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RESUMO

Apesar dos avancgos tecnoldgicos nos sistemas de producdo de Capsicum spp. 0S
patogenos vém sendo considerados um dos principais desafios para o aumento da
produtividade e na qualidade dos frutos. Dentre as doencas a meloidoginose é
considerada uma das mais importantes para o género Capsicum e para as
oleraceas. No Brasil, alguns estudos vém sendo realizados visando identificar fontes
de resisténcia a esses patdgenos bem como identificar potenciais antagonistas ao
nematoide. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivos identificar acessos
de Capsicum spp. resistentes a M. enterolobii e avaliar a intervencao de espécies de
Bacillus spp. e Pseudomonas spp. no desenvolvimento do nematoide. Nesse
trabalho foram avaliados 111 acessos de Capsicum spp. dos bancos de
germoplasma da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) quanto a resisténcia a M. enterolobii.
Para a identificagdo de fontes de resisténcia foram inoculados 500 ovos e eventuais
juvenis por planta e as avaliacdes de fator de reproducéo e nematoide por grama de
raiz foram realizada 60 dias ap0s as inoculagcbes. Para 0 manejo de produtos
biolégicos formam utilizadas 7 espécies de Bacillus spp. e 3 espécies de
Pseudomona spp. ambos na concentracdo de 1x10° unidades formadoras de
colonia, além de 3 nematicidas comerciais. Para tanto a cultivar lkeda Cascadura
(Capsicum annuum) foi utilizada como testemunha de suscetibilidade ao
Meloidogyne enterolobii. Ambos os experimento foram realizados em casa de
vegetacdo pertencente ao Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) localizado em
Londrina, Parana. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado com 10
repeticbes para a identificacdo de fontes de resisténcia sendo posteriormente seus
dados transformados em log x+1 e submetidos a analise de variancia e teste de
agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Verificou-se que nenhum
genotipo de C. chinense e C. baccatum obteve fator de reproducdo menor que 1
para o M. enterolobii. Para o controle biolégico foram utilizadas 8 repeticbes para
cada tratamento. Verificou-se que ndo houve diferenca significativa para massa
fresca de raiz e massa fresca de parte aérea. Foi encontrada diferenca significativa
para massa seca de parte aérea, altura de planta, fator de reproducéo, populagcéo
final e nematoides por grama de raiz. Os isolados bacterianos T2AF (B.
amyloliquefaciens), RE (B. megaterium), 20T (Pseudomona spp.), RD (B.
megaterium), AG (B. pumilus), RM (B. megaterium) e RG (B. megaterium) diferiram
da testemunha com agua e nematoide.

Palavras-chave: Pimentas e pimentdo. Nematoide de galhas. Pré-
melhoramento. Controle bioldgico. Bacillus spp.
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ABSTRACT

Despite the technological advances in the production systems of Capsicum spp.
pathogens have been one of the main challenges to increase productivity and fruit
guality. Among the diseases of a meloidoginose is one of the most important for the
genus Capsicum and for the licenses. In Brazil, some studies have been carried out
to identify sources of resistance to these pathogens as well as to identify potential
nematode antagonists. Thus, the present work has as objectives accesses of
Capsicum spp. resistant to M. enterolobii and to evaluate the intervention of Bacillus
spp. and Pseudomonas spp. there is no development of nematode. For this, 111
accessions of Capsicum spp. of the germplasm banks of the State University of
Londrina (UEL) and the State University of the Northern Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) regarding resistance to M. enterolobii. For identification of resistance sources
with inoculated 500 eggs and eventual juveniles per plant and reproduction factor,
the number of nematodes per gram of root were evaluated 60 days after inoculation.
For the control biological 7 species of Bacillus spp. and 3 species of Pseudomonas
spp. besides 3 commercial nematicides. For this purpose a cultivar Ikeda Cascadura
(Capsicum annuum) was used as a control of susceptibility to Meloidogyne
enterolobii. Both experiments were carried out in a greenhouse at the Agronomic
Institute of Parana (IAPAR) located in Londrina, Parana. The completely randomized
design with 10 replicates for the identification of resistance sources and their data
transformed into log x + 1 and subjected to analysis of variance and Scott-Knott's test
at 5% probability. It was verified that no genotype of C. chinense and C. baccatum
obtained a reproduction factor less than 1 for M. enterolobii. For biological control
with 8 replicates for treatment. It has been found not to be a significant difference for
fresh root mass and fresh shoot mass. There was a significant difference for dry
mass, reproduction factor, final population and nematodes per gram of root were
found. Bacterial isolates T2AF (B. amyloliquefacienes), RE (B. megaterium), 20T
(Pseudomonas spp.), RD (B. megaterium), AG (B. pumilus), RM (B. megaterium) and
RG (B. megaterium) differed from the control with water and nematoid.

Key words: Chilli peppers. Root-knot nematode. Pre-breeding. Biological
control. Bacillus spp.
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1 INTRODUCAO

O género Capsicum, no qual incluem-se as pimentas e pimentdes,
possui grande relevancia econémica, sendo considerado um dos principais grupos de
olericolas no mundo. Esse género compreende 38 espécies, entre as quais apenas
cinco sdo domesticadas: C. annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C.
baccatum L. e C. pubescens Ruiz et Pavon (DEWITT e BOSLAND, 2009). No Brasil,
esse género tem um importante papel socioecondémico, biol6gico e cultural devido a
ampla forma de utilizacdo dos frutos na culinaria, na industria e como ornamental
(SUDRE et al., 2010).

Apesar dos avancgos tecnoldgicos nos sistemas de producdo do
género Capsicum, os patdgenos sdo considerados um dos principais entraves para
aumento da produtividade e na qualidade dos frutos. Entre as varias doencas
relatadas no Brasil, destacam-se a antracnose (Colletotrichum spp.), a murcha
vascular (Phytophthora capsici), a mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria), as viroses (principalmente, Potato virus Y — PVY e Pepper yellow mosaic
virus — PepYMV) e os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) (BENTO et al., 2013).

Os nematoides de galhas séo considerados um fator preocupante no
cultivo de Capsicum, ocasionado sérios prejuizos econdmicos (PINHEIRO et al.,
2014). As espécies de maior importancia econémica incluem M. incognita (Kofoid e
White), M. javanica (Treub) Chitwood e recentemente M. enterolobii (sin. M.
mayaguensis) Yang & Eisenback (CARNEIRO et al., 2006).

Meloidogyne enterolobii tem demonstrado elevada importancia nas
areas de cultivo de Capsicum spp., pois as fontes de resisténcia efetivas contra outros
nematoides (como, por exemplo, genotipos portadores dos genes Mel, Me3 e Me7)
sao ineficazes no seu controle, e também pela sua elevada viruléncia, provocando
menor desenvolvimento e deformacdes no sistema radicular, consequentemente,
reducdo na qualidade e quantidade de frutos (CARNEIRO et al., 2006; BARBARY et
al., 2015; PINHEIRO et al., 2015). Além disso, essa espécie de nematoide possui
varios hospedeiros, incluindo outras hortalicas, fruteiras, esséncias florestais,
ornamentais e plantas daninhas, dificultando assim o seu controle (MELO et al., 2011).

Para o desenvolvimento de programas de melhoramento,
fundamental a busca por gendtipos resistentes, pois a resisténcia genética € a forma

mais eficiente no controle de doencgas, sendo uma das prioridades em relacdo a
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resisténcia a nematoides (GONCALVES et al., 2014), além de ser economicamente
viavel e ambientalmente segura.

Além da identificagdo de fontes de resisténcia, outras estratégias
precisam ser adotadas, como rotagdo ou sucessao de culturas com espécies nao
hospedeiras, tratamento quimico e o controle biolégico (COLLANGE et al., 2011;
CORTE et al., 2014). O manejo quimico de nematoides pode ser realizado com 0 uso
de nematicidas no tratamento de sementes ou em aplicacdo no sulco de semeadura.
Contudo, o uso de nematicidas quimicos tem sido limitado devido a alta toxicidade,
risco ambiental, alto custo, pouca disponibilidade em alguns paises e baixa eficacia
ao longo do tempo (DONG e ZHANG, 2006).

Na busca por métodos eficientes e ambientalmente seguros de
manejo de nematoides, pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
explorar o potencial de inimigos naturais dos nematoides em programas de controle
bioldgico (COLLANGE et al., 2011; VAZ et al., 2011). O controle bioldgico € a reducao
da populacdo de determinado patégeno por outro organismo vivo, geralmente um
microrganismo, por meio de parasitismo, predacdo, competicdo ou antibiose
(BETTIOL et al., 1991). Esses organismos ocorrem naturalmente na area infestada
pelos fitonematoides ou também podem ser introduzidos pelo homem ou maquinarios
(VENZON et al., 2005).

Existem indmeros organismos considerados inimigos naturais dos
fitonematoides, como, por exemplo, fungos, bactérias, nematoides predadores,
protozoarios, acaros, entre outros (KERRY et al., 1990). Entre esses, as bactérias que
habitam a rizosfera apresentam grande potencial de controle de fitonematoides. Estas
podem atuar como indutores de resisténcia da planta, produzir enzimas e metabdlitos
toxicos, além de alterar os exsudatos radiculares, inibindo a ecloséo de ovos e/ou
reduzindo a atratividade dos nematoides para as raizes (LUDWIG et al., 2013).

Entre as bactérias, destacam-se os géneros Pseudomonas, Pasteuria
e Bacillus, sendo que algumas espécies do género Pseudomonas sao capazes de
diminuir a massa gelatinosa de ovos e diminuir a ecloséo de juvenis (TAVAKOL-
NORABADI et al., 2013). Em relagédo ao género Bacillus, 0 mesmo tem a capacidade
de destruir a cuticula dos nematoides, pela acdo das proteases, favorecendo sua
morte (NIU et al., 2006). A facilidade de producdo em grande quantidade e a producao
de endosporos com resisténcia ao calor torna a producdo de bionematicidas com

elevada acdo antagbnica viavel economicamente (CHEN; DICKSON, 2004). Com
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base no exposto, o presente trabalho teve como objetivos: i) identificar possiveis
fontes de resisténcia em Capsicum spp. a M. enterolobii, e ii) avaliar a potencialidade

de bactérias para controle de M. enterolobii, em condi¢Bes de casa de vegetagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CAPSICUM SPP.: ASPECTOS BOTANICOS E ECONOMICOS

No Brasil, a média produtiva anual € de aproximadamente 300 mil
toneladas, distribuidas em 15 mil hectares (VILELLA et al., 2014). No entanto, esses
dados estdo subestimados em virtude da auséncia de uma estatistica confiavel e de
informacdes sistematizadas. Além do valor econémico, os frutos de pimenta sao
utilizados no preparo de pratos tipicos da regido da mata atlantica, abrangendo os
pimentdes, pimentas com alta ardéncia, pimentas-doces e pimentas ornamentais
(SUDRE et al., 2010).

As plantas do género Capsicum pertencem a Divisdo Spermatophyta,
Filo Angiospermae, Classe Dicotiledoneae, Ramo Malvales, Ordem Solanales e
Familia Solanaceae (ANDREWS, 1995). E composto por pelo menos 35 espécies,
sendo consideradas cinco espécies domesticadas: C. annuum L., C. baccatum L., C.
chinense Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz e Pav. (BIANCHETTI, 1996;
MOSCONE et al., 2007).

As espécies do género Capsicum possuem caule semi-lenhoso, que
pode ultrapassar 1,0m de altura. Apesar de perenes, sao cultivadas como plantas
herbadceas anuais e possuem grande variabilidade quanto as suas principais
caracteristicas morfolégicas, como formato, tamanho, cor e posicéo de flores e frutos,
entre outras (FILGUEIRA, 2008). As flores tipicas sao hermafroditas,
preferencialmente autégamas, o que facilita a sua reproducdo, podendo ocorrer
polinizacdo por insetos e abelhas, favorecendo cruzamentos entre as espécies do
género (FILGUEIRA, 2008).

O fruto € uma baga oca com diferentes formatos, cores, tamanhos e
pungéncias. Os frutos vermelhos s&o predominantes, no entanto, iniUmeras outras
cores podem ser observadas. Os formatos de frutos encontrados séo arredondados,
triangulares, alongados, quadrados, campanulados e retangulares (CARVALHO;
BIANCHETTI, 2004).

A espécie C. baccatum foi primeiramente descrita por Linnaeus (1753)
e é mais conhecida como pimenta aji, sendo amplamente distribuida na América do
Sul. Os centros de origem mais provaveis sdo a Bolivia e o Sul do Peru, sendo

primeiramente domesticada no Peru, ha cerca de 4500 anos atras (D’ARCY e
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ESHBAUGH, 1974). Essa espécie é dividida em trés grupos mais importantes, os dois
primeiros caracterizados pelas variedades silvestres (C. baccatum var. baccatum e C.
baccatum var. praetermissum) e a variedade domesticada C. baccatum var.
pendulum, sendo a espécie conhecida popularmente por pimenta aji, cambuci, chifre
de veado, chapéu de bispo e dedo-de-moca (ESHBAUGH, 1970).

A espécie C. annuum L. é uma das espécies mais difundidas e
populares do grupo das hortalicas, apresentando grande variabilidade e sendo a mais
cultivada dentro do género Capsicum (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008). Essa
espécie compreende as pimentas e os pimentdes, sendo amplamente explorada por
pequenos e meédios horticultores (ALBUQUERQUE et al.,, 2010). Esta espécie &
representada principalmente pelos tipos jalapefio, serrano, cereja, entre outras, além
de variedades ornamentais (BUTTOW, 2010).

A espécie C. chinense tem como centro de domesticacdo a regiao
Amazbnica, sendo amplamente cultivada na regido tropical (CARVALHO;
BIANCHETTI, 2008; MOSES; UMAHARAN, 2012). E mais conhecida popularamente
como pimenta de cheiro, habanero, biquinho, pimenta de Bode, cumari do para e
murupi (REIFSCHNEIDER, 2000).

A espécie C. frutescens L. € mais conhecida por pimenta malagueta
e tabasco, sendo caracterizada por, geralmente, possuir elevada pungéncia, que
realca o sabor dos alimentos (YAMAMOTO e NOWATA, 2005), tornando-a muito
utilizada na culinaria tanto in natura como processada. Essa espécie é muito proxima
de C. chinense, visto que ambas ja foram consideradas como uma Unica espécie
(REIFSCHNEIDER, 2000). As plantas da espécie C. frutescens estédo distribuidas
desde as terras baixas do sudeste brasileiro até a América Central e as indias
Ocidentais (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008), no Brasil & encontrada
preferencialmente nas regides norte, centro-oeste e nordeste.

Capsicum pubescens é uma espécie tipica de terras altas, porém
pode ocorrer em altitudes mais baixas, sendo a Unica espécie que ndo se encontra
representada no Brasil (RIBEIRO et al., 2008a). Possui apenas uma flor em cada no,
de coloracdo roxa podendo ter areas brancas, anteras roxas, frutos com formato de
maca ou pera e sementes negras (BOSLAND, 1996). O centro primario de diversidade
da espécie € a Bolivia (REIFSCHNEIDER, 2000), sendo mais conhecida como
“rocoto” ou “locoto” (BOSLAND, 1996).
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Os maiores produtores de pimentas Capsicum in natura no mundo
sao a China (16 milhdes de toneladas/ano), o México (2,7 milhdes de toneladas/ano)
e a Turquia (2,1 milhdes de toneladas/ano). Para pimentas desidratadas, os paises
que se destacam s&o a india (1,4 milhées de toneladas/ano), a Tailandia (321 mil
toneladas/ano) e a China (306 mil toneladas/ano) (FAOSTAT, 2017). No Brasil, as
regides que possuem maior producao sao sudeste e centro-oeste com destaque para
0 estado de Sdo Paulo que obteve uma produtividade média de 34,71 toneladas por
hectare na safra de 2015. (IEA, 2016).

2.2 PRINCIPAIS DOENGCAS

As doencas de maior relevancia para Capsicum spp. no Brasil séo:
antracnose (Colletotrichum spp.), murcha vascular (Phytophthora capsici), mancha-
bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria), viroses (principalmente, Potato
virus Y — PVY e Pepper yellow mosaic virus — PepYMV) e os nematoides de galhas
(Meloidogyne spp.) (BENTO et al., 2013).

A antracnose € considerada uma das principais doencas fungicas do
género Capsicum, causando extensivas perdas pré e pés-colheita, principalmente nos
periodos quentes e umidos (BABU et al., 2011). Os sintomas tipicos nos frutos sao
lesbes deprimidas de formato circular ou angular, com aneis concéntricos de
acérvulos, que sdo muitas vezes Umidos, e com producdo de massas de conidios
rosas ou alaranjadas (THAN et al., 2008).

O PepYMV (causador do mosaico amarelo do pimentao) transmitido
principalmente por afideos vem sendo considerado prioridade nos programas de
melhoramento de Capsicum no Brasil em virtude, principalmente, da sua ocorréncia
natural na maioria das regides produtoras, causando grandes perdas na producgao
(REZENDE, 2015). Os principais sintomas ocasionados pelo PepYMV que é
transmitido por afideos, incluem encrespamento nas folhas, desenvolvimento de
mosaico com tonalidade verde amarelada, reducao geral do tamanho da planta e dos
frutos e deformacéo dos frutos (BENTO et al., 2013).

Os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) sdo também
considerado um fator preocupante no cultivo de Capsicum, ocasionado sérios

prejuizos econdmicos principalmente para as espécies M. incognita (Kofoid e White),
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M. javanica (Treub) Chitwood e M. enterolobii (sin. M. mayaguensis) Yang e Eisenback
(PINHEIRO et al., 2014).

Dentre as espécies de Meloidogyne spp., M. enterolobii tem
demonstrado elevada importancia no cultivo de Capsicum spp., pois as fontes de
resisténcia efetivas contra outros nematoides, como M. incognita e M. javanica, sao
ineficientes no seu controle (PINHEIRO et al., 2014). Além disso, M. enterolobii possui
elevada viruléncia, comparada com outras espécies, provocando deformacfes no
sistema radicular, dificultando a absorcdo de &gua e ions que, por consequéncia,
acarreta na diminuicdo da qualidade e quantidade de frutos (CARNEIRO et al., 2006;
BARBARY et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015). Meloidogyne enterolobii possui varios
hospedeiros, incluindo outras hortali¢as, fruteiras, esséncias florestais, ornamentais e

plantas daninhas, dificultando, assim, o seu controle (MELO et al., 2011).

2.3 GENERO MELOIDOGYNE

Meloidogyne é uma palavra de origem grega que significa fémea em
forma de pera e os nematoides desse género sdo mais conhecidos como nematoides
das galhas radiculares. Os nematoides formadores de galhas pertencem ao reino
Animal, filo Nematoda, classe Chromadorea, subclasse Chromadoria, ordem
Rhabditida, familia Meloidogynidae, subfamilia Meloidogyninae e género Meloidogyne
conforme a classificagcdo proposta por De Ley e Blaxter (2002).

O primeiro relato de um nematoide das galhas foi feito em 1855, por
Berkeley, observando galhas radiculares em pepino (MOENS et al.,, 2009). Sao
conhecidas mais de 100 espécies de Meloidogyne, sendo que 0 género possui um
alto grau de polifagia, causando grandes prejuizos em mais de 2000 espécies vegetais
(HUNT e HADOO, 2009). As perdas causadas pelo género sdo acentuadas em
fruticolas, ornamentais e olericolas (BITENCOURT,; SILVA, 2010), além do
parasitismo em diversas plantas daninhas (RICH et al., 2009).

A maior parte das pesquisas se concentra nas espécies com maior
ocorréncia no mundo e no Brasil, sendo estas M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood,
1949, M. hapla Chitwood, 1949, M. incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, 1949 e
M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 (PINHEIRO; AMARO; PEREIRA, 2010). No
entanto, espécies como M. enterolobii Yang e Eisenback, 1983 (Sin.: M. mayaguensis)
(RAMMAH; HIRSCHMANN, 1988), M. exigua Goeldi, 1892, M. fallax Karssen, 1996,
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M. chitwoodi Golden et al., 1982 e M. paranaensis Santos e Almeida, 1996,
anteriormente de menor importancia, vém acarretando sérios prejuizos em diversas

culturas, estando disseminados em varias regifes brasileiras (MACHADO, 2014).

2.3.1 Ciclo de Vida

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. comeca com 0 OvVO, em Cujo
interior ocorrem varias fases durante o desenvolvimento embrionéario, ocorrendo por
embriogénese, a formacdo do juvenil de primeiro estadio, ou J1. Apds a primeira
ecdise, o juvenil atinge o segundo estadio (J2) ainda dentro do ovo.

O J2 perfura 0o ovo com seu estilete, sendo este o estadio de
desenvolvimento infectivo do nematoide, o qual, em condi¢des favoraveis, move-se
por meio do filme de 4gua que reveste as particulas de solo, seguindo um gradiente
de concentracdo de exsudatos radiculares e, quando encontra a raiz, penetra-a na
regido da zona de alongamento celular, logo atras da coifa, encontrando seu
hospedeiro (SALGADO; REZENDE, 2010).

Apoés a penetracdo do nematoide, 0 J2 injeta secrecdes esofagianas
através do estilete nas células da planta, que véao altera-las morfolégica e
fisiologicamente, estimulando a formacé&o de células hipertrofiadas sendo ao redor do
corpo do nematoide, que serado utilizadas na sua alimentacao, denominadas células
gigantes (HUSSEY; GRUNDLER, 1998). Esse processo causa a obstrucgéo fisica dos
vasos condutores de agua e minerais (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2001).

Uma vez estabelecido o seu sitio de alimentagéo, o juvenil de segundo
estadio gradualmente torna-se mais robusto e com corpo salsichoide, perdendo sua
mobilidade e tornando-se sedentario, sofrendo sua segunda ecdise, transformando-
se em juvenil de terceiro estadio (J3), que, em seguida, da origem ao juvenil de quarto
estadio (J4) ou pré-adulto. Tanto o J3 como o J4 ndo possuem estilete e o eséfago é
praticamente degenerado, sendo incapazes de alimentar-se. Ocorre ainda a quarta e
ultima ecdise, na qual o adulto (macho ou fémea) é formado, com estile e esbéfago
regenerados (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). O macho adquire a forma vermiforme,
rompe a cuticula que o envolvia no quarto estadio, abandona a raiz e ndo se alimenta.

Na maioria das espécies de Meloidogyne, os machos nao tém papel
na reproducdo (TIHOHOD, 1993; FERRAZ et al., 2010). Em condi¢bes normais, a
quase totalidade dos adultos é formado for fémeas. Entretanto, se ocorrer algum
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estresse no meio ambiente, como deficiéncia nutricional, temperaturas extremas e
excesso populacional, os juvenis, que resultariam em fémeas, sofrem um mecanismo
de sobrevivéncia denominado reverséo sexual, formando machos (CAMPOS, 1999).
Nesse caso, um nimero menor de ovos serd produzido e o parasitismo sobre a planta
infectada serd mais brando, garantindo a sobrevivéncia das fémeas ja formadas e
aumentando a variabilidade genética da populacéo devido a insercdo de machos.

A fémea, por sua vez, inicia seu desenvolvimento, tornando-se obesa,
até ficar quase esférica, e apresenta a coloragdo branco/leitosa. Os 0Orgaos
reprodutivos amadurecem e esta deposita todos os ovos em um unico local da raiz,
envoltos por matrizes gelatinosas, originando um tipico aglomerado ou massa de ovos
(MONTEIRO, 2011). Os ovos mantém-se unidos devido & presenca de substancias
gelatinosas secretadas pelas glandulas retais da fémea, que fluem através do anus
durante o periodo de oviposi¢cdo, protegendo-os da dessecacdo e dando protecdo
antimicrobiana, permitindo a viabilidade dos ovos no solo por longos periodos
(ORION; KRITZMAN, 1991). As massas de ovos séo localizadas internamente nas
raizes, no parénquima cortical, ou externamente, sobre a superficie das mesmas,
podendo conter até 400 ovos (MONTEIRO, 2011), dependendo do hospedeiro e das
condicbes ambientais. Normalmente, o ciclo completo de vida das espécies de
Meloidogyne completa-se no periodo de 21 a 28 dias, com temperatura oscilando
entre 25 a 30 °C (MONTEIRO, 2011), mas pode variar dependendo da espécie vegetal
infestada e fatores ambientais, como temperatura e umidade (TIHOHOD, 1993).

Dentre os sintomas apresentados pelo parasitismo do nematoide,
podem ocorrer necrose, deformacdo e subdesenvolvimento radicular, reducdo na
absorcdo de &gua e ions que, consequentemente, provoca um menor
desenvolvimento da parte aérea. Aléem disso, também pode ocorrer murcha, clorose
generalizada e reduc¢éo na produtividade, podendo levar a planta a morte (TIHOHOD,
2000). A infeccdo de Meloidogyne no sistema radicular também contribui para a

entrada de outros fitopatogenos como fungos e bactérias (MARINO et al., 2012).
2.4 MELOIDOGYNE ENTEROLOBII
Meloidogyne enterolobii e M. mayaguensis pertenciam a espécies

diferentes, porém, apds estudos feitos com base nos dados morfométricos e

morfolégicos, como a cauda de juvenis, a configuracéo perineal das fémeas maduras
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e o formato da regido labial dos machos, na reproducéo, no nimero de cromossomos,
nos perfis de EST (Expressed Sequence Tags) e MDH (Malato desidrogenase), além
de semelhancas na gama de hospedeiros (XU et al.,, 2004) resultaram na
sinonimizacao dessas espécies.

Esta espécie foi primeiramente descrita na ilha de Hainan, na China,
na leguminosa tamboril (Enterolobium contortisiliguum). E encontrada em varios
paises africanos (WILLERS, 1997), nas Américas (CARNEIRO, 2003), na Franca e
Suica (OLIVEIRA et al., 2010), além do Vietna (IWAHORI et al., 2009). A espécie é
considerada de distribuicdo cosmopolita, tendo maior incidéncia em zonas climaticas
tropicais e subtropicais, onde o verdo € mais longo do que o inverno.

Meloidogyne enterolobii é considerado um patégeno de importancia
econOmica crescente na agricultura brasileira, sendo relatado pela primeira vez em
Petrolina (PE), Curaca e Manicoba (BA), causando prejuizos em pomares de goiaba
(CARNEIRO et al., 2001). Esse patdégeno é um dos principais na cultura da goiabeira
(BLOK e POWERS, 2009), podendo, em areas altamente infestadas, tornar inviavel
sua producdo (CARNEIRO et al., 2007).

Esse nematoide ja foi relatado associado as culturas de acerola,
mamao, alface, pepino, pimentdo, tomate-cereja, soja, abobora e fumo (LIMA et al.,
2003; SOUZA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008; PAES et al., 2012). E considerada
espécie altamente agressiva dentro do género Meloidogyne e apresenta elevado
indice de infeccdo em raizes de plantas hospedeiras como o fedegoso (Senna spp.),
seralha (Emilia sonchifolia), beldroega pequena (Chamaesyce prostata), urtiga
(Cnidoscolus urens) e maracuja do mato (Passiflora mucronata), tornando mais dificil
o controle da sua disseminagéo e a diminui¢cdo da populagéo (LIMA et al. 2003). Além
disso, induz a formacéo de galhas mais severas do que outras espécies do género
Meloidogyne (CASTAGNONE-SERENO, 2012) e ainda possuem a capacidade de
parasitar plantas resistentes a outras espécies de Meloidogyne, 0 que torna esse
nematoide extremamente importante para a agricultura nacional (BITENCOURT,;
SILVA, 2010).

Podem ser citadas como medidas de controle para as espécies de
Meloidogyne o revolvimento do solo, eliminacdo dos residuos da cultura anterior para
diminuicao da populacéo, controle de plantas daninhas, introducéo de microrganismos
antagonicos, solarizacdo, alqueive umido, controle quimico com nematicidas e a
utilizacao de cultivares resistentes (COYNE et al., 2009; COLLANGE et al., 2011).
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Todos esses métodos para o controle do nematoide visam a reducéo
da densidade populacional, com o objetivo de diminuir as perdas pelo mesmo. A
resisténcia genética tem sido o método mais eficiente e econdmico no controle do
nematoide das galhas. No entanto, a maioria das cultivares comerciais consideradas
resistentes a outras espécies de Meloidogyne séo suscetiveis a M. enterolobii (ROSA
et al.,, 2015). Em estudo de Cantu et al. (2009) de resisténcia a M. enterolobii em
cultivares de tomate resistentes a M. incognita, M. javanica e M. arenaria, 0s autores
verificaram reagdo de suscetibilidade nas cultivares avaliadas, sendo que essas
possuem 0 gene Mi, que condiciona a resisténcia a M. incognita. Em trabalhos de
feijdo, também foi verificado o parasitismo de M. enterolobii em cultivares
consideradas resistentes a outras espécies de nematoides das galhas (GUIMARAES
et al., 2003).

As pesquisas com M. enterolobii sdo recentes, devido ao fato de esse
nematoide ser considerado um patdbgeno emergente, mesmo assim alguns
pesquisadores ja encontraram fontes de resisténcia em genoétipos de alface,
Capsicum spp., batata-doce, feijao e meldo, além de outras culturas, possibilitando a
utilizacao dessas fontes em programas de melhoramento (OLIVEIRA, 2007; MELO et
al., 2011)

2.5 MELOIDOGYNE ENTEROLOBII EM CAPSICUM SPP.

No mundo sdo calculadas perdas anuais de aproximadamente 100
bilhdes de dolares, causadas pelos nematoides das galhas (WElI et al., 2014). Estima-
se gque as perdas causadas por fitonematoides em oleraceas séo de 12,3% nos paises
desenvolvidos e 14,6% nos paises em desenvolvimento (ANWAR; MCKENRY, 2012).

A adaptacéo aos sistemas modernos de produgao propiciou, dentre
outros, o cultivo em ambiente protegido, que permite a produgéo de pimentao durante
todo o ano (OLIVEIRA et al., 2009). Porém, o cultivo intensivo tem acarretado maior
ocorréncia de doencas devido a falta de rotacdo de culturas. Os patdégenos sao
favorecidos e estabelecem-se na area apoOs cultivos sucessivos de materiais
suscetiveis, como € o caso dos nematoides das galhas (PINHEIRO et al., 2014).

A dificuldade de manejo no mesmo ambiente, a producéo intensiva, o

baixo nivel de prevencéo de doencas, aliados a néo realizac&o de rotacdo de culturas,
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tém contribuido para a disseminacdo e perpetuacdo de nematoides nas areas de
cultivo, ocasionando perdas econdémicas significativas na producéo. Dessa forma, o
uso de genatipos resistentes tornou-se relevante nas areas cultivadas com pimentao
(PINHEIRO et al., 2014).

2.6 RESISTENCIA A MELOIDOGYNE SPP. EM CAPSICUM SPP.

A resisténcia genética das plantas refere-se a habilidade evidenciada
na supressdao do desenvolvimento dos nematoides, possibilitando reducdo da
populacdo (FERREIRA et al., 2010). E classificada de acordo com o nimero de genes
que controlam a caracteristica, podendo ser monogénica, oligogénica ou poligénica,
o que interfere na definicdo de estratégias para incorpora-las em cultivares comerciais.
Para o género Meloidogyne ja foram identificados 9 genes para resisténcia em
Capsicum spp. sendo os genes N, Mel, Me2, Me3, Me4, Me5, Me6, Me7, Mechl e
Mech2 (Apéndice A) (Hare 1957; Hendy et al., 1985; Djian-Caporalino et al., 1999;
Djian-Caporalino et al., 2001).

Poucos trabalhos foram realizados visando a identificacdo de
resisténcia do género Capsicum spp. a M. enterolobii, entretanto em trabalho de
Oliveira (2007) foi encontrado um gendtipo de Capsicum frutescens resistente. Em
trabalho de Gongalves (2014) também foi encontrado um genatipo resistente, porém
de Capsicum chinense. Cantu et al.,(2009) encontrou genoétipos de tomate suscetiveis
a M. enterolobii, mesmo sendo resistentes a M. incognita e M. javanica. Resultados
similares foram encontrados em trabalho de Pinheiro et al., (2014) com Capsicum spp.
onde encontrou acessos resistentes a M. javanica e M. incognita, porém suscetiveis
a M. enterolobii. J& em estudo de Diniz et al., (2016) encontrou 3 gendtipos resistentes
de meldo ao M. enterolobii. Isso demonstra a importancia da busca por fontes de
resisténcia a M. enterolobii de extrema importancia em programas de melhoramento
geneético.

Em relacdo a heranca da resisténcia em trabalho de Souza Sobrinho
(1998) com C. annuum e M. incognita concluiu que a heranca da resisténcia é
monogénica com efeitos predominantes de aditividade. Em estudo de Sanchez-
Solana et al. (2017) verificou-se que para M. incognita, houve eficacia da resisténcia
quantitativa quando combinados os genes Mel e Me3, em condi¢cées de casa de

vegetacdo sendo que o gene Mel mostrou-se uma fonte mais duravel e estavel que
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o Me3 para a resisténcia a M. incognita. Para Barbary et al. (2016), trés QTL’s
(Quantitative Trait Loci) fortemente ligados no cromossomo P1 e um QTL no
cromossomo P9 de Capsicum spp. sdo de grande importancia para proporcionar
maior eficacia e durabilidade na resisténcia aos nematoides de galhas. Em estudo de
Djian-Caporalino (2007) os genes Mel, Me3, Me4, Me7, Mechl e Mech2 estado
localizados em uma regido de 28 cM no cromossomo P9 de C. annuum. Para Celik et
al. (2016), o gene N que confere resisténcia aos nematoides de galhas esta fortemente
ligado ao cromossomo P9 de pimenta evidenciando a importancia de mais estudos

nesse cromossomao.

2.7 CONTROLE BIoLOGICO

Além da resisténcia genética, o uso de agroquimicos para controle de
doencas, pragas e plantas daninhas surge como opcéo, sendo caracterizado pela
simplicidade e previsibilidade. Porém, seu uso intensivo acarreta problemas de
desiquilibrio ambiental, como contaminacdo do solo, 4gua, animais, intoxicacdo dos
agricultores, resisténcia de pragas, plantas daninhas e doencas (MORANDI;
BETTIOL, 2009). E crescente a necessidade da implantacdo de sistemas mais
sustentaveis de manejo integrado, no qual tem-se a preocupacdo com a manutencao
da biodiversidade e o equilibrio ecoldgico do solo e 4gua (COYNE et al., 2009). Para
tanto, o controle biolégico é uma ferramenta indispensavel para a producdo de
alimentos livres de residuos agroquimicos (LOPES, 2009).

O controle biolégico é definido como sendo a diminuicao da populacao
de um organismo alvo por outro organismo vivo (STIRLING, 1991). Pode ocorrer de
forma natural, por meio do equilibrio bioldgico do solo, ou artificialmente, por meio da
inoculacao de populagdes com atividade antagonista ao nematoide (JATALA, 1986;
STIRLING, 1991; FERRAZ; SANTOS, 1995).

Dentre os diversos inimigos naturais dos nematoides comumente
encontrados nos solos, 0s que apresentam maior expressao como agentes bioldgicos
sdo as bactérias e os fungos (FERRAZ e SANTOS, 1995). As bactérias mais usadas
no controle bioldgico sdo Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B.
pumilus, B. megaterium, B. thuringiensis, Paenibacillus spp. e Pseudomonas spp.. Ja

em relagéo ao fungos, os mais utilizados na agricultura sdo Pochonia chlamydosporia
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(VIGGIANO et al., 2014), Trichoderma harzianum (LORITO et al.,, 2015) e

Paecilomyces lilacinus.

2.7.1 Bactérias no Controle de Nematoides

As rizobactérias controlam os fitonematoides por produzirem
compostos toxicos, por alterarem os exsudatos radiculares, ou por induzirem
resisténcia em plantas (CHEN; DICKSON, 2004). Podem atuar diretamente sobre os
fitonematodides, por meio de toxinas e antibidticos que inibem a eclosao e a mobilidade
dos juvenis de segundo estadio (J2) e reduzir a invasao dos fitonematoéides nas raizes
das plantas. As rizobacterias podem desencadear reagdes na planta que impedem a
formacao de células gigantes ou acarretar modificacdes dos exsudatos radiculares,
fazendo com que néo sejam reconhecidos pelos fitonematoides e deixem de estimular
a eclosédo, o movimento e a penetracéo nas raizes (OOSTENDORP; SIKORA, 1990).

Existem ainda relatos de que bactérias desse género atuam no
crescimento da planta, a partir do efeito inibidor contra patégenos, produzindo
substéancias biologicamente ativas ou transformando compostos minerais e organicos
indisponiveis em formas disponiveis para a planta (BROADBENT et al., 1977). Além
disso, entende-se que ha um incremento da producéo a partir do uso dessa bactéria
(MERRIMAN et al., 1974), tornando a utilizagdo de rizobactérias uma importante
ferramenta para o controle biol6gico dos nematoides das galhas.

Dentre os inimigos naturais destacam-se o género Bacillus spp. e
Pseudomonas spp. sendo que em trabalho com Bacillus thuringiensis foram
identificados genes cry que apresentaram atividade antagonista aos nematoides do
género Meloidogyne spp. (JOUZANI et al. 2008). Ja em estudo de Li et al. (2012) foi
encontrado um isolado de Bacillus thuringiensis dos 438 Bacillus spp testados que
obteve 100% de mortalidade para o Meloidogyne incognita demonstrando o potencial
no controle de nematoides. Outra espécie importante € Bacillus subtilis que produz
proteases, lipases, celulases e B-glucanases (CAZORLA et al. 2007), sendo que em
trabalho de Xia et al. (2011) com M. javanica foi identificado um isolado de B. subtilis
obtendo mortalidade de 100% nos nematoides. Entretanto verificou-se que além de
controlar os nematoides, a insercao do B. subtilis aumentou a massa da parte aérea
em tomateiro (ARAUJO e MARCHESI 20009).
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Ja outra espécie, B. pumilus pertencente ao grupo de B. subtilis,
encontrada como ingrediente ativo de defensivos agricolas vendidos atualmente
assim como o B. amyloliquefaciens. Outra espécie é o Bacillus megaterium que possui
a capacidade de aumentar a disponibilidade de fésforo no solo para a planta (HUANG
et al. 2010). Em trabalho de Radwan et al. (2012) com M. incognita em tomate
verificou-se que o B. megaterium reduziu em mais de 90% a ocorréncia do nematoide
nas raizes.

Outro género importante € a Pseudomonas spp. que produzem
substancias que estimulam o crescimento das plantas e que apresentam bons
resultados para o controle bioldégico de nematoides. Em trabalho de Siddiqui et al.
(2000) a populagdo de M. javanica foi reduzida pela insercdo de P. aeruginosa em
plantas de tomate.
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3 ARTIGO A

Meloigogyne enterolobii EM Capsicum spp.: IDENTIFICACAO DE FONTES DE
RESISTENCIA E MANEJO DE PRODUTOS BIOLOGICOS

3.1 RESUMO

Dentre os patdgenos que causam perdas na producdo de Capsicum spp. destaca-se
a meloidogynose provocadas pelo género Meloidogyne spp., sendo que mais
recentemente tem-se destacado o Meloidogyne enterolobii que tem a capacidade de
qguebrar a resisténcia a outras espécies do género. Além do controle genético existe
uma crescente demanda para o uso de defensivos bioldgicos visto que a cultura da
pimenta esta entre as que mais possui residuos de agroquimicos. Assim 0s objetivos
do presente trabalho foram identificar fontes de resisténcia em 66 acessos de
Capsicum chinense e 45 de C. baccatum para o M. enterolobbi inoculados com 500
ovos e eventuais juvenis através do Fator de reproducdo aos 60 dias apds a
inoculacdes e verificar a intervencdo de 7 espécies de Bacillus spp., 3 de
Pseudomonas spp. e 3 nematicidas comerciais em Capsicum annuum suscetivel ao
M. enterolobii. Para tanto foram montados 3 experimentos em delineamento
inteiramente casualizado em casa de vegetacao do Instituto Agronémicos do Parana
localizado em Londrina, Parana. Foi utilizado 10 repeticdes para a identificacdo de
fontes de resisténcia em C. chinense e C. baccatum e 8 repeticdes para a intervencéo
do controle bioldgico. Nos 3 experimentos o conjunto de dados foram transformados
em In x+1, submetidos a analise de variancia e ao agrupamento de médias de Scott-
Knott & 5% de probabilidade. Para os experimentos de identificacdo de fontes de
resisténcia verificou-se que nenhum gendétipo obteve fator de reproducdo menor que
1. Para o experimento de controle biologico verificou-se diferenca para massa seca
de parte aérea, altura de planta, fator de reproducéo, populacao final e nematoides
por grama de raiz, sendo que nao houve diferenca significativa para massa fresca de
raiz e massa fresca de parte aérea. Os isolados bacterianos T2AF (B.
amyloliquefacienes), RE (B. megaterium), 20T (Pseudomonas spp.), RD (B.
megaterium), AG (B. pumilus), RM (B. megaterium) e RG (B. megaterium) diferiram
da testemunha com &gua e nematoide para o fator de reproducéo.

Palavras-chave: nematoide das galhas, pimenta e pimentdo, pré-melhoramento,
controle biolégico, Bacillus spp.

Meloidogyne enterolobii IN Capsicum spp: IDENTIFICATION OF SOURCES OF
RESISTANCE AND MANAGEMENT OF BIOLOGICAL PRODUCTS

3.2 ABSTRACT

Among the pathogens that cause losses in the production of Capsicum spp. the root-
knot nematode caused by the genus Meloidogyne spp. is highlighted, being more
recently the Meloidogyne enterolobii that has the capacity to break resistance to other
species of the genus. In addition to genetic control, there is a growing demand for the
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use of biological pesticides, since pepper is among the ones with the most
agrochemical residues. Thus the objectives of the present work were to identify
sources of resistance in 66 accessions of Capsicum chinense and 45 of C. baccatum
for M. enterolobbi inoculated with 500 eggs and eventual juveniles through the
Reproductive Factor at 60 days after inoculations and verify the intervention of 7
species of Bacillus spp., 3 of Pseudomonas spp. and 3 commercial nematicides in
Capsicum annuum susceptible to M. enterolobii. For that, 3 experiments were set up
in a completely randomized design in a greenhouse of the Instituto Agronémico do
Parand located in Londrina, Parana. Ten replicates were used for the identification of
resistance sources in C. chinense and C. baccatum and 8 replicates for the biological
control intervention. In the three experiments the data set was transformed into In x +
1, submitted to analysis of variance and to the grouping of means of Scott-Knott at 5%
of probability. For the experiments of identification of sources of resistance it was
verified that no genotype obtained reproduction factor less than 1. For the biological
control experiment it was verified difference for aerial part dry mass, plant height,
reproduction factor, final population and nematodes per root grass, and there was no
significant difference for fresh root mass and fresh shoot mass. Bacterial isolates T2AF
(B. amyloliquefaciens), RE (B. megaterium), 20T (Pseudomonas spp.), RD (B.
megaterium), AG (B. pumilus), RM (B. megaterium) and RG (B. megaterium) differed
from the control with water and nematode for the reproductive factor.

Key-words: root-knot nematode, Chilli peppers, pre-breeding, Biological control,
Bacillus spp.

3.3 INTRODUCAO

O género Capsicum, no qual incluem as pimentas e pimentdes, possui
grande relevancia econémica sendo considerada uma das principais olericolas no
mundo. Esse género compreende 38 espécies, entre as quais apenas cinco sao
domesticadas: C. annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C baccatum L. e C.
pubescens Ruiz et Pavon (DEWITT E BOSLAND, 2009). No Brasil, esse género tem
um importante papel socioecondmico, biologico e cultural devido a ampla forma de
utilizagdo dos frutos na culinaria, na industria e como ornamental (SUDRE et al.,
2010).

Apesar dos avancos fitotécnicos nos sistemas de producédo do género
Capsicum, os fitopatdgenos sao considerados um dos principais entraves para
aumento da produtividade e qualidade dos frutos. Dentre as doencas que afetam a
cultura destaca-se os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) ocasionado sérios
prejuizos econdmicos (Pinheiro et al., 2014). As espécies de maior importancia
econdbmica incluem M. incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. arenaria (Neal)
Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e M. enterolobii (sin. M. mayaguensis) Yang
& Eisenback.
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O M. enterolobii tem recebido uma elevada importancia nas areas de
cultivo de Capsicum spp., pois as fontes de resisténcia efetivas contra outros
nematoides do género Meloidogyne spp. sdo ineficazes no seu controle e também
pela sua elevada viruléncia, provocando deformacdes no sistema radicular e
consequentemente uma reducédo na qualidade e quantidade de frutos (CARNEIRO et
al., 2006; BARBARY et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015). Além disso, essa espécie
de nematoides possui varios hospedeiros, incluindo outras hortalicas, fruteiras,
florestais, ornamentais e plantas daninhas, dificultando assim o seu controle (MELO
et al., 2011).

Para o desenvolvimento de programas de melhoramento é
fundamental a busca por gendtipos resistentes pois a resisténcia genética € a forma
mais eficiente no controle de doencas sendo uma das prioridades em relacdo a
resisténcia a nematoides (GONCALVES et al., 2014), além de ser economicamente
viavel e ambientalmente seguro.

Além da identificacdo de fontes de resisténcia, outras estratégias
precisam ser adotadas, como rotacdo ou sucessao de culturas com espécies nao
hospedeiras, tratamento quimico e o controle biolégico (COLLANGE et al., 2011,
CORTE et al., 2014). Na busca por métodos eficientes e ambientalmente seguros de
manejo de nematoides, inGmeras pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo
de explorar o potencial de inimigos naturais dos nematoides em programas de controle
biolégico (COLLANGE et al., 2011; VAZ et al., 2011).

Existem inimeros organismos considerados inimigos naturais dos
fitonematoides, como por exemplo, fungos, bactérias, nematoides predadores,
protozoarios, acaros entre outros. Entre esses inimigos naturais, as bactérias que
habitam a rizosfera apresentam grande potencial de controle de fitonematoides. Estas
podem atuar como indutores de resisténcia da planta, produzir enzimas e metabdlitos
toxicos, além de alterar os exsudatos radiculares, inibindo a eclosédo de ovos e/ou
reduzindo a atratividade dos nematoides para as raizes (LUDWIG et al., 2013; ZHU et
al., 2013).

Entre as bactérias destacam-se 0s géneros Pseudomonas spp.,
Pasteuria spp. e Bacillus spp. sendo que algumas espécies do género Pseudomonas
sao capazes de eliminar a massa gelatinosa de ovos e diminuir a eclosdo de juvenis
(TAVAKOL-NORABADI et al., 2013). Em relacdo aos Bacillus, os mesmos tém a

capacidade de destruir a cuticula dos nematoides pela agdo das proteases
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favorecendo sua eliminacédo (NIU et al., 2006). A facilidade de producdo em grande
guantidade e a producéo de enddsporos com resisténcia ao calor torna a producao de
bionematicidas com elevada acdo antagbnica vidvel economicamente (CHEN;
DICKSON, 2004). Com base no exposto o presente trabalho tem como objetivos: i)
identificar possiveis fontes de resisténcia de Capsicum chinense e C. baccatum. a M.
enterolobii, e ii) avaliar a potencialidade de bactérias para controle do M. enterolobii

em C. annuum em condi¢cfes de casa de vegetacgao.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Identificagcdo de Fontes de Resisténcia a Meloidogyne enterolobii

Foram avaliados 111 acessos de Capsicum spp. provenientes do
banco de germoplasma da Universidade Estadual de Londrina (UEL), sendo 66 e 45
acessos de C. chinense e C. baccatum var. pendulum, respectivamente (Apéndice B).

Os acessos de C. chinense e C. baccatum avaliados nesse trabalho
ja foram caracterizados de forma morfoldgica e molecular, sendo encontrado alta
variabilidade genética (BABA et al., 2016; MOREIRA et al., 2018; CARDOSO 2017).
Os acessos sao provenientes de 10 estados brasileiros e um deles € representante
do Peru.

Foram realizados dois experimentos, sendo um para cada espécie de
Capsicum spp. Os experimentos foram realizados em casa de vegetacao pertencente
ao laboratorio de nematologia do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) em
Londrina de novembro de 2015 a Fevereiro de 2016 para o primeiro experimento com
Capsicum chinense e de outubro de 2016 a janeiro de 2017 para o segundo
experimento com Capsicum baccatum. As sementes foram semeadas em bandejas
de poliestireno de 128 células, com substrato Plantmax Hortalicas® e, apés o
surgimento de dois pares de folhas definitivas, as mudas foram transferidas
individualmente para vasos plasticos de 770 mL contendo solo e areia lavada (3:1)
esterilizado em calor seco (160°C) durante 5 horas. Cada vaso foi adubado, utilizando-
se Osmocote®(15% N, 9% P205, 12% K20, 1% Mg, 2.3% S, 0.05% Cu, 0.45% Fe,
0.06% Mn, 0.02% Mo). O delineamento adotado para ambos os experimentos foi o



33

inteiramente casualizado, com dez repeticbes para a identificacdo de fontes de
resisténcia e oito repeticdes para o controle biolégico.

Foi utilizado como fonte de in6culo um isolado de M. enterolobii
previamente identificado como 2535 mantido em tomateiros em casa de vegetagao
pertencente a colecdo do laboratério de nematologia do Instituto Agronémico do
Parana. O isolado foi obtido em um plantio comercial de goiaba na regido de Londrina,
Parana. Para o preparo do inoculo, o isolado foi extraido de plantas de tomate (cultivar
Santa Clara), por meio da metodologia de Hussey e Barker (1973), modificada por
Boneti e Ferraz (1981) na qual o sistema radicular foi processado em liquidificador por
30 segundos com solucado de hipoclorito de sodio a 0,5% e vertidos em peneiras de
230 e 500 mesh sendo coletado a suspensao da peneira de 500 mesh em Béquer de
500 mL. Posteriormente o frasco foi agitados e contados com duas aliquotas de 1 mL
com auxilio da camara de Peters e microscépio de luz para posteriormente serem
ajustados a concentracao de 500 ovos de Meloidogyne enterolobii por mL.

Os acessos de pimenta foram inoculados com 1 mL de suspensao de
nematoides 30 dias apds a germinacao, com auxilio de pipeta semi-automatica, sendo
inoculados 500 ovos viaveis e eventuais juvenis J2 por planta. As avaliagcdes foram
realizadas 60 dias apos as inoculacdes, sendo que o sistema radicular de cada planta
foi pesado e lavado para, posteriormente, ser processado individualmente de acordo
com a metodologia de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981)
na qual foi lavada a raiz de cada planta cuidadosamente com agua, posteriormente foi
realizada a pesagem da massa fresca de raiz e em seguida as raizes foram trituradas
em liquidificador por um periodo de 30 segundos com solucao de hipoclorito de sodio
a 0,5%. Em seguida a suspenséo foi vertida em duas peneiras de 230 e 500 mesh
sendo retirada a suspenséao da peneira de 500 mesh em frascos de vidro previamente
identificados.

Apés a etapa de processamento, uma aliquota de 1 mL foi utilizada
para a leitura em microscopio de luz, com auxilio da camara de contagem de Peters,
sendo realizada a contagem do numero total de ovos e J2 na populagdo final e
posteriormente, com esse valor foi calculado o nimero de nematoides por grama de
raiz de cada planta. O numero de nematoides por grama de raiz (NGR) foi calculado
pelo numero total de nematoides dividido pela massa fresca de raiz e o fator de
reproducéo (FR), que é determinado pela divisdo do numero de nematoides viaveis

da populagédo final pelo niamero de nematoides da populacdo inicial segundo
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Oostenbrink (1966), dada pela férmula FR=Pf/Pi, onde FR= fator de reproducao, Pf=
Populacao final e Pi= Populacgéo inicial. Onde gendtipos resistentes sdo aqueles com

FR menor que 1 e suscetiveis os com FR maior que 1.

3.4.2 CONTROLE BloLoGICO

3.4.2.1 Material Biolégico

Para analise do efeito do controle biolégico, foram avaliados 18
tratamentos, sendo oito isolados de Bacillus spp., trés isolados de Pseudomonas spp.,
trés nematicidas biolégicos comerciais (Nemat® composto por Paecilomyces lilanus,
Votivo® composto por Bacillus firmus e Ecotrich® composto por Trichoderma
harzianum) e quatro testemunhas (agua + nematoide, sem agua e sem nematoide,

nematoide + veiculo e DYGS + F4 (Apéndice C).

3.4.2.2 Origem e Multiplicacdo do Meloidogyne enterolobii

O in6éculo de M. enterolobii utilizado esta descrito no item anterior,
sendo multiplicado em vasos de tomateiros da cultivar Santa Cruz. O tomateiro foi
semeado em bandejas com substrato HT hortalicas e transplantado para vasos
plasticos de 2L com mistura de terra e areia esterelizada na proporgédo 3:1. Os
tomateiros inoculados foram mantidos por trés meses em casa de vegetacdo sendo
que foi realizada adubacéao utilizando Osmocote® (15% N, 9% P205, 12% K20, 1%
Mg, 2.3% S, 0.05% Cu, 0.45% Fe, 0.06% Mn, 0.02% Mo) na dosagem de 3 gramas

por planta.

3.4.2.3 Extracdo de Ovos de Raizes de Tomateiros Para Inoculacdo

Para o preparo do in6culo, foi utilizada a metodologia de Hussey e
Baker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981), calibrada para conter 500 ovos

viaveis e eventuais juvenis por mL.

3.4.2.4 Preparo dos Isolados Bacterianos

Os isolados de Bacillus spp e Pseudomonas spp. provenientes da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) foram multiplicados no Laboratério do

Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da UEL. A partir da solucdo estoque dos
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isolados, foram retirados 40 puL de solucéo e inseridos em 5mL do meio DYGS (2 g de
glicose, 1,5 g de peptona, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de K2HPO4, 0,5 g de
MgSO4 e agua destilada para 1 L, pH 6,8), durante 48 horas a 180 rpm e 28°C em
incubadora orbital. Em seguida, foram multiplicadas em 250 mL de meio F4 liquido —
50 g de extrato de levedura, 2 g Polivinilpirrolidona, 1 g de MgSOa4, 0,1 g de NaCl, 4 g
de KH2POg4, 1,5 g de NH4NOs, 2 mL de FEEDTA, 5 mL de solugdo de micronutriente,
50 g de glicerol, 1 g de goma xantana e 50 g de sacarose, pH 6,8 — e cultivadas por
48 horas sob agitacdo em incubadora orbital (180 rpm a 28 °C). Apds esse periodo,
os cultivos foram interrompidos e a concentracdo de células foi determinada por
contagem em camara de Neubauer, sendo entdo realizada a normalizacdo da
suspensdo de células para 1 x 108 células-mL1, com diluicdo em veiculo inoculante
liquido Veiculo (1 g de goma xantana, 200 mL de glicerol, 1 g de extrato de levedura,
1 g de polivinilpirrolidona, 1 g de MgS0O47H20, 1,6 g de NH4NOs3, 0,1 g de NaCl, 4 g
de KH2PO4, 6 g de K2HPO4, 2 mL de FEEDTA e 20 mL de solug&o micronutriente, pH
6,8). Para os nematicidas comerciais, foram utilizados as doses recomendadas pelos
fabricantes: Ecotrich (240g.ha'), Nemat (600g.hat) e Votivo (750 mL.ha™t).

3.4.2.5 Instalagao do Experimento

Sementes de pimentéo cv. lkeda (C. annuum), considerado suscetivel
a M. enterolobii, foram semeadas em bandejas com substrato estéril HT hortalicas®.
Trinta dias ap6s a semeadura, mudas individuais de pimentdo foram transplantadas
para vasos plasticos de 770 mL, contendo solo esterilizado, foi utilizada 8 repeticbes
por tratamento em delineamento inteiramente casualizado. Apés trés dias do
transplante das mudas, foram realizadas a inoculacdo dos isolados bacterianos e a
aplicacdo dos nematicidas comerciais e, posteriormente, apdés quatro dias, a
inoculacao de 500 ovos vidveis e eventuais juvenis de M. enterolobii por planta. Foram
realizadas irrigagfes diarias, sendo aplicada uma quantidade de agua suficiente para
atingir 60% da capacidade de campo do vaso. Apos 45 dias, foi realizada a avaliacéo
morfoagrondmica das plantas altura da planta medida da base ao apice, massa fresca
através de balanca analitica, massa seca da parte aérea pesada apos periodo em
estufa por 48 horas a 60°C e massa fresca da raiz pesada em balanca analitica. Além
dos caracteres morfoagronémicos foram avaliados a multiplicacdo do nematoide
através do calculo do fator de reproducdo do nematoide (FR) e do numero de

nematoides por grama de raiz (NGR).
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3.4.3 Analise dos Dados

Os dados foram submetidos a analise de homogeneidade de variancia
e normalidade dos dados pelos testes de Bartlett (SNEDECOR e COCHRAN, 1989) e
Shapiro-Wilk (1965), respectivamente. Os dados que ndo apresentaram normalidade
e/ou homogeneidade de variancia foram submetidos a transformac¢do por In(x+1).
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia e as variaveis que
apresentaram efeito significativo foram submetidas a analise de agrupamento de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Todas as anélises foram realizadas pelo programa
R com o pacote agricolae (http://www.r-project.org).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Experimento 1. Capsicum chinense

Os acessos de C. chinense obtiveram altos valores de fator de
reproducdo (FR) e numero de nematoides por grama de raiz (NGR) bem como
observados na testemunha (Tomate cultivar Santa Clara), indicando boa viabilidade
do in6culo bem como as condigcdes ambientais foram consideradas satisfatorias para
o desenvolvimento do experimento.

Pela analise de variancia, foi observado efeito significativo (P < 0,05)
entre os acessos de C. chinense para as variaveis FR e NGR, indicando a existéncia
de uma ampla variabilidade entre os acessos (Tabela 1). O FR variou de 18,16 (UENF
1798A) a 1743,35 (UENF 1768B), com uma média de 474,37, enquanto para NGR
os valores variaram de 2884,83 (UENF 1708A) a 65662,14 (UENF 1554) NGR com
média de 22080,69 NGR.

Os resultados observados para FR e NGR indicam a alta
agressividade desse patdgeno sobre os acessos de C. chinense avaliados, sendo os
valores obtidos superiores aos verificados por Oliveira (2007), Melo et al. (2011),
Pinheiro et al. (2014) e Gongalves et al. (2014). Pinheiro et al. (2014), avaliando a
reproducdo de M. enterolobii em 22 gendtipos de pimentas do grupo habanero e
murupi (ambos C. chinense), verificaram valores de FR variando de 1,75 a 35,33 e

1,33 a 8,43, respectivamente. Por sua vez, Gongalves et al. (2014), avaliando 11
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acessos de C. chinense, verificaram valores de FR variando 0,30 a 38,51, indicando
0 acesso UENF 1730 como resistente para Meloidogyne enterolobii.

As diferengas observadas de FR entre os trabalhos pode ser atribuida
a metodologia de avaliacdo, densidade populacional de nematoides, variabilidade dos
isolados e & condicdo ambiental (DIAS-ARIEIRA et al. 2012; ANDRADE-JUNIOR et
al. 2016). Além disso, outras variaveis, como tipo de solo e dias para avaliacao,
também podem influenciar os resultados obtidos. Por exemplo, Pinheiro et al. (2014)
avaliaram o experimento com 70 dias apos a inoculagdo de 5000 ovos, enquanto
Goncalves et al., (2014) avaliaram com 75 dias ap0s inocula¢édo de 500 ovos.

Meloidogyne enterolobii vem sendo considerada uma espécie
altamente agressiva entre os nematoides das galhas, em virtude da sua ampla gama
de hospedeiros e da sua capacidade de superar fontes de resisténcia a outras
meloidogynoses, como M. incognita, M. javanica e M. arenaria (ROSA et al., 2015;
ZHUO et al., 2016). Em estudo de Pinheiro et al. (2015), M. enterolobii teve a
capacidade de multiplicar-se em plantas com os genes Mel e Me3/Me7, que conferem
resisténcia a M. incognita, M. arenaria e M. javanica, demonstrando uma alta
viruléncia.

No presente estudo, a necessidade de avaliacdo de outros acessos
de C. chinense e/ou outras espécies de Capsicum visando a obtencdo de fontes de
controle séo necessarias visto que nao foi encontrado nenhum acesso resistente pelo

FR no presente trabalho.
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Tabela 1 - Fator de reproducédo (FR) e nimero de nematoides por grama de raiz
(NGR) em 66 acessos de Capsicum chinense aos 60 dias ap6s a inoculacdo com 500

ovos de M. enterolobii.

Acessos FR NGR Reacéo
UENF 1768 B 1743,35 a 48653,00 b S
MT 157 1305,47 b 44281,43 b S
MT 125 B 1327,42 b 49186,57 b S
UENF 1706 1094,78 ¢ 43764,14 b S
MT 149 A 1017,76 ¢ 48913,86 b S
MT 127 1003,81 ¢ 33841,14 b S
UENF 1798 AB 960,19 ¢ 40996,00 b S
MT 144 A 958,65 ¢ 29605,71 b S
MT 108 933,97 ¢ 30958,43 b S
UENF 1744 A 908,21 ¢ 40678,43 b S
UENF 1726 A 785,96 ¢ 24015,29 c S
UENF 1720 781,29 ¢ 39418,71 c S
Tomate 724,14 c 18375,14 c S
UENF 1746 B 617,17 d 37720,50 b S
MT 86 603,91 d 25033,29 ¢ S
UENF 1746 A 580,52 d 15980,14 ¢ S
UENF 1782 572,98 d 24837,57 ¢ S
MT 125 A 544,05 d 30007,80 b S
MT 192 B 537,66 d 36291,00 b S
UENF 1789 532,24 d 22430,50 ¢ S
MT 149 AB 521,07 d 23588,14 c S
UENF 1759 516,63 d 20111,00 c S
MT 193 A 488,94 d 12389,71 ¢ S
MT 118 A 464,59 d 54469,33 b S
MT 196 451,66 d 26819,33 ¢ S
UENF 1768 A 442,83 d 25402,43 ¢ S
UENF 1753 426,55 d 15691,86 ¢ S
UENF 1784 A 414,60 d 13890,29 ¢ S
MT 158 41151 d 27206,50 c S
MT 123 408,44 d 24460,57 c S
UENF 1781 407,95 d 14725,57 ¢ S
UENF 1709 A 400,19 d 13880,00 ¢ S
UENF 1804 398,95 d 33425,57 b S
MT 145 392,70 d 12408,43 ¢ S
UENF 1703 387,96 d 13670,71 ¢ S
MT 149 B 384,15 d 20406,14 c S
UENF 1726 344,79 e 8751,71 c S
UENF 1759 A 327,74 e 8253,86 c S
UENF 1763 320,05 e 9432,86 ¢ S
MT 149 BC 312,92 e 17686,57 ¢ S
UENF 1554 309,60 e 65662,14 a S
MT 72 B 305,95 e 10095,29 ¢ S

Continua...
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... Continuacgao

MT 75 299,96 e 9729,57 ¢ S
UENF 1764 292,37 e 22405,00 ¢ S
UENF 1634 A 291,38 e 17814,60 c S
UENF 1773 286,83 e 13298,83 ¢ S

UENF 1634 AB 286,65 e 18052,50 ¢ S

MT 85 286,21 e 12371,43 ¢ S
MT 148 285,17 e 10556,00 ¢ S
MT 195 283,54 e 8264,00 c S
MT 136 275,85 e 8606,50 C S

UENF 1725 A 271,70 e 9403,60 ¢ S
UENF 1798 B 263,29 e 24751,29 ¢ S

UENF 1709 AB 260,14 e 9360,33 ¢ S
UENF 1798 A 258,25 e 11840,14 ¢ S
UENF 1555 239,44 e 8035,67 S
UENF 1615 228,98 e 31284,40 ¢ S
UENF 1708 B 227,73 e 16533,00 ¢ S
UENF 1743 218,28 e 16021,71 ¢ S
UENF 1791 193,23 e 7095,00 ¢ S
UENF 1739 190,98 e 16694,83 ¢ S

MT 71 161,20 e 13086,67 c S
MT 141 101,06 e 8867,14 ¢ S
MT 107 87,52 e 7993,29 ¢ S
UENF 1724 79,46 e 10593,17 ¢ S

UENF 1744 AB 2254 e 6446,40 d S
UNEF 1708 A 18,16 e 2884,83 d S
UENF 1768 B 1743,35 a 48653,00 b S

MT 157 1305,47 b 44281,43 b S
CV (%) 12,45 5,89
Média 484,88 22251 82

Médias de 10 repeticdes seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade (Dados transformados em In (x+1)).

Fonte: o préprio autor

3.5.2 Experimento 2. Capsicum baccatum

Para os acessos de C. baccatum, devido ao alto valor de FR e NGR
obtidos na testemunha (Tomate cultivar Santa Clara), a viabilidade do in6culo bem
como as condicdes ambientais foram consideradas excelentes para o
desenvolvimento do experimento sendo observadas as temperaturas durante o
experimento em agosto de 38°C de maxima e 13°C de minima, no més de setembro
maxima de 40°C e minima de 14°C e no més de outubro maxima de 42°C e minima
de 15 °C.
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Na analise de variancia, foi também observado efeito significativo (P
< 0,05) para as variaveis FR e NGR, indicando a existéncia de uma ampla
variabilidade entre os acessos (Tabela 2). O FR variou de 21,47 (UENF 2089) a 568,48
(UENF 1628), com uma média de 329,26, enquanto para NGR, os valores variaram
de 21812,25 (UENF 1704) a 3042,11 (UENF 1490), com média de 10500,43 NGR.

A espécie C. baccatum vem sendo amplamente estudada na
prospeccgéo de fontes de resisténcia a diversas doencas, sendo verificados acessos
resistentes a Rhizoctonia solani (SINGH E SINGH, 1998), Ralstonia solanacearum
(MATOS et al., 1990) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (BENTO et al., 2009).
No entanto, para os acessos avaliados, todos foram considerados altamente

suscetiveis a M. enterolobii.
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Tabela 2 - Fator de reproducdo (FR) e nematoides por grama de raiz (NGR) de
Meloidogyne enterolobii em 45 acessos de Capsicum baccatum, aos 60 dias apos a

inoculacao de 500 ovos.

Acessos FR NGR Reacéo
UENF 1628 568,48 a 14520,54 b S
UENF 1495 517,54 a 17116,46 a S
UENF 1714 509,95 a 19695,70 a S
UENF 1737 501,91 a 16610,62 a S
UENF 2143 454,12 a 15223,86 b S
UENF 2061 411,20 a 11644,52 b S
UENF 1733 407,14 a 10566,31 b S
UENF 1732 391,26 b 7851,90 c S
UENF 1704 367,07 b 21812,25 a S
UENF 1616 366,13 b 5936,52 ¢ S
UENF 1556 354,55 b 10959,59 b S
UENF 1639 353,59 b 8080,31 ¢ S
UENF 1635 347,65 b 14402,84 b S
UENF 1629 345,09 b 7507,31 ¢ S
UENF 1500 343,42 b 10297,41 b S
UENF 1795c 329,05 b 6712,02 c S
UENF 2056 328,34 b 8764,93 ¢ S
UENF 2125f 301,59 b 7438,48 c S
UENF 1705 293,67 b 9276,07 c S
UENF 2068 289,47 b 8520,27 ¢ S
UENF 2065c 285,25 b 8811,78 ¢ S
UENF 2063 284,41 b 7132,33 ¢ S
UENF 2070 265,85 b 4889,50 d S
UENF 1573 265,03 b 8375,39 ¢ S
UENF 1417 264,33 b 11005,69 b S

Cho 261,16 b 8330,40 ¢ S
UENF 2148 236,55 ¢ 9626,88 c S
UENF 2121 216,67 c 11303,53 b S
UENF 1638 195,19 ¢ 4582,41 d S
UENF 2081 183,86 ¢ 9457,03 ¢ S
UENF 2060 163,48 ¢ 5848,00 ¢ S
UENF 1738 153,83 ¢ 5565,00 d S
UENF 2146 151,77 ¢ 3788,33 d S
UENF 1624 141,33 ¢ 4699,88 d S
UENF 2103 125,55 ¢ 6632,17 c S
UENF 2057 124,18 ¢ 3122,02 d S
UENF 2119 123,79 ¢ 4774,43 d S
UENF 2149 122,10 c 3448,73 d S
UENF 1490 120,67 c 3042,11 d S

Tomate 109,84 ¢ 2555,67 d S
UENF 2144 98,39 c 3890,99 d S
UENF 2132 98,18 c 2805,17 d S

Continua...
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...continuacao

UENF 2197 82,31 c 5820,30 ¢ S
UENF 2125¢g 38,63 c 1353,49 d S
UENF 2104 32,62 ¢ 2450,06 d S
UENF 2089 21,47 ¢ 1773,21 d S
CV(%) 18,78 9,86
Média 258,30 8219,851

Médias de 10 repeticGes seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade (Dados transformados em In (x+1)).

Fonte: o proprio autor

Até o presente estudo, sdo relatados poucos acessos de Capsicum
spp. com resisténcia a M. enterolobii, sendo encontrado, por exemplo, um acesso de
C. chinense no trabalho de Gongalves et al. (2014) e um gen6tipo de C. frutescens
(OLIVEIRA, 2007). Porém, a enxertia para esse ultimo acesso néo foi eficiente, pois
foram obtidas plantas enxertadas com menor vigor e produtividade. Nesse contexto,
€ de suma importancia dar continuidade na busca de fontes de resisténcia a M.
enterolobii, a fim de se utilizar esses acessos em futuros programas de melhoramento

genético da cultura.

3.5.3 Experimento 3. Controle Bioldgico

Para o experimento de controle bioldgico, a testemunha com agua +
nematoide proporcionou FR de 57,44, indicando que as condi¢des ambientais e a
viabilidade do inéculo foram ideais ao desenvolvimento do nematoide, sendo as
temperaturas minimas e maximas foram 13 e 44°C. Pela andlise de variancia, foi
observado efeito significativo (P < 0,05) para fonte de variacéo “tratamentos” para as
variaveis FR, NGR, populacéo final (PF), massa seca da parte aérea (MSPA) e altura
de plantas (ALT) (Tabela 3 e 4). No geral, foram observados altos valores para FR,
NGR e PF, com uma média de 41,13, 2276 e 20565, respectivamente (Tabela 5). O
tratamento agua + nematoide nao diferiu estatisticamente dos tratamentos 8L
(Pseudomonas spp.), RI (B. pumilus), 11L (Pseudomonas spp.), RA (B. megaterium),
Dygs+F4, Veiculo, Nemat, Votivo e Ecotrich, enquanto os demais tratamentos (T2AF
- B. amyloliqguefaciens, RE - B. megaterium, 20T - Pseudomonas spp., RD - B.
megaterium, AG - B. pumilus, RM - B. megaterium e RG - B. megaterium) reduziram

significativamente os valores das variaveis FR, NGR e PF em relacdo a testemunha.
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Para esses tratamentos, a reducdo no FR foi de 60,24, 85,10, 48,08, 58,01, 43,70,
61,14 e 42,19%, respectivamente, quando comparado com a testemunha (agua +

nematoide).

Tabela 3 - Analise de variancia para altura de planta (ALT), massa fresca de parte
aérea (MFPA), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa fresca de raiz (MFR) em
Capsicum annuum inoculado com isolados bacterianos e 500 ovos e eventuais juvenis

de Meloidogyne enterolobii.

Quadrado Médio

FV GL ALTP MFPA  MSPA MFR
Tratamento 17 58,74  33,73®  125% 16,74
Residuo 117 21,72 23,89 0,54 12,01
CV (%) 22,84 30,67 36,48 36,32

**Significativo a 1% de probabilidade. " ndo significativo.

Fonte: o proprio autor

Tabela 4 - Analise de variancia para populacéo final (PF), fator de reproducéo (FR) e
nematoides por grama de raiz (NGR) em Capsicum annuum inoculado com isolados

bacterianos e 500 ovos e eventuais juvenis de Meloidogyne enterolobii.

Quadrado Médio

FV GL PF FR NGR
Tratamento 16 4,61** 3,27** 3,30**
Residuo 110 0,99 0,76 0,71
CV (%) 10,48 25,95 11,51

**Significativo a 1% de probabilidade.

Fonte: o proprio autor
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Tabela 5 - Fator de reproducdo (FR), nimero de nematoides por grama de raiz (NGR), populacéo final e reducdo no fator de

reproducao (RFR%) de Meloidogyne enterolobii, massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa

fresca de raiz (MFR), altura de planta (ALT) em acesso de Capsicum annuum.

Tratamentos ALT MFPA MSPA MFR PF FR RFR% NGR
T2AF B. amiloliquefaciens 15.21 B 13.31 1.52B 7.29 11424 B 22.84 B -60.24 1388.08 B
RE B. megaterium 17.95B 12.71 1.38B 6.06 4284 C 8.56 C -85.10 728.09 C
20T Pseudomonas sp. 16.47 B 14.06 1.69B 8.92 14924 B 29.84 B -48.05 1822.44 B
RD B. megaterium 19.88 B 16.88 1.89B 9.09 12062 B 24.12 B -58.01 1258.08 B
8L Pseudomonas sp. 22.17 A 16.86 2.08 B 10.79 25507 A 51.01 A -11.19 2215.86 A
AG B. pumilus 21.26 A 16.00 1.90 B 9.79 16172 A 32.34B -43.70 1678.44 B
RM B. megaterium 18.00 B 12.88 1.48 B 7.20 11160 B 22.32B -61.14 1408.47 B
RI B. pumilus 21.27 A 16.56 2.17B 11.17 26030 A 52.06 A -9.37 2381.58 A
11L Pseudomonas sp. 20.93 A 16.19 1.97B 9.97 34942 A 69.88 A 21.66 4695.57 A
RA B. megaterium 19.00 B 14.75 1.96 B 9.39 26978 A 53.95A -6.08 3143.86 A
RG B. megaterium 19.04B 13.86 1.79B 9.06 16605 B 33.21B -42.18 1685.52 B
Dygs + F4 21.68 A 16.67 2.05B 9.98 22487 A 4497 A -21.71 2511.18 A
Veiculo 21.08 A 17.14 2.16 B 10.34 21719 A  43.43A -24.39 2197.87 A
Nemat 23.04 A 16.71 2.53 A 10.21 35991 A 71.98 A 25.31 3962.45 A
Votivo 25.18 A 19.69 3.05A 10.81 15961 A 31.92 A -44.43 1563.43 B
Ecotrich 18.68 B 15.19 2.10B 10.96 24633 A 49.26 A -14.24 2958.00 A
Agua + nematoide 2143 A 17.83 241 A 9.04 28724 A 57.44 A 0 3095.04 A
Sem agua e sem nematoide 25.76 A 19.94 2.55A 11.70

Médias de oito repeticbes seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-knott. Dados de populacgéo final,

Fator de reproducdo, nematoides por grama de raiz e porcentagem de reduc¢éo no fator de reproducéo transformados para In(x+1).

Fonte: o préprio autor
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Alguns isolados da espécie B. megaterium possuem atividade
antagonista, pois produzem compostos volateis como benzeno acetaldeido, nonanal,
decanal, 2-undecanona e dissulfureto de dimetilo, que sé&o letais e podem inibir a
ecloséo de ovos de nematoides (HUANG et al. 2010). Segundo Vary (1992), estirpes
de B. megaterium podem produzir compostos antibioticos, sendo que para El-Hadad
et al. (2010), B. megaterium aumenta a atividade enzimatica pela producdo de
proteases, quitinases e gelatinases, demonstrando o potencial como agente de
controle biolégico.

Bacillus firmus tem sido relatada como espécie produtora de toxinas
com atividade ovicida, que danificam a pelicula externa dos ovos e juvenis de
nematoides (TEREFE et al., 2009). Em relagéo ao género Pseudomonas spp., como
P. fluorescens, esse diminui a eclosdo de juvenis e destroi a massa gelatinosa de
ovos de nematoides (TAVAKOL-NORABADI et al., 2013).

Para Chaurasia et al. (2005), a competicdo, parasitismo e producéo
de metabdlitos pela fermentacao bacteriana sdo os mecanismos que estao envolvidos
no controle de nematoides pelas bactérias. Em condicdes de casa de vegetacdo e
campo, as bactérias atuam na orientacdo e sobrevivéncia dos nematoides, bem como
interferem no ciclo reprodutivo (SHARMA E GOMES, 1996).

O género Bacillus spp. forma esporos que funcionam como estruturas
para a sobrevivéncia em condicBes desfavoraveis permitindo maior longevidade de
produtos bionematicidas pois permanecem inativos por longos periodos e germinam
em condicdes favoraveis (CHEN; DICKSON, 2004). Em trabalho de Zhou et al. (2016),
utilizando B. amyloliquefaciens (sin B. velezensis), este apresentou acéo efetiva na
reducdo de M. incognita em ensaios em casa de vegetacao na cultura do tomateiro e
ensaios in vitro. Em estudo de Xiang et al. (2017) com nove espécies de Bacillus spp.,
0s autores observaram gue a espécie que mais reduziu o nimero de ovos por grama
de raiz de M. incognita em algodao foi B. velezensis, quando comparada com a
testemunha com agua, em ensaios em casa de vegetacado sendo que neste mesmo
estudo, foi também verificada atividade nematicida de B. pumilus, B. subtilis, B.
thuringiensis e B. firmus.

Em estudo de Kloepper et al. (1992) com isolados de B. megaterium
e B. pumilus, houve reducéo de cistos de Heterodera glycines e galhas de M. incognita

na cultura da soja. Foi observada em estudo de Mendoza et al. (2008) em testes in
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vitro, foi observada associacdo entre a producao de metabdlitos secundarios liberados
por B. firmus e a mortalidade de M. incognita.

Pesquisas sobre o modo de agéo dos isolados bacterianos e sua
influéncia nos nematoides de galhas devem ser aprimoradas, uma vez que os isolados
bacterianos possuem potencial para diminuir a populacado de nematoides. Além disso
€ interessante a verificacdo da possibilidade de serem utilizados conjuntamente com
0S nematicidas quimicos e a rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras, de
modo a maximizar o manejo de nematoides.

No momento ndo existem nematicidas microbiolégicos registrados
para a cultura do pimentdo contra o Meloidogyne enterolobii, entretanto, para
Meloidogyne incognita e javanica, encontra-se registrado no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento o ‘Nemat’, com o principio ativo do fungo Paecilomyces
lilacinus, ‘Votivo’, formulado a partir da bactéria Bacillus firmus sendo este dltimo
registrado para soja e algodao (AGROFIT, 2018). O ‘Ecotrich WP’, formulado a partir
do fungo Trichoderma harzianum, usado para controle de Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizoctonia solani na cultura da soja e alface. No entanto existe a necessidade de
mais estudos relatando a eficiéncia desses produtos na cultura do pimentao contra o
Meloidogyne enterolobii.

Para as caracteristicas morfolégicas das plantas, foi observada a
formacao de dois grupos para altura de planta, sendo que os tratamentos 8L, AG, RI,
11L, Dygs+F4, Veiculo, Nemat e Votivo ndo diferiram dos tratamentos controles (agua
+ nematoide e sem &gua e sem nematoide) (Tabela 5). Para o restante dos
tratamentos, houve leve reducéo na altura de planta.

Para a variavel MFR, nédo foi observada diferenca entre os
tratamentos, indicando que a utilizagdo desses isolados ndo proporcionou maior
crescimento das raizes. Resultados semelhantes foram obtidos para MFR e MFPA,
onde néo foi observada a superioridade de nenhum tratamento quando comparado
com as duas testemunhas.

As Dbactérias promotoras de crescimento vegetal produzem
compostos como fitormdnios, &cidos organicos e sideréforos para melhorar a fixagdo
de nitrogénio, solubilizar fésforo e produzir compostos toxicos para outros
fitopatdogenos (GLICK, 1995). Para o género Bacillus spp., tem sido verificada a dupla

aptidao, ou seja, atuando no controle de fitopatogenos e promovendo o crescimento
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de plantas (HUANG et al. 2010). No entanto, no presente trabalho ndo foi observado
esse efeito na promocédo de crescimento do sistema radicular.

Em trabalho de Higaki (2012), foi observado aumento de massa fresca
de raiz em genotipos de algodéo IAC 25 infestados com Rotylenchulus reniformis e
Pratylenchus brachyurus e inoculados com B. subtilis. Porém, neste mesmo trabalho,
no genotipo Nuopal, houve menor incremento na massa fresca de parte aérea,
demonstrando que os gendtipos possuem diferentes respostas a inoculagcdo da
bactéria. O mesmo resultado foi encontrado em genoétipos de cana-de-aclcar em
trabalho de Mazzuchelli e Aradjo (2011) usando B. subtilis, em que diferentes
variedades apresentam diferentes respostas ao tratamento biologico.

Para MSPA, houve a formacao de dois grupos, sendo Nemat, Votivo,
Agua + nematoide e Sem agua e sem nematoide os que obtiveram maior massa seca
da parte aérea, diferindo dos tratamentos T2AF, RE, 20T, RD, 8L, AG, RM, RI, 11L,
RA, RG, Dygs+F4, Veiculo e Ecotrich.

Essas diferencas encontradas sao devido a capacidade de cada
isolado em atuar no controle de nematoides por diversos mecanismos e promover o
crescimento vegetal (MACIEL e FERRAZ, 1996). Portanto, a aplicacdo de isolados
bacterianos, principalmente de Bacillus spp., tem potencial como agente de
biocontrole do género Meloidogyne spp.. No entanto, mais estudos bioquimicos e
fisiologicos devem ser realizados com 0 objetivo de compreender os mecanismos

envolvidos na interacgdo tripla planta x bactéria x nematoides.
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3.6 CONCLUSOES

N&o foram encontrados gendtipos de Capsicum chinense e Capsicum
baccatum resistentes a Meloidogyne enterolobii. Houve reducdo no fator de
reproducdo, numero nematoides por grama de raiz e populagéo final com a utilizacao
dos isolados T2AF (B. amyloliquefacienes), RE (B. megaterium), 20T (Pseudomonas
spp.), RD (B. megaterium), AG (B. pumilus), RM (B. megaterium) e RG (B.
megaterium). No entanto, deve-se adotar medidas de manejo integrado com produtos
qguimicos, rotacdo de culturas e evitar plantas hospedeiras, com o0 objetivo de

minimizar os danos provocados por Meloidogyne enterolobii.
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APENDICE A — Genes para a resisténcia do género Meloidogyne spp. ja identificados
e seus controles.

Gene Nematoide Fonte

N M. incognita, M. javanica, M. arenaria  Hare, 1957

Mel M. incognita, M. javanica, M. arenaria  Souza-Sobrinho et al. 2002

Me2 M. javanica Souza-Sobrinho et al. 2002

Me3 M. incognita, M. javanica, M. arenaria  Djian-Caporalino et al., 2001

Me4 M. arenaria Ain Taoujdate Souza-Sobrinho et al. 2002

Me5 M. arenaria Souza-Sobrinho et al. 2002
Djian-Caporalino, personal

Me6 M. javanica, M. arenaria communication

Me7 M. incognita, M. javanica, M. arenaria  Pegard et al., 2005

Mechl M. chitwood Djian-Caporalino et al., 2004

Mech2 M. chitwood Djian-Caporalino et al., 2004

Fonte: o proprio autor.
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APENDICE B - Identificacdo de 111 acessos de Capsicum spp. do banco de

germoplasma da Universidade Estadual de Londrina.

Acesso Procedéncia Espécie Formato Cor

MT 71 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 75 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 85 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 86 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 107 Mato Grosso C. chinense conico vermelho
MT 108 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 123 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 127 Mato Grosso C. chinense arredondado laranja
MT 136 Mato Grosso C. chinense alongado laranja
MT 141 Mato Grosso C. chinense alongado laranja
MT 144 A Mato Grosso C. chinense sino vermelho
MT 145 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 148 Mato Grosso C. chinense biquinho vermelho
MT 157 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
MT 158 Mato Grosso C. chinense arredondado vermelho
MT 195 Mato Grosso C. chinense alongado laranja
MT 196 Mato Grosso C. chinense alongado vermelho
UENF 1554 Goias C. chinense arredondado vermelho
UENF 1555 Goias C. chinense arredondado amarelo
UENF 1615 Minas Gerais C. chinense alongado vermelho
UENF 1703 Minas Gerais C. chinense biquinho laranja
UENF 1706 Minas Gerais C. chinense cbnico laranja
UENF 1720 Bahia C. chinense arredondado vermelho
UENF 1724 Bahia C. chinense cbnico laranja
UENF 1726 Bahia C. chinense alongado vermelho
UENF 1726 A Bahia C. chinense alongado vermelho
UENF 1739 Rio de Janeiro C. chinense arredondado laranja
UENF 1743 Para C. chinense alongado bege
UENF 1753 Bahia C. chinense arredondado vermelho
UENF 1759 Para C. chinense arredondado vermelho
UENF 1759 A Para C. chinense alongado vermelho
UENF 1763 Para C. chinense alongado vermelho
UENF 1764 Para C. chinense alongado vermelho
UENF 1773 Maranhéo C. chinense alongado vermelho
UENF 1781 Maranhao C. chinense sino vermelho
UENF 1782 Maranhao C. chinense arredondado vermelho
UENF 1789 Maranhao C. chinense arredondado vermelho
UENF 1791 Maranhao C. chinense arredondado vermelho
UENF 1804 Rio de Janeiro C. chinense alongado vermelho
MT 72 B Mato Grosso C. chinense arredondado laranja

Continua...



...continuacéo

64

MT 118 A

MT 125 A

MT 125 B

MT 149 A

MT 149 AB
MT 149 B

MT 149 BC
MT 192 B

MT 193 A
UENF 1634 A
UENF 1634 AB
UNEF 1708 A
UENF 1708 B
UENF 1709 A
UENF 1709 AB
UENF 1725 A
UENF 1744 A
UENF 1744 AB
UENF 1746 A
UENF 1746 B
UENF 1768 A
UENF 1768 B
UENF 1784 A
UENF 1798 A
UENF 1798 AB
UENF 1798 B
UENF 1417
UENF 1490
UENF 1495
UENF 1500
UENF 1556
UENF 1573
UENF 1616
UENF 1624
UENF 1628
UENF 1629
UENF 1635
UENF 1638
UENF 1639
UENF 1704
UENF 1705
UENF 1714

Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Espirito Santo
Espirito Santo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Maranhéo
Bahia
Para
Para
Para
Para
Para
Para
Maranhéo
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Minas Gerais
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Goias
Rio de Janeiro
Minas Geralis
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Mato Grosso
Minas Geralis
Desconhecida
Minas Gerais
Minas Gerais
Peru

O0000000000000000000000000000000000000000O0

. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. chinense
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum

arredondado
arredondado
arredondado
arredondado
alongado
arredondado
arredondado
alongado
biquinho
arredondado
arredondado
arredondado
arredondado
alongado
alongado
sino
arredondado
alongado
arredondado
arredondado
alongado
arredondado
arredondado
sino
sino
alongado
pitanga
alongado
arredondado
alongado
arredondado
arredondado
alongado
alongado
cbnico
cbnico
arredondado
alongado
cbnico
pitanga
alongado
biquinho

vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
laranja
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
laranja
laranja
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
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UENF 1732

UENF 1733

UENF 1737

UENF 1738

UENF 1795c
UENF 2056

UENF 2057

UENF 2060

UENF 2061

UENF 2063

UENF 2065c
UENF 2068

UENF 2070

UENF 2081

UENF 2089

UENF 2103

UENF 2104

UENF 2119

UENF 2121

UENF 2125f
UENF 2125g
UENF 2132

UENF 2143

UENF 2144

UENF 2146

UENF 2148

UENF 2149

UENF 2197

Cho

Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Minas Gerais
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Rio de Janeiro
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso
Desconhecido
Parana

O0000000000000000000000000000

. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum
. baccatum

sino
conico
alongado
biquinho
alongado
arredondado
alongado
biquinho
arredondado
sino
alongado
sino
alongado
alongado
alongado
arredondado
alongado
arredondado
alongado
alongado
alongado
alongado
arredondado
alongado
alongado
alongado
arredondado
alongado
triangular

vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
preto
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
laranja
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho
laranja
vermelho
vermelho
laranja
vermelho
vermelho
vermelho
vermelho

Fonte: o préprio autor
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APENDICE C - Descri¢éo dos tratamentos utilizados para o experimento de controle
biolégico em Capsicum annuum.

Tratamento Ingrediente ativo

T2AF Bacillus amyloliquefaciens
RE Bacillus megaterium
20T Pseudomonas spp.

RD Bacillus megaterium

8L Pseudomonas spp.

AG Bacillus pumilus

RM Bacillus megaterium

RI Bacillus Pumilus

11L Pseudomonas spp.

RA Bacillus megaterium
RG Bacillus megaterium
Dygs + F4 -

Veiculo -

Nemat Paecilomyces lilanus
Votivo Bacillus firmus

Ecotrich Trichoderma harzianum

Agua + nematoide
Sem agua e sem
nematoide

Fonte: o préprio autor



APENDICE D - Fotos dos acessos de Capsicum baccatum pertencentes ao bando de germoplasma da Universidade Estadual de
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Fonte: o préprio autor
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APENDICE E - Fotos dos acessos de Capsicum chinense pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual de Londrina.

MT 71 MT 75 MT 85 MT 86 MT 107 MT 127 MT 136 MT 141 MT 144 A
. a I
. ‘ .
MT 145 MT 195 MT 196 UENF 1554 UENF 1555 UENF 1615 UENF 1703
UENF 1706 UENF 1720 UENF 1724 UENF 1726 UENF 1726 A UENF 1743 UENF 1753 UENF 1759 UENF 1759 A

UENF 1763 UENF 1764 UENF 1773 UENF 1781 UENF 1782 UENF 1789 UENF 1791 UENF 1804

P50 D

MT 118 A

MT 125 A MT 125 B MT 149 A MT 149 AB MT 149 B MT 149 BC MT 193 A UENF 1634 A UENF 1634 AB UENF 1708 A
UENF 1708 B UENF 17 UENF 1709 UENF 1725 A UENF 1744 A UENF 1744  UENF 1746 A UENF 1746B UENF 1759 A UENF 1768 A

AB

B “ i

UENF 1768 B UENF 1784 A UENF 1798 UENF 1798 B

e 0

Fonte: Aline Fabiana Paladini Moreira



