979.95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD. J.B.;: SMITH. D E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964,
Cap.2,p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3 ed. New York : John Willey. 1977. Cap 4, p.72-90.
TURNER. AS.;: McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cinirgicas em animais de grande porte. S3o Paulo : Roca. 1985.
p29-40.

11.4. Artigo completo:

O autor deveri acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificacio DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos
abaixo:

MEWIS, I; ULRICHS, CH. Action of amorphous di eous earth against different stages of the stored product pests Tribolium confusum
[Culmplcm Tenebnonidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae ) and Plodia

tella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research. Amslcrdaml(_ﬁd.:dn opcional), v37, p.153-164, 2001. Available
from: <http://dx doi.org/10.1016/S0022-474 X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474 X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR. A R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus
surinamensis (L.) to different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural . Santa Maria (Cidade opcional), v. 38,
n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from: <http://wwwscielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=580 103-

B4782008000800002& Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0 103-84782008000800002 .

SENA,D. A. etal. Vigor tests 1o evaluate the physiological quality of corn seeds cv. ‘Sertanejo’. Ciéncia Rural, Santa Mana ,v.47.n. 3,
20150705, 2017 . Available from: <htp://fwww.scielo br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782017000300151 &Ing=pt&nrm=iso>.
Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Anigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI. M A ; MILGIORANCA . M E. Avaliacio de cultivares do ensaio nacional de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA
DE PESQUISA DA UFSM, 1.. 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de Pés-graduacio e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p 236.
(OBS.: tentar evitar esse tipo de citagdo).

11.6. Tese, dissertagdo:

COSTA. I M B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 1321
Monografia/Dissertac 30/Tese (Especializacio/ Mestrado/Doutorado e m Zootecnia) - Curso de Pés-graduacdo em Zootecnia, Universidade
Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).
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11.7. Boletum:
ROGIK ., FA. Indiistria da lactose. S3o Paulo : Departamento de Producio Animal, 1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS - tentar evilar esse

tipo de citacio).

11.8. Informacdo verbal:

Identificada no préprio texto logo apds a informagdo, através da expressio entre parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 -
Informe verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliogrificas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail), ¢/ou local. evento,
data e tipo de apresentaciio na qual foi emitida a informacio.

11.9. Documentos eletrénicos:
MATERA. I M. Afeccoes cinirgicas da coluna vertebral: anilise sobre as ibilidades do trat: to cirtrgico. Sio Paulo :
Depanamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS .: tentar evitar esse tipo de citacio).

GRIFON. DM. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31.. 2006, Prague.
Czech Republic. Proceedings... Prague: WSAVA  2006. p.630-636. Online. Available from:

<http:/fwww.ivis org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon] pdf?LA=1>. Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS : tentar evitar esse tipo de
citacio).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online. Available from:

<http:/fwww.zh.com br/especial/index htm>. Accessed: Mar. 18, 2001(OBS.: tentar evitar esse lipo de citacio).

ONGPHIPHADHANAKUL. B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and conventional doses of calcitriol or conjugated equine
estrogen. Maturitas, (Ireland), v34, n2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Online. Available from:
<http:/fwww. Medscape.com/server-java/Medline SearchForm>. Accessed: Mar. 18,2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPL, NL. Andlise comparativa entre duas técnicas de recuperacio de tilcera de cornea ndo infectada em nivel de
estroma médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA. 3., 1997, Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes
: Facultad de Ciencias Veterinaras - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS : tentar evitar esse tipo de citagio).

12. Desenhos, grificos e fotografias serdo denominados figuras e terdo 0 nimero de ordem em algarismos ardbicos. A revista ndo usaa
denominacdo quadro. As figuras devem ser disponibilizadas individualmente por pdgina. Os desenhos figuras e grificos (com largura de no
méximo 16cm) devem ser feitos em editor grifico sempre em qualidade méxima com pelo menos 300 dpi em extensdo 1ff. As tabelas devem
conter a palavra tabela. seguida do nimero de ordem em algarismo aribico e ndo devem exceder uma lauda.

13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serido de inteira responsabilidade do(s) autor(es).

14. Serd obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo tramitard enquanto o referido item ndo for atendido.
Excencionalmente . mediante ¢ Ita prévia para a Comussio Editorial outro exoediente poderd ser utilizado.
15. Lista de verificacio (Checklist doc, .pdf)

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacio.
17. Os artigos nio aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, 0 encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento
18. Em caso de divida. consultar artigos de fasciculos ji publicados antes de dirigir-se 4 Comissiio Editorial

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a laxa de tramitacio. Artigos reencaminhados (com decisao de Reject and Ressubmit) deverio
pagar a taxa de tramitacio novamente . Artigos arquivados por decurso de prazo nio terdo a taxa de tramitac 3o reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passario por um processo de verificacio de pligio usando o programa “Cross Check”

21. Contribuicio dos autores
Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido. todos os autores listados deveriam ter contribuicdes intelectuais substanciais tanto para
a pesquisa quanto para sua preparagiio. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faga o sen.

Exemplo um

RW. RA e RCNO conceberam ¢ projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os experimentos, BB realizou as anilises laboratonais. BB
supervisionou ¢ coordenou os experimentos com animais ¢ fornecen dados clinicos. BB realizou anilises estatisticas de dados experimentais.
WC, MB ¢ NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos os autores revisaram criticamente 0 manuscrito ¢ aprovaram a versio final.

Exemplo dois
Todos os autores contribuiram igualmente pam a concepcio e redacio do manuscrto. Todos os autores revisaram criticamente 0 manuscrito e
aprovaram a versio final.

Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para o manuscnto.

@ R @cne =
by 3e N \FAPERGS 5

Ciéncia Rural
Universidade Federal de Santa Maria - Centro de Ciéncias Rurais
Prédio 42 Sala 3104 97105900 - Santa Maria RS, Brasil
E-muail: giencis i (s
Fone/Fax: (55) 32208698
Fax: (55) 32208695
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Composicao tipografica: Fonte tipo Times new Roman tamanho 12, com
espacamento simples.

AR
-8
——

> S T
JOURNAL (Standard article). Ex.:
Chao EC and Lipkin SM (2006). Molecular models for the tissue specifcity of DNA
mismatch repair-defcient carcinogenesis. Nucleic Acids Res. 34: 840-852.
Ranke MB, Lindberg A, Ferrandez Longas A, Darendeliler F, et al. (2007). Major
determinants of height development in Turner syndrome (TS) patients treated
with GH: analysis of 987 patients from KIGS. Pediatr. Res. 61: 105-110.
BOOK, WHOLE: authors, year, book title, edition or volume number, publisher,
city. Ex.:
Bartholomei-Santos ML and Sokal RR (1973). Numerical taxonomy. W.H.
Freeman and Company, San Franscico.

Cicotti and Tildesley DJ (1987). Computer simulation of liquids. 1st edn. Oxford
University Press, New York.

BOOK CHAPTER: authors, year, book title, chapter title, editors, edition,
publisher, city, pages of citation. Ex.:

Drosopoulou E (1981). The Drosophilidae: A Taxonomic Overview. In: The
Genetics and Biology of Drosophila (Ashburner M, Carson HL and Thompson JN
Jr, eds.). Academic Press, New York, 1-97.

REPORT. Ex.:

CIAT (International Center for Tropical Agriculture) (1980). Annual Report. CIAT,
Cali. FAO (Food and Agricultural Organization) (2004). Production Yearbook.
FAO, Rome.

THESIS. Ex.:

Hellmann K and Gémori G (1997). Estudo citoquimico em glandulas salivares de
triatomineos do género Rhodnius. Master’s thesis, UNESP, Sdo José do Rio
Preto.

Pepin L (2003). Aplicagdo de marcadores microssatélites de Sus scrofa
doméstica na caracterizacdo genética de populagcbdes de Sus scrofa sp (porco-
monteiro) e Tayassu pecari (queixada). Doctoral thesis, Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto. CONFERENCE, SYMPOSIUM
PROCEEDINGS: cite papers only from published proceedings. Ex.:

Lehninger AL, Silva MB, Lombardi F, Zamaro PJA, et al. (2002). Analise do
comportamento eletroforético das fragcbes de hemoglobinas de Rhinoclemys
punctularia (Chelonia) em diferentes pH. In: Anais do 48° Congresso Nacional
de Genética, Ribeirdo Preto.

Olsen GJ, Ludwig T, Meier H and Wolf MJ (2002). AxML: a fast program for
sequential and parallel phylogenetic tree calculations based on the maximum
likelihood method. Proceedings of 1st IEEE Computer Society Bioinformatics
Conference (CSB2002), Palo Alto, 21-28.
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Pacheco EB and Miyazawa CS (2002). Estudos citogenéticos em Cheirodontinae
(Characiformes, Characidae) do pantanal do Mato Grosso. In: IX Simpédsio de
Citogenética e Genética de Peixes, Maringa, 38.

Schaeffer LR, Swalve HH and Dekkers JCM (1994). Random regressions in
animal models for test-day production in dairy cattle. Proceedings of the 5th
World Congress of Genetic and Applied Livestock Production, Guelph, 433-446.
ELECTRONIC CITATIONS (Online Journals): ensure that URLs are active and
available. Ex.:

Rozen S and Skaletsky HJ (2000). Primer3: Bioinformatics Methods and
Protocols. In: Methods in Molecular Biology (Krawetz S and Misener S, eds.).
Humana Press, New Jersey, 365-386. Available at [http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi].
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SCIENTIA INSTRUCOES AOS AUTORES
M}RICOI_‘A : %lbéitru.cées qera;i.s tord

« Custo para publicacao

ISSN 1678-992X versdo online

Objetivos e politica editorial

Scientia Agricola é uma publicacdo da Universidade de S3o Paulo,
Campus "Luiz de Queiroz" em Piracicaba, uma cidade situada no estado
de Sao Paulo, regido sudeste do Brasil. Scientia Agricola tem por
objetivo publicar artigos originais que contribuam ao avanco cientifico
das Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas.

A revista possui amplo espectro de temas, abrangendo Producgdo
Vegetal, Producao Animal, Engenharia Agricola, Tecnologia
Agroindustrial, Ciéncias Florestais e aplicacbes nas Ciéncias Agrarias,
Ambientais, do Solo e Bioldgicas.

Quatro tipos de manuscritos podem ser submetidos: artigos de
pesquisa originais, revisdes, notas e pontos de vistas.

Artigos originais sdo agrupados por assunto nas seguintes categorias:
Engenharia Agricola; Microbiologia Agricola; Agrometeorologia; Ciéncia
Animal e Pastagens; Biometria, Modelagem e Estatistica; Fitotecnia;
Ecologia; Entomologia; Ciéncia e Tecnologia de Alimentos; Ciéncia
Florestal; Genética e Melhoramento de Plantas; Fitopatologia; Fisiologia
Vegetal e Bioquimica; Solos e Nutricdo de Plantas; e Zoologia.

Os artigos publicados na Scientia Agricola sao indexados ou resumidos
por Current Contents ®/Agriculture, Biology, and Environmental

Sciences, Science Citation Index Expanded (SciSearch ®), Scopus,
DOAJ, CAB Abstracts, SciELO, AGRIS, AGROBASE, Chemical Abstracts,
INIS, e Tropag & Rural. Artigos originais avaliados pela Comissdo
Editorial podem ser submetidos para avaliacao por revisores
especialistas no tema ou rejeitados sem revisao pelos pares.

Direitos autorais

Uma vez aprovado o manuscrito, os autores devem conceder uma
licenca exclusiva para publicar o artigo na forma impressa e eletronica,
incluindo fotografias que possam ser selecionadas como imagem de
capa.

A lei de direitos autorais requer que os autores fornecam a Scientia
Agricola as permissées para uso de materiais publicados por outros
periédicos ou editoras, o que inclui figuras, tabelas e imagens. As
permissoes devem ser inseridas no sistema como um arquivo
suplementar.

Instrugdes gerais

SUBMISSAO DO MANUSCRITO

« Comece a submissdo revendo na integra as InstrucGes aos
Autores para garantir que o artigo esteja de acordo com as
normas da Scientia Agricola. Para submissdo de revisao os
autores devem verificar as instrugdes especificas. Uma vez que
estas paginas sdo atualizadas periodicamente, recomenda-se
fortemente que o autor leia as normas antes da submissao,
mesmo que ja tenha feito isso anteriormente.
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= Por favor, leia a lista de checagem de conformidade antes de
submeter seu manuscrito.

+ Os autores devem submeter os manuscritos pelo sistema on-line,

acessando o site http://www.scielo.br/sa, clicando em

"submissao online".

» Manuscritos deverdo ser organizados em MS Word para Windows
ou num software compativel. Evite o uso de recursos de
processamento de texto automatizados, tais como listas e
numeracao, cabeca e formatacdo subtitulo, links internos, ou
estilos.

» Ao submeter um artigo, os autores devem recomendar cinco
revisores qualificados que sdo especialistas na area de
conhecimento abordada, e fornecer os email e filiagdo. No minimo
dois dos revisores devem ter nacionalidade distinta do autor
correspondente. Revisores oriundos da mesma instituicdo do
autor correspondente devem ser evitados.

* A publicagdo de um resumo ou resumo expandido em um evento
cientifico ndo é considerada publicacdo anterior da pesquisa.
Entretanto, resultados de pesquisas publicados anteriormente
como trabalhos completos em eventos cientificos ndo serdo
aceitos.

» A lei de direitos autorais requer que os autores fornegam a
Scientia Agricola as permissdes para uso de materiais publicados
por outros periddicos ou editoras, o que inclui figuras, tabelas e
imagens. As permissdes devem ser inseridas no sistema como
um arquivo suplementar.

« N3o ha custo para submissdo e avaliacdo dos manuscritos. Os
autores deverdo pagar uma taxa de publicacdo logo apods a
aceitacdo do manuscrito.
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CARTA DE APRESENTACAO (deve ser escrita em inglés)

+ O conteldo da carta deve apresentar a garantia de que o artigo é
original, nao foi publicado anteriormente e ndo esta sendo
considerado para publicacdao na sua forma final em outro lugar,
tanto em veiculo impresso quanto eletrdnico. O autor
correspondente deve assinar a carta de apresentacdo em nome
de todos os autores. A carta deve ser inserida em arquivo
separado, na area designada dentro do sistema.

+ Os autores devem incluir cinco destagues (maximo de 100
caracteres incluindo espacos para cada destaque) explicando a
importancia do trabalho e como e porque os destaques principais
se relacionam com o escopo da revista.

ESTILO DO MANUSCRITO

« Defina o significado das abreviaturas na primeira vez que forem
citadas no resumo e no texto, e novamente nas tabelas e figuras.
Uma vez que uma abreviacao for citada, ela deve ser usada em
todo o manuscrito, exceto no inicio de uma frase.

+ O nome latino ou nomenclatura binomial (ou trinomial) e autoria
deve ser utilizado quando mencionado pela primeira vez que se
menciona todas as plantas, insetos, patdgenos e animais.

« Tanto o ingrediente ativo quanto o nome quimico da substancia
de pesticidas devem ser inseridos quando mencionado pela
primeira vez.

» Identifique os solos utilizando a taxonomia de solos do USDA
(http://soils.usda.gov/technical/classification/osd/index.html) até
o segundo nivel (subordem) ou até o quarto nivel (subgrupo). A
classificacdo da FAO também pode ser utilizada até o segundo
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nivel. A traducdo livre do nome e da classificacdo do solo ndo é
permitida.

Utilize o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.
Verifique os caracteres gregos e figuras cuidadosamente.
Certifique-se que exceto quando seguidos por unidades, nimeros
de um a dez sejam escritos por extenso. Para quantidades
decimais <1, coloque um zero antes do ponto decimal.

Use ponto (.) como separador decimal.

Porcentagens devem ser expressas como numeros inteiros, por
exemplo: 35 % em vez de 35,4 %, 48%, em vez de 47,5 %, 79
%, em vez de 78,9 %.

Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar
unidades, e.g.: kg hal; ndo inter-relacione unidades usando a
barra vertical, e.g.: kg/ha.

Utilize um espaco simples entre as unidades, g L'L, e ndo g.L1,
ouglLl

Use o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e
minutos: 09h00, 18h30.

As datas devem ser escritas: primeiro o dia, depois o0 més e o por
Ultimo o ano: 18 mar. 2000, 01 fev. 1987.

Abreviar os meses com mais de quatro letras: jan.; fev.; mar.
etc.

PREPARAGCAO DO MANUSCRITO

Texto e ilustragGes submetidos a apreciacdo pelo corpo editorial
devem ser escritos em lingua inglesa, segundo as regras
ortograficas e gramaticas norte-americana.

Manuscritos devem ser organizados em um arquivo denominado
documento principal. MS Word ou software compativel devem ser
utilizados para preparar o documento principal, fonte Times New
Roman 12, 3.0 cm de margens e duplo espacgo. Organize o
documento principal na seguinte ordem: Pagina de rosto, Resumo
(maximo de 250 palavras), Palavras-chave (maximo de cinco
palavras), Introducdo (30 linhas), Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos (opcional), Referéncias,
Figuras e Tabelas com suas respectivas legendas.

O item Conclusdo é opcional e, quando utilizado devera vir apds a
secao de discussao. O item Resultados e Discussdo podem ser
combinados e, a conclusdo pode ser incorporada a discussao.

O manuscrito deve ter um maximo de 30 paginas (papel A4);
linhas e paginas devem ser numeradas sequencialmente,
ilustracbes e tabelas inclusive.

Tabelas e Figuras devem ser incluidas no final do documento
principal.

Pagina de rosto:

Cada artigo deve conter uma pagina de rosto contendo o titulo
(maximo de 15 palavras), os nomes completos dos autores, e
afiliagbes completas em inglés.

Devera ser fornecido um titulo abreviado de 40 caracteres ou
menos (além do titulo do trabalho completo).

Os autores devem selecionar uma categoria: Engenharia
Agricola; Microbiologia Agricola; Agrometeorologia; Ciéncia
Animal e Pastagens; Biometria, Modelagem e Estatistica;
Fitotecnia; Ecologia; Entomologia; Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos; Ciéncias Florestais; Genética e Melhoramento de
Plantas; Fitopatologia; Fisiologia Vegetal e Bioquimica; Solos e
Nutricdao de Plantas; e Zoologia.

O autor correspondente deve ser identificado(a) por um asterisco
e um endereco eletrénico institucional do autor(a)
correspondente deve ser informado.

A afiliacdo/endereco atual dos autores(as) deve ser informado da
maneira mais detalhada possivel.
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+« 0 autor correspondente devera assumir a responsabilidade plena
pelo manuscrito, incuinde o cumprimento das politicas do
periddico, & serd o contato prioritaric com a revista. O autor gue
submete o artigo pode assumir essa funcao se indicado na carta
de apresentacao.

Submissio de imagem para a capa:

A capa da Scientiz Agricola podera utilizar uma imagem representativa
de um artigo publicade no volume. Os autores sao convidados a
submeter imagens para a capa que tenham apelo visual e gue sejam
cientificamente interessantes. As imagens devem ter alta resolucao
(300dpi) e medir 17 x 17cm. As imagens para a capa podem ser de
organismes, habitat, montagens de diferentes imagens, diagramas,
mapas ou dados. As ilustractes ndo precisam estar nos artigos, devem
sim ser representativas do trabalhe publicado. As imagens devem ser
originais e os autores cedem os direitos de publicacao exclusivame nte
a Sgentia Agricoks . Carregue o arguivo contendo a imagem como um
arguive suplementar junto com um arguivo texto gue deverd conter
uma breve descricdéo de um paragrafo da imagem relacicnando-a com o
manuscrito publicade. Se o autor nao tiver os direitos autorais da
imagem submetida, ele & responsavel por obter a permissde necessaria
para poder utiliza-la.

Tabelas e Figuras
Tabelas:

+« Devem ser numeradas sequencialmente com algarismos arabicos,
& geradas com a ferramenta "Tabela" do MS Word ou MS Excel
(manuscritos contendo tabelas coladas como figuras serao
devolvidos ans autores).

+ [Os titulos das tabelas devem aparecer imediatamente acima do
corpo das tabelas.

+« Mumere figuras & graficos sequencialmente usando algarismos
arabicos.

Figuras/Graficos:

+« Graficos devem ser gerados em MS Excel.

+ Fotografias devem ser apresentadas como arguivo "tagged image
format [TIFF]", 300 DPI.

* Mumere figuras & graficos sequencialmente na ordem em gue
aparecem no texto.

+ As figuras devem formmecer informacbes suficientes para gue o
leitor possa compreendé-las sem gue haja a necessidade da
leitura do texto que se refere a elas.

* Para as figuras gue contém mais de um painel, designar os
painéis com letras mailsculas (sem parénteses & sem pontos
apos as letras) no canto superior esquerdo de cada painel, se
possivel.

+ Az palavras utilizadas nas figuras devem ser iguais as utilizadas
no manuscrito no gue diz respeito a capitalizacdo, italico e
simbolos.

INFORMACOES COMPLEMENTARES

+ Manuscritos gue avaliem a bioatividade de produtos guimicos
&fou biologicos, incluindo reguladores do crescimento, em
insetos, acarns, fungos, bactérias, nematdides & plantas
daninhas, ndo serdo objeto de andlise para publicacdo na Sdentia
Agricola.

+ Manuscritos que avaliemn melhorias ou protocolos de cultura de
tecidos baseados no teste de aditives, explantes ou condicoes de
crescimento, ou ainda gue falhem em mostrar uma melhoria
substancial que ndo poderia ser deduzida da literatura existente,
nao serdd considerados para publicacdo na Soentia Agricola.
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= Manuscritos baseados em um unico experimento de campo nao
serac considerados para publicacde na Saentiz Agricols, exceto
quando os autores puderem comprovar que o estudo & de alta
relevancia e inovador. Mesmo manuscritos com mais
experimentos de campo serao sujeitos a rejeicac imediata se os
dados coletados ndo tiverem suficiente variabilidade para se
atingir resultados conclusivos.

* Manuscritos gque reportem ocorréncias ou gue sejam simples
descricies de pragas, patdgenos ou doencas nao serdo
considerades para publicacés na Scientia Agricola.
Excepcionalmente, esses manuscritos pederao ser submetidos
como uma Nota desde que: 1) apresentem organismos que
sejam de alta relevancia para a agricultura; 2) tenham dados
originados de uma ampla amostragem; ou 3) apresentem
organismos/problemas extensivamente caracterizados por meio
de diversos métodos ou outros aspectos sob investigacdo.

= Artigos que envolvam experimentos com animais vives (incluindo
seres humanos) devem demeonstrar que foram realizados de
acorde com as normas éticas locais. Espera-se que os autores
tenham realizado o estudo
seguindo as boas praticas éticas. Tais evidéncias devem estar
oficialmente apresentadas na secdo "Material & Métodos”,
descrevendo gue o estudo foi previaments aprovado pelo comité
de ética apropriado (incluindo o nimers do processo ).

+ 0z manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos
Codigos Internacienais de cada area.

+ s conceitos e opinides contidos nos artigos sao de exclusiva
responsabilidade dos(as) autores(as).

+ Todos os trabalhos recebidos serdo submetidos a politica da
revista para deteccdo de plagio e autoplagio.

Referéncias Bibliograficas

Sdentia Agricola nao permite acs autores citar resumos de congressos
ou workshops, artigos técnicos, dissertaches ou teses. Referéncias em
portugués ou gualguer outra lingua gue ndo seja a inglesa deverdo ser
limitadas aguelas que sejam essencialmente importantes para o
estudo. Até quatro referéncias escritas em outras linguas que ndo seja
o inglés serdo permitidas sem necessidade de justificativas. No
entante, mais do que isso somente sera permitide se os autores
apresentarem justificativa circunstanciada para manté-las no texto. Se
aceitas pelo Editor-Chefe, todas as referéncias nessa situacdo deverdo
ser citadas em inglés com a lingua original devendo ser apresentada ao
final da referéncia, da seguinte forma: (in Portuguese, with abstract in
English]}.

Soentia Agricols ndo recomenda que os autores citem analises
estatisticas ou solucies de softwares como referéncias. Essas
ferramentas devem ser mencionadas no texto (Material e Métodos) ao
imcluir a analise especifica & o nome do software, sua versdo &/ou ano
de lancamento. Por exemplo, ... a andlise estatistica foi realizada
utilizando o PROC NLUIN no SAS [(Statistical Analysis System, versao
8.2y

As referéncias e citaces para artigos da Scentia Agricola sergo
formatadas utilizando o estilo de formato minimo 'autor, ano' ou 'nome
(ano)'. Checar se toedas as citacies no texto constam da lista de
referéncias bibliograficas. Os exemplos:

1. Apenas um auter: Reichardt (2000) cu (Reichardt, 2000).

2. Dois autores: Fiorio and Dematté (2009) ou (Fiorio and Dematté,
2009).

3. Trés ou mais autores: Rosso etal. (2009) ou (Rosso et al., 2009).

108



ROSSITER, J. G. de A. Gendmica comparativa e filogenia de espécies de fitonematsides e...

4. Organizar as referéncias em ordem alfabética e cronologicamente
dentro de parénteses, & use (;) ponto e virgula para separar citagfes
multiplas dentro de parénteses, por exemplo: (Boleli, 2003; Boerjan,
2006; Muraroli and Mendes, 2003).

&. Identificar mdltiplas citacies 'mesmo autor, mesma data’ com a
ajuda de letras mindsculas, por exemplo: (Cyrino, 2004a, b).

6. Usar o estilo "autor-ane” para ordenar a lista de referéncias, e: (i)
abreviar os primeiros e segundos nomes dos autores, mas nenhuma
outra palavra; (ii) usar letras maidsculas para todos os acronimos, isto
£, quando o autor for uma organizacao; (i) utilizar letras mailsculas
para a 12 |etra do sobrenome e demais inicias dos autores, que
deverao ser separados por um ponto (.); (iv) separar autores por
ponto-e-virgula; (v) n&o usar "e comercal" (&) nas citacies, nem na
lista de referéncia; (vi) ndo usar caracteres grifados ou negritados para
destacar gualguer parte da referéncia; (vii) usar letras mailsculas na
12 letra dos titulos de livros e de periddicos; (viil) ndo wsar virgula (,)
para separar o titulo e o volume do pericdico; (ix) separar os nimeros
de volume do periddico das paginas por dois pontos (:); (x) usar os
numeros completos das paginas; (xi) separar os numeros de pagina
por um trago (-); (xii) separar os grupos de paginas por uma virgula se
o artigo foi publicado em paginas descontinuas; (xiii) indicar o namero
da edicao de um livro cu manual como "2ed", por exemple; (xiv) sobre
livros & manuais, indicar os editores ou a editora antes de discriminar a
localidade sede dos editores ou da editora; (xv) separar os editores ou
a editora da localidade por meio de uma virgula (,); e (xvi) nestes
casos, decarar os nomes da cddade, do estado e do pais.

6.1 Revistas/ Periodicos Cientificos

Guillard, R.R.L.; Wangersky, P. 1958. The production of extracellular
carbohydrates by some marine flagellates. Limnology and
Oceanography 3: 449-454.

6.2 Livros

6.2.1 Livros com autores
Pais, L.; Jones Jr., J.R. 1998. The Handbook of Trace Elements. St.
Lucie Press, Boca Raton, FL, USA.

6.2.2 Livros com editores/organizadores
Day, W.; Atkin, R.K., eds. 1985. Wheat Growth and Modelling. Plenum
Press, New York, NY, USA.

6.2.3 Livros (e manuais) com organizacao/instituicaoc como autor ou
editora/organizadora

Association of Official Analytical Chemists - Intermnational [A0AC]. 2005.
Official Methods of Analysis. 1Bed. ADAC, Gaithersburg, MD, USA.

6.3 Capitulo de Livro

Sharpley, A.N.; Rekolainen, 5. 1997. Phosphorus in agriculture and its
environmental implicatiens. p. 1-53. In: Tunney, H.; Carton, O.T.;
Brookes, P.C.; Jehnston, A.E., eds. Phosphorus loss from soil to water.
CAB International, New York, NY, USA.

6.4 Fontes eletrdnicas

6.4.1 Elementos necessarios para listar citactes disponiveis on-line:

A autoria, autor ou fonte. Ano. O titulo do documente da web ou pagina
da web (isto &, titulo principal da pagina). [meio] (data de atualizacdo ).
Disponivel em: endereco completo para localizar o recurso (URL /
endereco) [Accessed Sept 19, 1952)

£.4.2 Elementos necessarios para listar publicaches disponiveis on-line:
A autoria, autor ou fonte. Ano. O titulo do documente ou pagina da
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web. [meio] Produtor/Editor. Disponivel em: endereco completo para
localizar o recurso [Accessed Sept 19, 1992]

6.5 Listagem de referéncias ndo escritas em inglés

Fornecer o titulo em inglés & indicar a lingua original de publicacdo da
revista ao final da referéncia, como exemplo abaixo:

Baretta, D.; Santos, 1.C.P.; Figueiredo, S.R.; Klauberg-Filho, O. 2005.
Effects of native pasture burning and Pinus monoculture on changes in
soil biclogical attributes on the Southern Plateau of Santa Cataring -
Brazil. Revista Brasileira de Ciéncia do Sole 29: 715-724 (in
Portuguese, with abstract im English ).

Mingoti, A.S5. 2005. Data analysis using multivariate statistics methods:
an applied approach. = Analise de Dados Através de Métodos de
Estatistica Multivariada: uma abordagem aplicada. Editora UFMG, Belo
Horizonte, MG, Brazil (in Portuguese ).

Custo para publicacao
R4 116,00 por pagina, até sexta pagina impressa no formato final

R4% 174,00 por pagina adicional

[Home] [Sobre a revista] [Corpe editorial] [Assinaturas]

(@) : Todo o contelds do periidicn. eaccts ande csth et

36 & CoMmeuds o periddicd, excetd o &

ficade, estd licenciado sob uma Licenca Creative Commons

USP/ESALQ - Saentia Agricola
Av. Padua Dias, 11
13418-900 Piracicaba SP Brasil
Tel.: +55 19 3429-4401 [ 3429-4486
Fax: +55 19 3429-4401

Mait
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