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RESUMO

GERONIMO, Ingrid Gaspar da Costa; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Fevereiro, 2018. Melhoramento de Capsicum annuum
visando resisténcia a antracnose: caracterizacdo de isolados de Colletotrichum
spp., heranca da resisténcia e proposta de série diferenciadora. Orientadora:
Rosana Rodrigues. Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Silvaldo Felipe da Silveira.

Vérios patégenos representam fatores limitantes a producdo de Capsicum spp.
comprometendo a produtividade e a qualidade dos frutos. Dentre as doengas, uma
das mais importantes é a antracnose, que é causada por um complexo de espécies
do género Colletotrichum. Cultivares de pimentdo e pimentas resistentes a
antracnose ainda nao estdo disponiveis no mercado. O presente trabalho visou
estabelecer uma colecédo de isolados puros e caracterizados morfologicamente,
culturalmente e geneticamente; determinar a heranca da resisténcia a antracnose
em C. annuum e propor uma série diferenciadora entre os geno6tipos de Capsicum.
A primeira etapa foi realizada a partir da coleta e caracterizacédo de 31 isolados dos
estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Sado Paulo. Para a caracterizacao
morfologica e cultural foram avaliados os formatos, comprimento e a largura dos
conidios. Alem disso, a velocidade de crescimento micelial e a coloracdo das
colénias de cada isolado também foram avaliadas. A patogenicidade foi testada em
trés acessos das espécies C. annuum, C. chinense e C. frutescens por meio da
inoculacdo dos 31 isolados e avaliagOes diarias. A caracterizacdo molecular para
estudo da variabilidade genética do patogeno foi realizada com a utilizacdo de 21

iniciadores ISSR. A maioria dos isolados foi classificada como pertencentes ao

vii



complexo C. gloeosporioides. Para estudar a heranca da resisténcia a antracnose
foram consideradas as populagdes P1, P2, F1, F2 e retrocruzamentos obtidos a partir
do cruzamento entre acessos de Capsicum annuum UENF 2285 (suscetivel) x
UENF 1381 (resistente). As caracteristicas avaliadas foram a area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD), o periodo de incubacao (PI) e o periodo latente
(PL) em frutos imaturos. As inoculagdes foram realizadas em trés frutos por planta,
utilizando-se o isolado #8.1 na concentracdo 1 x 10° conidios/mL. A avaliacéo foi
realizada por meio de escala de notas por um periodo de sete dias. Foi observado
que a segregacdo em F2 se adequou a proporcdo de 3 (dominantes, resistentes) :
1 (suscetiveis, recessivos), levando a hipétese de um gene dominante controlando
a resisténcia a antracnose. As herdabilidades no sentido amplo e restrito foram de
62,75% e 48,47%, respectivamente. A estimativa do grau médio de dominancia
indicou que a agao génica que esta envolvida no carater € a de dominancia parcial
(GMD = 0,72). O numero minimo de genes que controlam a resisténcia foram seis.
O modelo aditivo-dominante foi suficiente para explicar os resultados obtidos. Para
a proposta preliminar de uma série diferenciadora de Capsicum foram testados 15
acessos de Capsicum inoculados com cinco isolados de C. gloeosporioides. Nesta
etapa, seis frutos de cada acesso em cada estadio de maturacao foram inoculados.
As suspensoes de inéculo foram ajustadas para 1x108 conidios/mL e a avaliacédo
foi realizada por sete dias por meio de escala de notas. A caracteristica avaliada foi
a AACPD e a nomenclatura proposta para as racas foi dada de acordo com a
fixacdo da sequéncia de acessos a partir da reacao diferencial observada para cada
isolado. Reacéo diferencial foi observada em frutos imaturos de nove acessos e em
frutos maduros de sete acessos. Dessa forma, foi possivel propor a identificacdo
de cinco racas em cada estadio de maturacao: 94, 142, 150, 186 e 254 em frutos

imaturos e as ragas 6, 14, 50, 122 e 126 em frutos maduros.
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ABSTRACT

GERONIMO, Ingrid Gaspar da Costa; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Fevereiro, 2018. Capscim annuum breeding for
resistance to anthracnose: characterization of Colletotrichum spp., inheritance of
anthracnose resistence and proposal of a differential host. Orientadora: Rosana
Rodrigues. Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Silvaldo Felipe da Silveira.

Several pathogens are limiting for yield of chili peppers (Capsicum spp.) once they
cause diseases that compromise fruit yield and quality. Among these diseases, one
of the most important is anthracnose, which is caused by a complex of species of
the genus Colletotrichum. Anthracnose-resistant peppers are not yet available in the
market. The present work aimed to establish a collection of pure and
morphologically characterized isolates, culturally, pathogenic and genetically of
Colletotrichum spp .; to determine the inheritance of anthracnose resistance in C.
annuum; and to propose a differential series among the genotypes of Capsicum.The
first step was the collection and characterization of 31 isolates from the states of Rio
de Janeiro, Espirito Santo and Sao Paulo. For the morphological and cultural
characterization the conidial shapes were evaluated and the length and width were
determined. In addition, the mycelial growth rate and color of colony of each isolate
was evaluated. The pathogenicity was evaluated in three accessions of the C.
annuum, C. chinense and C. frutescens by inoculation of the 31 isolates and daily
evaluations. For the genetic variability of the pathogen we performed the molecular
characterization using 21 ISSR primers. Most of the isolates were classified as

belonging to the C. gloeosporioides complex. To study inheritance to anthracnose
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resistance, we used the populations P1, P2, F1, F2 and backcrossing populations
obtained from the intersection between Capsicum annuum accesses UENF 2285
(susceptible) and UENF 1381 (resistant). The characteristics evaluated were the
area under the disease progress curve (AUDPC), the incubation period (IP) and the
latent period (LP) in immature fruits. The inoculations were carried out in three fruits
per plant using the isolate # 8.1 in the concentration 1 x 108 conidia / mL. The
evaluation was performed daily in a seven days period It was observed that
segregation in F2 suited the proportion of 3 (dominant, resistant): 1 (susceptible,
recessive), leading to the hypothesis of a dominant gene controlling the resistance
to anthracnose. Heritabilities in the broad and narrow sense were 62.75% and
48.47%, respectively. The estimate of the average degree of dominance indicated
that the gene action that is involved in the character is that of partial dominance
(ADD = 0.72). The minimum number of genes controlling the resistance were six.
The additive-dominant model was suficiente to explain the results in this work For
the preliminary proposal of a differentiating series of Capsicum were tested 15
accesses of Capsicum inoculated with five isolates of C. gloeosporioides. At this
stage, six fruits of each access at each maturation stage were inoculated. The
inoculum suspensions were adjusted to 1x10 6 conidia / mL and the evaluation was
performed for seven days by means of the grading scale. The evaluated
characteristic was the AACPD and the nomenclature proposed for the races was
given according to the fixation of the access sequence from the differential reaction
observed for each isolate. Differential reaction was observed in immature fruits of
nine accessions and in mature fruits of seven accessions. Thus, it was possible to
propose the identification of five breeds at each maturation stage: 94, 142, 150, 186

and 254 in immature fruits and breeds 6, 14, 50, 122 and 126 in mature fruits.



1. INTRODUCAO

A antracnose (Colletotrichum spp.) € considerada uma das principais doencas
em plantas (Diao et al. 2017). Em Capsicum spp. (incluindo pimentdes e pimentas),
a antracnose pode ser causada por mais de 15 espécies de Colletotrichum (Than
et al., 2008; Liao et al., 2012; Kanto et al., 2014; Sharma et al., 2014; Diao et al.,
2015; Diao et al., 2017), sendo as espécies C. capsici (Syd.) Butler and Bisby, C.
acutatum J.H. Simmonds e C. gloeosporioides Penz as mais destrutivas e
amplamente distribuidas (Ali et al., 2016; Saxena et al., 2016). Os sintomas tipicos
da antracnose sdo lesdes necroéticas e depressivas no tecido, com anéis
concéntricos de acérvulo (Manandhar et al., 1995).

A doenca pode se desenvolver tanto no campo quanto durante o transporte a
longas distancias. Como forma de controle, toda a parte aérea da planta, incluindo
os frutos, sdo pulverizados com fungicidas, porém, dependendo das condi¢des
ambientais, a eficiéncia é baixa (Haddad et al., 2003). Além da aplicacdo de
defensivos quimicos, o controle biolégico, a rotacdo de culturas com espécies ndo
hospedeiras, a eliminacdo de hospedeiros alternativos, o uso de sementes livres
de patégenos e o plantio de -cultivares resistentes sdo medidas gerais
recomendadas para o controle de doencas (Agrios, 1997).

A utilizacdo de plantas resistentes tem se mostrado um método eficiente de
controle do patégeno, com bom custo beneficio, competitivo e ndo poluente
(Monroy-Barbosa e Bosland, 2011). No entanto, para o0 patossistema

Colletotrichum-Capsicum ainda nao existe cultivar resistente disponivel para a



comercializacdo, apesar de algumas fontes de resisténcia a antracnose ja terem
sido identificadas como, por exemplo, o acesso PBC932 (C. chinense), resistente
a C. capsici (AVRDC, 1997; AVRDC, 1999); os acessos UENF 1718 e UENF 1797
(C. baccatum var. pendulum), resistentes a C. gloeosporioides (Silva et al., 2014),
e 0 acesso UENF 1381 resistente em estadio imaturo a C. gloeosporioides (Bento
et al., 2017). O controle genético para resisténcia a Colletotrichum spp. é altamente
variavel, dependente de uma série de fatores, como a espécie do patdgeno, a fonte
de resisténcia, 0 método de inoculacao e o estadio de desenvolvimento do fruto.

O conhecimento da heranga da resisténcia a antracnose é essencial para o
sucesso de um programa de melhoramento e alguns trabalhos j& vém sendo
realizados com diferentes acessos para identificar a heranca da resisténcia a
antracnose (Park et al., 1990; Pakdeevaraporn et al., 2005; Kim et al., 2008a; Kim
et al., 2008b, Mahasuk et al., 2009b; Ying et al., 2015; Suwor et al., 2017). Cinco
genes de resisténcia a antracnose em Capsicum ja foram identificados: os genes
col, co2, co3 co4 e Cob5, descritos por Pakdeevaraporn et al. (2005) e Mahasuk et
al. (2009a; 2009b), observando que a heranca pode ser governada tanto por genes
recessivos quanto por dominantes, dependendo da populacdo em estudo.

Um fator que pode diminuir a durabilidade da resisténcia das plantas é a
variabilidade do patégeno. Entender a diferenca existente entre os isolados e a
classificacédo de racas fisiolégicas e, consequentemente, a identificacdo das racas
prevalecentes em cada local € uma etapa basica dos programas de melhoramento
visando a resisténcia.

A identificacdo de Colletotrichum é baseada, tradicionalmente, em caracteres
morfologicos e culturais, como o tamanho e o formato dos conidios, crescimento do
micélio e cor da colonia (Damm et al., 2012). Porém, devido a plasticidade dos
caracteres fenotipicos, podem ocorrer variagdes (Than et al., 2008) por causa da
variabilidade existente no patégeno. Nesse contexto, a utilizacdo de métodos
baseados em sequenciamento de DNA tem se mostrado indispensavel para
distinguir isolados morfologicamente similares. De acordo com McKay et al. (2009),
existem caracteristicas morfolégicas que se sobrepdem e que, por isso, podem
ocorrer erros de identificacdo. As técnicas moleculares sdo recomendadas para que
se acelere e aumente a acuracia na identificacdo e na caracterizacdo de

Colletotrichum spp. (Saxena et al., 2014).



Além da identificagdo, ha a necessidade de avaliar a variabilidade existente
entre esses isolados. Essa variabilidade pode ser acessada através de marcadores
moleculares, como o marcador molecular Inter simple sequence repeat (ISSR), o
qual tem se mostrado ser uma alternativa viavel devido a sua alta estabilidade e
reprodutibilidade, além de ser uma técnica simples e com resultados rapidos. Esta
técnica tem sido utilizada em estudos de diversidade e caracterizacdo de
Colletotrichum em diferentes hospedeiros, incluindo Capsicum (Kumar et al., 2011,
Mahmodi et al., 2014; Mckay et al., 2009; Rockenbach et al., 2016; Saxena et al.,
2014).

As racas fisiologicas sao definidas de acordo com as respostas observadas
apos a inoculacdo em um determinado conjunto de hospedeiros (Caten, 1987). A
partir da especificidade da interacdo patdogeno-hospedeiro é que se torna possivel
identificar as racas fisiolégicas. Em Capsicum ndao ha uma série diferenciadora de
racas fisiolégicas para antracnose.

Uma série diferenciadora deve conter diferentes genes de resisténcia, para,
dessa forma, proporcionar a maior variabilidade genética e identificar com maior
precisdo as possiveis racas existentes no patdgeno. Identificar a variabilidade do
patégeno, de forma a caracteriza-lo e desenvolver uma série capaz de identificar
as racas fisiologicas de Colletotrichum gloeosporioides, bem como elucidar a
heranca da resisténcia a antracnose é uma etapa Util para os melhoristas

desenvolverem uma cultivar resistente a doenca.



2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVOS

2.1.1. Estabelecer uma colecdo de culturas monospéricas de varios
isolados de Colletrotrichum spp. e caracteriza-las morfologicamente,
culturalmente e geneticamente para dar suporte ao programa de

melhoramento visando a resisténcia a antracnose;

2.1.2. Determinar a heranca da reacdo a antracnose a partir de cruzamento
entre acessos resistente e suscetivel da colecdo de Capsicum da
UENF;

2.1.3. Estudar a interacdo entre diferentes isolados de Colletotrichum
inoculados em diversos genoétipos de Capsicum e propor uma serie
diferenciadora para identificacdo de racas em Colletotrichum

gloeosporioides em associagdo com Capsicum spp.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O género Capsicum

Capsicum pertence a familia Solanaceae e as plantas desse género estdo entre
as mais antigas cultivadas nas Américas. Dados arqueolégicos encontrados no
México indicam que espécies de Capsicum foram utilizadas pelos homens héa cerca
de 6.000 anos, como parte de uma complexa dieta. Essas descobertas foram
realizadas com base em microfésseis de graos de pélen amilaceos, em utensilios
utilizados para preparar alimentos (Perry et al., 2007).

A origem provavel desse género é a Bolivia, sendo a espécie C. chacoense
considerada como ancestral comum, a partir da qual, pelo processo de dispersao
e posterior especiacdo, se originaram as outras espécies (Moscone et al., 2007).
Acredita-se que a disperséo tenha ocorrido, inicialmente por passaros migratorios
e nativos indigenas e, posteriormente, pelos navegadores europeus, 0s quais
disseminaram as pimentas pelo mundo (De Witt e Bosland, 1997; Rufino e
Penteado, 2006). O género possui 35 espécies confirmadas e cinco estavam em
vias de classificacdo (Carrizo et al.,, 2013). Dentre as espécies, cinco sao
domesticadas: C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. pubescens
(Moscone et al., 2007). O género pode ser separado em trés categorias que sao:
domesticadas, as quais ja sofreram agdo de selecdo humana; semidomesticadas,
que sdo as espécies que sofreram alguma pressdo de selecdo humana e séo

cultivadas, mas o grau de dependéncia do homem é pequena, e as silvestres que



sao aquelas que nao ocorrem naturalmente em ambientes que foram modificados
pela acdo humana e, por isso, ndo h& dependéncia do homem (Carvalho e
Bianchetti, 2008).

A forma de crescimento e o tamanho das plantas dependem da espécie utilizada
e da forma de cultivo empregada. Apresentam porte arbustivo quando cultivadas
como perenes, poréem em culturas anuais sdo herbaceas. Ha grande variabilidade
guanto as suas caracteristicas morfologicas principais, como formato, cor, tamanho
e posicdo de frutos e flores (Filgueira, 2012). As espécies domesticadas séo
autdbgamas, com taxas de polinizacdo cruzada que podem variar de 2 a 90% de
acordo com a cultivar, o local e a época de cultivo, as condi¢des climéticas e a
populacao de polinizadores encontrada no local (Nascimento et al., 2006).

O fruto € uma baga com estrutura oca. Ha grande variabilidade morfolégica dos
frutos com vérias formas, tamanhos, coloracfes e pungéncias. A coloracdo dos
frutos maduros é geralmente vermelha, podendo variar desde o amarelo,
alaranjado, salmao, roxo e preto. O formato varia entre as espécies e até dentro
delas, com frutos alongados, arredondados, triangulares ou conicos,
campanulados, quadrados e retangulares (Carvalho e Bianchetti, 2004).

As espécies deste género possuem dois grupos separados pelo niumero de
cromossomos, um contendo 2n=2x=24 e outro 2n=2x=26 (Moscone et al., 2007).
As espécies domesticadas sdo pertencentes ao grupo das espécies com 2n=2x=24

cromossomos (Pozzobon et al., 2006).

3.2.  Antracnose como fator limitante ao cultivo de Capsicum

As plantas estdo expostas a varios patdégenos, o que pode gerar muitas
perdas para o produtor e para a economia do pais. Na cultura de Capsicum podem-
se observar muitas doencas causadas por bactérias, virus, fungos e nematoides
(Ali et al., 2016; Bento et al., 2017). As doencas fuangicas podem causar limitacbes
a cultura com perdas significativas, uma vez que produzem esporos que podem ser
disseminados pela agua, pelo vento, e ainda por maquinas e animais, inclusive pelo
homem. Entre as diversas doencas causadas por fungos e que causam prejuizo
para a cultura de pimentas e pimentfes esta a antracnose, uma doenca causada

por um complexo de espécies de Colletotrichum (Ali et al., 2016; Diao et al., 2017).



A antracnose é uma das doencas mais destrutivas para a cultura de
pimentas e pimentbes, uma vez que pode acarretar prejuizos de até 100%. No
Brasil, especialmente quando o periodo de cultivo coincide com o periodo de
chuvas, clima quente e umido, a ocorréncia da doenca é generalizada (Azevedo et
al., 2005).

As espécies do género Colletotrichum foram divididas em trés complexos de
espécies: o complexo de espécies C. boninense, o complexo C. acutatum e o
complexo C. gloesporioides. O complexo das espécies C. boninense foi
inicialmente identificado como patégeno causador da antracnose e um fungo
endofitico de uma grande variedade de hospedeiros (Damm et al.,, 2012). Os
conidios se assemelham aos de C. gloesporioides, diferindo levemente no tamanho
e na presenca de uma marca proeminente na base do conidio, porém a
amplificacdo da regido ITS1 demonstrou variacdo intraespecifica com C.
gloeosporioides, sendo possivel identificar a nova espécie (Moriwaki et al., 2003).

O complexo de espécies C. acutatum é reconhecido pela forma do conidio,
que possui as extremidades pontiagudas (Simmonds, 1965). E um dos mais
frequentemente reportado para o género e possui varias espécies hospedeiras. O
complexo das espécies C. gloesporioides € identificado geneticamente dentro de
um clado definido por um gene ITS. Dentro desse grupo estdo 22 espécies e uma
subespécie. No passado, a identificacdo era feita por tracos morfoldgicos como
tamanho e forma dos conidios, presenca ou auséncia de seta, formato do
apressorio, cor da cultura, entre outros. Porém, essas caracteristicas podem ser
influenciadas pelo ambiente ou serem perdidas em repetidas subculturas, por isso
€ cada vez mais importante a utilizacdo de ferramentas moleculares associadas
aos estudos filogenéticos destas espécies (Damm et al., 2012).

Em Capsicum, os sintomas desta doenca normalmente sédo formacdes de
lesBes depressivas circulares, que podem ser encharcadas ou ndo. Nos estadios
mais avancados da infeccéo, as lesdes sdo cobertas por anéis concéntricos de
aceérvulos com coloracdo salméao (Kim et al., 1999). A antracnose pode se expressar
tanto em folhas, quanto em caule ou em frutos (Damm et al., 2012). Quando a
doenca se concentra nos frutos pode causar prejuizos econémicos, como perda de
producédo e qualidade (Reis et al., 2009) uma vez que os frutos colhidos doentes

sdo improprios para a comercializagdo e, por ser uma doenca de pos-colheita,



mesmo que ndo apresentem 0s sintomas, esses ainda poderdo causar grandes
perdas nas prateleiras (Lopes e Avila, 2003).

O controle da doenca é realizado, tradicionalmente, com algumas praticas
de manejo e aplicacéo de fungicidas na fase de pré-colheita (Gopinath et al., 2006;
Boonyapipat, 2013). Porém, como é considerada uma doenca de pos-colheita, ndo
€ recomendada a utilizacdo de defensivos durante esse periodo devido aos
prejuizos que podem ser causados a saude humana e ao potencial surgimento de

resisténcia dos patégenos aos fungicidas (Ali et al., 2016).

3.3. Genéticadaresisténcia de Capsicum ao Colletotrichum

Apesar das inUmeras vantagens da utilizacao de cultivares resistentes, ainda
ndo ha uma cultivar comercial de Capsicum resistente a antracnose disponivel no
mercado. No entanto, algumas fontes de resisténcia ja foram identificadas, por
exemplo, em C. baccatum L. (Mahasuk et al., 2009b; Silva et al., 2014), C. chinense
Jacg. (AVRDC,1997; 1999), e C. annuum L. (Kim et al., 2008a; Bento et al., 2017).

Silva et al. (2014) avaliaram a reacéo de frutos imaturos e maduros de 37
acessos de Capsicum spp. a C. gloeosporioides e identificaram dois acessos
(UENF 1718 e UENF 1797, ambos C. baccatum var. pendulum) como resistentes.
Esses acessos ndo apresentaram sintomas durante o periodo de avaliagédo, sendo
promissores fontes de resisténcia para programas de melhoramento.

Bento et al. (2017), trabalhando com 54 acessos de Capsicum objetivaram
identificar acessos com resisténcia multipla & mancha bacteriana, ao Pepper yellow
mosaic virus e a antracnose. Foram testados, para antracnose, trés frutos em cada
estadio de maturacdo e o genétipo UENF 1381 (C. annuum) demonstrou ser
resistente ao C. gloeosporioides em frutos imaturos.

A partir dos acessos resistentes, estudos para determinagcéo da heranca da
resisténcia a antracnose foram realizados. Park et al. (1990) pesquisaram a
resisténcia de C. annuum a C. gloeosporioides e C. dematium utilizando um dialelo
de seis genitores e observaram que a mesma se mostrou parcialmente dominante
para C. dematium, e sobredominante ou parcialmente dominante em frutos verdes
para C. gloeosporioides.

Pakdeevaraporn et al. (2005) estudaram a populacdo interespecifica
resultante do cruzamento entre a linha resistente de C. chinense PBC932 e uma

cultivar elite de C. annuum (‘Thai’). Os frutos verdes foram inoculados com C.



capsici. A segregacao mendeliana indicou que a resisténcia foi configurada pela
presenca de um gene recessivo (Tabela 1).

Considerando a heranca da resisténcia a C. acutatum em uma populagao
obtida a partir do cruzamento entre a linha resistente ‘0038-9155’, (uma selegao de
RCsF4 derivada da fonte de resisténcia em C. chinense ‘PBC932’ e a cultivar de C.
annuum, ‘IR’) e da linha suscetivel ‘9955-15’ (C. annuum), a resisténcia se mostrou
controlada por dois genes dominantes complementares em frutos em estadio
imaturo. Nos frutos maduros, a resisténcia foi controlada por dois genes recessivos
(Lin e Gniffke, 2007).

Kim et al. (2008a) estudando as populagdes derivadas dos parentais ‘Yeoju’
(C. annuum — suscetivel) e ‘Daepoong-cho’ (C. annuum — resistente) verificaram
que a heranca da resisténcia ao C. capsici € controlada por um uUnico gene
recessivo. Os testes foram realizados por meio de microinjecées em frutos verdes
destacados da planta. Em outro trabalho com as populagbes oriundas do
cruzamento entre C. baccatum P1594137 e C. baccatum Golden-aji utilizados como
parentais, 0s autores constataram que a heranca da resisténcia a C. acutatum,
quando foram inoculados frutos maduros e destacados, foi controlada por um gene
dominante (Kim et al., 2008b).

Mahasuk et al. (2009b) investigaram a resisténcia de dois acessos de C.
baccatum, respectivamente, PBC80 e PBC1422, e do acesso de C. chinense
PBC932 ao C. acutatum e C. capsici. Somente o acesso PBC80 ndo apresentou
sintomas e 0 acesso PBC1422 somente apresentou sintoma para C. acutatum. A
partir da frequéncia da distribuicdo das notas atribuidas para os sintomas das
doencas nas populagbes F2 e RCi, 0s autores sugeriram que a heranca era
governada por um Unico gene recessivo nos frutos imaturos e por um Unico gene
dominante nos frutos maduros. Esses dois genes (co4 e Co5) ndo estavam ligados
e ndo estavam no mesmo loci que 0s genes ja encontrados no acesso PBC932

(col e co2).
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Tabela 1 - Genes de resisténcia a antracnose identificados em Capsicum spp.

Gene Genitores Colletotrichum Estadio Tipo de Autores
fruto heranca
col C.chinense C. capsici Maduro Um gene Pakdeevaraporn
‘PBC932’ (R) recessivo et al., 2005

x C. annuum
cv ‘Banchang’
(S)
co2 C.annuum cv C. capsici Maduro Umgene Mahasuk et al.,
‘Banchang’ (S) recessivo 2009a
x C. chinense
‘PBC932’ (R)

co3 C.annuum cv C. capsici Plantulas Um gene Mahasuk et al.,
‘Banchang’ (S) recessivo 2009a
x C. chinense
‘PBC932’ (R

co4 C. baccatum C. capsici Imaturo Um gene  Mahasuk et al.,
‘PBC 80’ (R) x recessivo 2009b
C. baccatum
PBC 1422’
(S)
Co5 C. baccatum C. capsici Maduro Umgene Mahasuk et al.,
‘PBC 80’ (R) x dominante 2009b
C. baccatum
‘PBC 1422’

(S)

Abordagens moleculares para a interacdo Capsicum — Colletotrichum
também tém sido registradas na literatura. Mapeamento de QTLs (Quantitative Trait
Loci) para resisténcia ao Colletotrichum foi realizado por Ying et al. (2015). Esses
autores mapearam QTLs para resisténcia a C. acutatum em uma populacdo
originada a partir do cruzamento entre PBC932 (C. chinense) e um acesso
suscetivel de C. annuum. Foi observado que a resisténcia era devido a um QTL de
efeito maior encontrado no cromossomo P5 com expressdo dominante. Também
observaram uns poucos QTLs de efeito menor que s6 expressavam efeito
significativo em frutos imaturos.

Pode-se observar que as analises de segregacao genética nas populacdes
indicam que a heranca da resisténcia varia dependendo da espécie de
Colletotrichum e do isolado utilizado, da fonte de resisténcia e, também, do estadio

de maturacgao dos frutos.
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3.4. Seérie diferenciadora de racas fisioldgicas

A variabilidade do patdgeno possibilita a adaptacdo deste aos genes de
resisténcia do hospedeiro, resultando numa ampla gama de respostas observada
nas plantas frente aos diferentes isolados. As racas fisiologicas sé@o definidas de
acordo com a reacdo de uma série de gendtipos e a inoculagcdo com diferentes
patogenos (Caten, 1987). Essa classificacdo é baseada na teoria gene a gene de
Flor (1955), em que o hospedeiro possui genes R que tém a capacidade de
reconhecer os efetores dos patdégenos codificados pelos genes Avr. Dessa forma,
quando ha a presenca do gene R na planta que foi infectada pelo patdégeno,
contendo o gene Avr, a interacdo é incompativel, ou seja, ha a resisténcia do
hospedeiro. Para haver a doenca, além do ambiente favoravel, a planta ndo deve
possuir o0 gene R e o patdgeno deve possuir o gene Avr, causando interacao
compativel.

A ocorréncia de racas de Colletotrichum graminicola foi apresentada por
Frederiksen & Rosenow em 1971 (Casela e Ferreira, 1987), que observaram
diferengas especificas no comportamento de cultivares selecionadas em trés
estados americanos, a saber, Texas, Mississippi e Georgia.

Ainda ndo ha uma série diferenciadora de racas fisiolégicas em Capsicum
para C. gloeosporioides e entender como € o mecanismo de resisténcia ao
patbgeno e a estrutura populacional das racas fisiolégicas é crucial para o
desenvolvimento de cultivares resistentes (Davide e Souza, 2009; Monroy-Barbosa
e Bosland, 2011).

Habgood (1970) prop6s um sistema onde é possivel designar racas de
patébgenos de acordo com a sua viruléncia sobre os gendétipos diferenciadores.
Esse sistema possui a vantagem de poder ser aplicado mesmo quando néo se sabe
a base genética da resisténcia.

No patossistema Phaseolos vulgaris x C. lindemuthianum, &
tradicionalmente utilizada uma série diferenciadora com 12 cultivares de feijao,
porém essas cultivares tém se mostrado ineficientes em determinar toda a
variabilidade encontrada no patégeno (Davide e Souza, 2009). Souza et al. (2010)
observaram a existéncia de variabilidade at¢é mesmo dentro das racas de C.
lindemuthianum. Sendo assim, alguns trabalhos foram desenvolvidos a fim de

sugerir um novo grupo de cultivares diferenciais para determinar a variabilidade
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existente na raca 65 de C. lindemuthianum, a mais comum no Brasil (Ishikawa et
al., 2011).

Souza et al. (2007) identificaram problemas na classificacdo de racas
Uromyces appendiculatus, o agente causal da ferrugem do feijoeiro comum, como
a determinacdo de uma série diferenciadora adequada e a nomenclatura adotada
para diferenciar as ragas. Com essa dificuldade em vista, os autores propuseram a
aplicacado de um sistema de classificacdo utilizando uma nova série de cultivares
de feijoeiro, em que foram incluidas oito cultivares de feijdo, além das cultivares
utilizadas como diferenciadoras tradicionalmente e a nomenclatura seguiu um
padrdo binério. Dessa forma, os autores puderam identificar sete ragas a partir de

doze isolados inoculados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e caracterizacdo de isolados de Colletotrichum

4.1.1. Coleta e Manutencéo dos Isolados

Cinquenta e seis frutos sintomaticos de Capsicum foram coletados e a partir
destes foi possivel obter 31 isolados que foram utilizados no presente estudo.
Esses isolados sé&o provenientes de diferentes localidades, obtidos a partir de frutos
coletados em mercados municipais, supermercados e feiras dos estados do Rio de
Janeiro, Espirito Santo e Sao Paulo nos periodos de fevereiro de 2013 a novembro
de 2014. Os frutos foram coletados separadamente em sacolas plasticas a fim de
evitar contaminacgéo cruzada.

O isolamento foi realizado assepticamente por meio da coleta direta dos
esporos nas lesdes, com auxilio de agulha histolégica, para placas de Petri
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) com adicdo de estreptomicina. As
placas de Petri foram mantidas em BOD a 25°C até o crescimento micelial durante
sete dias. A fim de garantir a uniformidade genética dos isolados, culturas
monospéricas de todos os isolados foram obtidas. Esses isolados foram
armazenados em papel de filtro embebido em uma solucdo de 10% de leite em po
desnatado dentro de microtubos com silica gel e algoddo, e armazenados em

geladeira a 4 °C até sua utilizagao.



14

4.1.2. Caracterizacdo Morfoldgica e Cultural

As caracteristicas morfologicas avaliadas foram formato e tamanho dos
conidios, coloragéo da cultura e velocidade de crescimento micelial em meio BDA
por sete dias a 25°C + 1 sob luz fluorescente continua (Tozze Junior et al., 2006).
Para avaliar o formato e tamanho dos conidios, foi preparada uma suspenséao de
cada isolado para confeccéo de laminas e avaliacdo ao microscépio 6ptico Olympus
BX 60. Foram mensurados a largura e comprimento de 50 conidios de cada isolado
utilizando-se o programa CellSens para registrar as imagens. Quanto ao formato,
os conidios foram classificados em quatro grupos, como proposto por Sutton
(1992): 1) reto, fusiforme com apices afilados; 2) reto, oblongo, com apices
arredondados; 3) reto, clavado, afilado em uma extremidade; e 4) reto, com
constrigao.

Cada isolado foi plaqueado, em triplicata, em meio BDA por sete dias a 25°C +
1 sob luz continua para avaliar a velocidade de crescimento micelial. As
mensuracdes ortogonais foram realizadas com auxilio de paquimetro digital e a

velocidade de crescimento micelial expressa em mm/dia.

4.1.3. Caracterizacao Patogénica

Frutos sadios de trés espécies de Capsicum foram utilizados: C. annuum, C.
chinense e C. frutescens. Os frutos foram desinfestados em alcool 70% por 1
minuto e, em seguida, por 5 minutos em hipoclorito de so6dio 0,2% e,
posteriormente, triplamente lavados em agua estéril. A inoculacao foi realizada por
meio de um ferimento realizado com uma agulha entomoldgica esterilizada e
depositado sobre a mesma uma gota de suspensdo de conidios contendo 1 x
108/mL. Os frutos inoculados foram mantidos em bandejas de plastico com algodao
umedecido e cobertos com plastico transparente para formar uma camara umida.
O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso com trés repeticdes por espécie
por isolado. Cada repeticdo consistiu em um fruto de cada espécie. O controle
consistiu em frutos inoculados com &gua esterilizada. As avaliagcbes foram
realizadas diariamente, por sete dias seguindo a escala de Montri et al. (2009) e
validada por Silva et al. (2014) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Notas de severidade da antracnose causada por Colletotrichum
gloeosporioides em frutos de Capsicum spp., niveis de resisténcia de Capsicum
spp e descricdo dos sintomas (Montri et al., 2009).

Nota Nivel de Resisténcia Detalhes do Sintoma

0 AR: Altamente Sem infecgao
resistente
1 ) . 1 — 2% da area do fruto com lesao necrética ou
R: Resistente ~ , . ~
leséo encharcada ao redor da area de infeccao
3 > 2 — 5% da area do fruto com lesédo necroética,

MR: Moderadamente

. acérvulo pode estar presente ou lesao
Resistente

encharcada maior que 5% da superficie do fruto
5 ] > 5 — 15% da area do fruto com lesdo necroética,
MS: Moderadamente . ~ :
presenca de acérvulo ou lesdo encharcada maior

Suscetivel gue 25% da superficie do fruto
7 S Suscetivel > 15 — 25% da area do fruto com lesdo necrotica
' com acérvulo
9 AS: Altamente > 25% da area plo fruto com lesao necrética,, lesao
Suécetivel geralmente circundando o fruto, aceérvulos
abundantes

4.1.4. Caracterizagao Molecular

Micélios de cada isolado foram cultivados em meio de cultura BD (Batata-
Dextrose) liquido para a extracdo do DNA gendmico. O micélio foi lavado e
transferido para microtubos de 2 mL e, posteriormente, macerado com auxilio de
pistilos de tubos, nitrogénio liquido e uso de tampdo CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide). Para a extracéao foi utilizado o Wizard® Genomic
DNA Purification Kit.

Para a caracterizacdo molecular foram utilizados 21 iniciadores ISSR
(Tabela 3). As reacdes em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas utilizando
tampdo 10mM Tris-HCI, 2 mM dNTP, 25 mM MgCl2, Taq Polimerase, 5 uM de
iniciador, 10 ng de DNA gendmico e agua estéril. As reagbes de amplificacbes
foram realizadas em termocicladores (Applied Biosystem Veriti) utilizando um ciclo
de 94 °C por quatro minutos, 35 ciclos de 94 °C por um minuto, temperatura
especifica para o iniciador por um minuto e 72 °C por trés minutos, terminando com
um ciclo de 72 °C por sete minutos. Para a avaliacdo do padrao de bandas, o
produto da PCR foi aplicado em gel de agarose preparado em tampao TAE 1X e

2% de agarose. O DNA foi corado com gel red e blue juice.
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Tabela 3 — Marcadores ISSR utilizados na amplificagao de isolados Colletotrichum
Spp. com suas respectivas sequéncias e temperatura de anelamento (TA) em graus
Celsius.

Primer Sequéncia TA °C
2 (GT)6CC 52
3 (CAC)3GC 52
4 (GTG)3GC 52
5 (AG)8YT 50
7 (AC)8CT 48
9 (TG)8GG 50

11 (GGAT)3GA 48
12 (GAA)BAA 52
14 (GA)8C 48
16 (GT)8A 48
17 (AC)8T 48
18 (AG)8YC 50
20 (GA)8BYT 50
22 (GT)8YC 50
23 (AC)8YG 52
26 (GACA)4 50
32 (AG)8C 50
37 (GGGTG)3 48
43 (GT)8CTC 50
48 (GA)8T 50
51 (ATC)6 48

TA° C: Temperatura de Anelamento em graus Celsius.

4.1.5. Anélise das Variaveis

As variaveis de caracterizacbes morfoldgica e cultural foram avaliadas a partir
de andlise estatistica descritiva dos caracteres coloracao da colbnia, coloragdo do
reverso da colbnia e formato dos conidios.

Para estudar a divergéncia fenotipica foram utilizados o comprimento e a largura
dos conidios; a relacao entre essas medidas; o indice de velocidade do crescimento
micelial, e o formato dos conidios. A estimativa de distancia entre os isolados foi
realizada pelo algoritmo de Gower (Gower, 1971).

Na caracterizacdo da patogenicidade, as variaveis foram testadas para
verificar se tinham distribuicdo normal utilizando-se o teste de normalidade de

Lilliefors e foram corrigidas pela férmula v/x + 1, para, entdo, serem submetidas a
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analise de variancia univariada. As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-
Knott a 0,05% de probabilidade.

A analise molecular gerou um padrao de bandas que foi codificado como
presente (1) e ausente (0) para criar a matriz binaria. Foi utilizado o coeficiente de
Jaccard para calcular a matriz de distancias e para ambas as andlises o0s
dendrogramas foram obtidos a partir do método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) (Sneath e Sokal, 1973).

A analise conjunta foi realizada a partir das distancias entre cada par de
variavel para ser transformado em uma matriz de dissimilaridade utilizando o
algoritmo de Gower. Os grupos foram divididos de forma hierarquica, representados
por um dendrograma de acordo com o método UPGMA. Para todos os
agrupamentos foi obtido o coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) para a
validagéo dos agrupamentos e a significancia destes foi calculada pelo teste de
Mantel com 1000 simulacdes (Mantel, 1967). Todas as andlises foram realizadas
com o auxilio dos programas GENES (Cruz, 2013) e R (R Core Team, 2017). Os
dendrogramas foram gerados pelo programa R (pacote cluster) (Maechler et al.,
2016).

4.2. Determinacdo da heranca da resisténcia

4.2.1. Obtencédo das Geracdes

Foram obtidas as geracfes Fi, F2, RC1 e RC2 (retrocruzamentos 1 e 2) a
partir de dois gendétipos de C. annuum var. annuum, identificados no banco de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro como
UENF 2285 (Early California Wonder), utilizado como parental feminino e o UENF
1381, utilizado como parental masculino (Figura 1). O parental UENF 2285 é uma
linhagem de pimentéo, logo sem pungéncia, suscetivel a antracnose. UENF 1381
€ um acesso de pimenta pungente resistente a antracnose (Bento et al., 2017).

Para realizagdo dos cruzamentos, os parentais foram semeados em
bandejas de poliestireno de 128 células e quando as plantulas apresentaram quatro
folhas definitivas, as mesmas foram transplantadas para casa de vegetacdo em
vasos de cinco litros com uma mistura de solo, areia e esterco (1:1:1). Os

cruzamentos foram realizados pela manhd ou no fim de tarde, em botdes



18

emasculados na pré-antese e cobertos com sacos de papel a fim de evitar
polinizagdo cruzada. Quando maduros, os frutos foram colhidos e as sementes
retiradas manualmente (Silva et al., 2017).

As geracOes de retrocruzamentos foram obtidas a partir de cruzamentos
realizados entre plantas da geracao Fi e cada parental, RC1 (F1 x P1) e RC2 (F1 X
P2). Ja a geracdo segregante F2 foi obtida pela autofecundacéo de botdes de Fi.

As plantas foram conduzidas de acordo com as recomendacdes de Filgueira

(2012).

UENF 1381)

Geracgao
parental
(UENF 2285)

!

V)

X X
\>_<_
/] N
RC, F, RC,

Figura 1 - Fluxograma que mostra a obtencdo da populacdo de Capsicum annuum
a partir de cruzamentos entre UENF 2285 (suscetivel a antracnose) x UENF 1381
(resistente a antracnose).

Geragao F1

\
/

.

4.2.2. Inoculagbes com C. gloeosporioides

Para as inoculagdes, um isolado de C. gloeosporioides obtido por meio da
coleta descrita no item 3.1. foi utilizado. A fim de se obter a correta identificacdo do
isolado, este foi enviado a micoteca da University Recife Micology (URM) da

Universidade Federal Rural de Pernambuco para a confirmagéo da espécie.
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O isolado foi mantido em meio Batata-Dextrose-Agar durante sete dias em
BOD, com temperatura de 25 °C com fotoperiodo de 16 h luz-8 h de escuro. Apés
a incubacédo, a suspensao de conidios foi preparada utilizando 10 mL de agua
deionizada autoclavada e uma gota de Tween 20. A densidade da suspenséo de
indculo foi ajustada para 1x10° conidios/mL com auxilio de camera de Neubauer e
microscépio optico.

Para andlise da reacédo ao isolado de Colletotrichum foram utilizados trés
frutos imaturos de cada planta de cada populagcéo e um fruto imaturo de cada planta
como controle negativo (Tabela 4). Os pedicelos foram retirados, a fim de evitar
contaminacdes, e a desinfestacao foi realizada com imersédo em alcool 70% por um
minuto, solucédo de hipoclorito de sodio 0,2% por cinco minutos e, em seguida,
foram lavados triplamente em agua deionizada autoclavada. Os frutos foram secos
e alocados em bandejas de isopor.

A inoculacgédo foi realizada com 10 pL de suspensédo de indculo depositada
sobre um ferimento feito na superficie do fruto com auxilio de agulha entomoldégica.
Apoés a inoculacao, os frutos foram mantidos em camara umida. A avaliacéo foi
realizada diariamente durante sete dias, utilizando uma escala de notas descrita
por Montri et al. (2009).

Tabela 4 - Numero de plantas e de frutos de Capsicum annuum avaliados para
reacao a antracnose no estadio imaturo das diferentes geracdes obtidas a partir do
cruzamento de UENF 2285 (suscetivel) x UENF 1381 (resistente). UENF, Campos
dos Goytacazes, 2015 — 2016.

Populacao Numero de plantas Numero de frutos
avaliadas avaliados
P1 13 39
P2 16 48
F1 14 42
F2 174 522
RC1 31 93
RC> 30 90

4.2.3. Variaveis analisadas

O periodo de incubacéo (PI) e o periodo latente (PL) foram avaliados, sendo

PI correspondente ao periodo, em dias, entre a inoculacdo e o aparecimento dos
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sintomas da doenca no fruto. O PL corresponde ao periodo, em dias, entre a
inoculacdo e o aparecimento de sinais, ou seja, de estruturas reprodutivas do
patogeno.

A partir das notas obtidas durante os sete dias pode-se calcular a area

abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Campbell e Madden, 1990).

AACPD = TP7 () (14 — 1),

onde:
n = 0 numero de observacoes;

{1
|

Xi= a severidade da doenga na “i"-ésima observacao;

Ti= o tempo em dias na “i”-ésima observacao.

4.2.4. Andlise estatistica
4.2.4.1. Andlise qualitativa

As plantas foram consideradas resistentes ou suscetiveis, de acordo com 0s
valores de AACPD. A AACPD variou de 0 a 29,5 e, como proposto por Montri et al.
(2009), esse intervalo pode ser dividido em seis categorias (AR, R, MR, MS, S e
AS), dessa forma, as plantas com médias de AACPD menores que 9,82 foram
consideradas resistentes.

Com esses valores foi realizado o teste do qui-quadrado (x?), considerando
a taxa de segregacédo de plantas resistentes para suscetiveis nas geracfes Fz e

RC1. O qui-quadrado calculado (x%c) foi estimado pela expresséao:

k 2
i1 Ei

Em que:
0; = namero observado de individuos na i-ésima classe fenotipica;
E; = nimero esperado de individuos na i-ésima classe fenotipica;

k =numero de classes fenotipicas.
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A hipétese de nulidade (Ho) é aceita ou ndo a partir da comparacao entre 0s
valores de x? calculado e o valor de x? tabelado ao nivel de 5% de significancia e o
grau de liberdade igual a K-1. As analises foram realizadas com o auxilio do
programa GENES (Cruz et al., 2013).

4.2.4.1. Estimativas dos parametros genéticos com base nos componentes

de variancia

Os valores de AACPD foram utilizados para estimar os componentes
genéticos e ambientais e realizar a analise das médias de geracfes para estimar
os efeitos génicos envolvidos na expressdo das caracteristicas (Cruz et al., 2004).
As analises foram realizadas no programa GENES (Cruz et al., 2013).

e Variancia fenotipica (of): of = o,

A . . 03,+2 02, + 03
Variancia ambiental (62): 62 = (o1 4“ £2)

» Variancia genotipica (03): 0; = 0%, — 0¢
e Variancia aditiva (62): 02 = 20%, — (64c1 + 0fc2)

e Variancia devido aos desvios de dominancia (d3): 6 = o — 04

. . 2 _ g2

e Herdabilidade no sentido amplo (h?): ha = Tg
IF2

. . 2 o’

* Herdabilidade no sentido restrito (hz): hr = aTa, sendo, entio
F2
2 4
" hy 02+ 05+ o

: A - d
e Grau médio de dominancia baseado em médias (GMD): GMD = -

R? (1+0,5k?)

e Numero minimo de genes (): N = 8 o2
g

o#, = variancia da geracdo Px;
oZ, = variancia da geracdo Pz;
oZ, =variancia da geracéo Fi;

o2, = variancia da geracao Fz;
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o5c1 = variancia da geracéo RCy;
ofc, = variancia da geracgéo RCz;

r? = amplitude total na geracéo Fo.

4.2.4.2. Estimativa de parametros genéticos com base nas médias de

geracgoes

Em relacdo aos parametros genéticos baseados nas médias de geracoes,

seguem:

Pl=m+a+aa
P2=m-—-a+aa
Fl=m+d+dd

F2=m+1/yd+1/,dd

RC1=m+1/ya+1/,d+ 1/ aa+ 1/ ad+1/,dd
RC2=m-1/ya+1/,d+ 1/ aa -1/ ad +1/,dd
Onde:

m = média de todos os possiveis homozigotos;

a = medida dos efeitos aditivos;

d = medida dos desvios de dominancia;

aa = medida de todas as interacfes aditiva x aditiva;

ad = medida de todas as interacfes aditiva x dominante;

dd = medida de todas as intera¢cdes epistaticas dominante x dominante.

As médias de cada geracdo estabelecem um sistema de equacdes que

podem ser representados pelas matrizes Y = xf + € (Cruz e Regazzi, 2001),

onde:
_P__
L 1 1010 0- m €11
P, 1-10100 a e,
| F 11 01001 _1d _|es
=15 X=11 0% oo% B = laa £= e,
RC. 1 V2 Y% ladJ es
1 NEEVEVEVE7RVR dd e
RC,.
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Em que:

Y = vetor de média de geracoes;

X = matriz de coeficientes;

B = vetor de parametros genéticos a serem estimados;

& = vetor de erros associados as médias.

O sistema anterior dispde de seis equacfes as quais correspondem as
meédias das geracdes estudadas e de seis parametros a serem estimados. Dessa
forma, a solucdo de minimos quadrados ordinarios coincidem com a solucéo
matematica, onde: g = (x'x)"1x'y = x71Y

A partir desta equacao pode-se obter a solucao:

3 1 i _P1_
m 2 2 04 -2 =2 B
a 5200 00 P2
dl_|%2 218 6 6 Fy
aci— 5 =53 04 2 2 F,
[adJ o o000 2 =2 2z
ddl |y 1 24 -4 —4| |RG

L 1 1 . _RCZ_

m= %P+ %P,+ 4F,—2RC, — 2RC,
a=%P — %P,

d =P —2P,+F, —8F,+6RC, +6RC,
aa = —4F, +2RC, + 2RC,

ad = — P, +P,+2RC, —2RC,

dd = P, +P,+2F, +4F, — 4RC;, — 4RC,

A significancia da hipétese de que cada parametro é nulo foi avaliada pelo
teste t. Admitindo-se que as médias das geracdes séo independentes, é possivel

calcular a variancia de cada efeito:
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V(im) = wV(P) + WV (P, + 16V(F,) + 4V(RC,) + 4V(RC;)
(@) = WV (P) + WUV (P,)

(

V(@a) = 16V (F,) + 4V (RCy) + 4V (RC)
7(ad) = V(P) + V(Py) + 4V(RCy) + 4V (RCy)

<

A
Qo

9 __ 9__ _ _ L o o
) = 2V(P) + V() + V(F) + 647 (F3) + 36V (RCy) + 367 (RCy)

v(dd) = V(P) + V(Py) + 4V(F) + 16V (F,) + 16V (RC;) + 16V (RCy)

A soma de quadrado dos parametros foi decomposta em somas de
guadrados para cada efeito individual, e a adequacéo do modelo completo e aditivo
dominante foi avaliada utilizando o coeficiente de determinacéo (R?), para avaliar a
contribuicdo dos efeitos génicos na caracteristica em estudo (Cruz e Regazzi,
2001).

4.2.4.3. Sele¢ao de individuos

Para a selecéo dos individuos, a fim de dar prosseguimento ao programa de
melhoramento, utilizou-se o indice de selecdo de Mulamba e Mock (1978) com
selecéo de 30%. Este indice de selecdo € baseado na soma de ranks, que consiste
em classificar os genétipos em relacao a cada uma das caracteristicas avaliadas,
de forma que o melhoramento seja favorecido.

As caracteristicas utilizadas relativas a resisténcia a Colletotrichum foram
AACPD, PI, PL e as caracteristicas agronémicas foram diametro do fruto e
comprimento do fruto. A fim de direcionar a selecdo para obtencdo de pimentao
resistente, optou-se por utilizar também a caracteristica agronémica comprimento

do fruto, sendo que esses dados foram obtidos por Silva (2018).
4.3. Ensaio para proposta preliminar série diferenciadora
4.3.1. Germoplasma de Capsicum

Para esta etapa, 15 acessos do banco de germoplasma da UENF foram

utilizados (Tabela 5). Esses acessos foram escolhidos a partir de caracterizagéo e
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testes prévios com o isolado #8.1. A semeadura foi realizada em bandejas de
poliestireno de 128 células, com substrato comercial Vivatto® e, apés o surgimento
de dois pares de folhas definitivas, as mudas foram transferidas individualmente
para vasos plasticos de cinco litros contendo uma mistura de solo: substrato:
esterco (proporcdo 1:1:1). As plantas foram conduzidas seguindo-se os tratos
culturais recomendados por Filgueira (2012).



Tabela 5 - Dados de passaporte dos acessos de Capsicum spp. avaliados quanto a resisténcia a antracnose. UENF, Campos dos
Goytacazes, 2017.

N° UENF Espécie Caracterizacao Procedéncia
UENF 1381 C. annuum Bento et al. (2017) PESAGRO - EEI
UENF 1718 C. baccatum var. pendulum Silva et al. (2014); Sudré e Bento (2013) Renascenca — PR
UENF 1738 C. baccatum var. pendulum Vicosa — MG
UENF 1764 C. chinense Bianchi (2017) Belém, PA
UENF 1775 C. frutescens Silva et al. (2014) Bequimas — MA
UENF 1790 C. frutescens Bento et al. (2017) Sao Luiz — MA
UENF 1795 C. baccatum var. pendulum Sudré e Bento (2013) -

UENF 2034 C. annuum var. annuum Campos dos Goytacazes — RJ
UENF 2078 C. chinense Bianchi (2017) UNEMAT — MT

UENF 2079 C. chinense Bianchi (2017) UNEMAT — MT

UENF 2093 C. baccatum var. pendulum Silva et al. (2014); Sudré e Bento (2013) Renascenca — PR
UENF 2097 C. baccatum var. pendulum Silva et al. (2014); Sudré e Bento (2013) Campos — RJ

UENF 2101 C. baccatum var. pendulum Sudré e Bento (2013); Bento et al. (2017) Campos — RJ

UENF 2133 C. baccatum var. pendulum  Silva et al. (2014); Sudré e Bento (2013); Bento et al. (2017) Cachoeira de Macacu — RJ
UENF 2153 C. baccatum var. pendulum Sudré e Bento (2013) Vicosa — MG

9¢
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4.3.2. Inoculagdes com Colletotrichum

De acordo com a caracterizacdo morfocultural, molecular e andlise da
severidade realizadas e descritas no item 3.1., dentre os possiveis isolados de C.
gloeosporioides, foram selecionados cinco isolados (#8.1, #9, #16, #53, #72)

obtidos a partir de lesBes caracteristicas em pimentdes (Tabela 6).

Tabela 6 - Identificacdo, procedéncia e caracterizacdo morfologica dos isolados de
Colletotrichum gloeosporioides utilizados para inoculagdo em acessos de
Capsicum spp. visando propor uma série diferenciadora.

. Tamanho conidio Cor da colbnia (frente/
Isolado Procedéncia
(Comp x Larg) reverso)
Nova Branca com centro cinza/
8.1 Friburgo,RJ 19,06 x6,9 Salméao
9 NI 11.7 x 4.15 Branca com ceptro laranja/
Salmao
16 NI 13,88 x 4.45 Brapca com cg_ntro cinza/
Salmao com anéis castanhos
53 Teresopolis, 10,31 x 3,61 Branca com ceNntro cinza/
RJ Salmao
72 Santo André, 12.07 x 3.8 Brarlca com ce,r?tro laranja/
SP Salmao com anéis castanhos

Os isolados foram mantidos em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) durante
sete dias em BOD, com temperatura de 25 °C com fotoperiodo de 16 h luz/8 h de
escuro. Apés a incubacao, a suspensao de conidios foi preparada com 10 mL de
agua deionizada autoclavada e uma gota de Tween 20. A densidade da suspensao
de in6culos foi ajustada para 1x10° conidios/mL.

Seis frutos imaturos e seis maduros de cada acesso foram avaliados. Os
pedicelos foram retirados, a fim de evitar contaminacoes, e a desinfestacéo foi
realizada com imersao em alcool 70% por um minuto, solucdo de hipoclorito de
sédio 0,2% por sete minutos e, em seguida, foram lavados triplamente em agua
deionizada autoclavada. Os frutos foram secos e alocados em bandejas de isopor.

A inoculagéo foi realizada com 10 pL de suspenséo de in6culo onde foi
realizado um ferimento com auxilio de agulha entomologica. Apos a inoculagéo, os

frutos foram mantidos em cadmara Umida por sete dias.
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A avaliagdo foi realizada diariamente durante sete dias, utilizando uma escala
de notas descrita por Montri et al. (2009). A partir das notas foi calculada a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), de acordo com Campbell e
Madden (1990).

A partir da escala proposta por Montri (2009), as seis categorias foram
agrupadas a fim de formar os grupos resistentes (AR, R e MR) e suscetiveis (MS,
S e AS) para a construcao da matriz binaria.

Como proposto por Habgood (1970), os gendtipos selecionados como série
diferenciadora foram alocados em uma sequéncia fixa e a reacao do hospedeiro ao
patdégeno foi avaliada de acordo com uma notacédo binaria, sendo 0 para resistente
e 1 para suscetivel. Cada gendtipo possui um valor em notacdo decimal em que, a
partir da série binaria e a soma da notacao decimal, foi gerado um nimero com o

qual a raca serd identificada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao dos isolados

5.1.1. Caracterizacdo morfolégica, cultural e patogénica

Para o formato dos conidios, cerca de 70% dos isolados apresentaram o
formato reto, cilindrico, de apice arredondado (71,44%); 14% tiveram formato reto,
cilindrico e com apenas uma extremidade arredondada, 9,48% formato
arredondado, 3,67% reto com constricao e 1,41% reto com apices afilados (Tabela
7). O comprimento variou entre 6,27 a 19,06 um, com média de 11,56 um e a
largura entre 3,12 a 6,92 um, e média de 4,13 um. A relacdo comprimento/largura
variou de 1,26 a 3,39, com média de 2,79.



Tabela 7 - Caracteristicas culturais e morfolégicas de isolados de Colletotrichum spp. de Capsicum.

Cor do reverso da

Identificacdo Comp. (um) Largura (um) C/L VCC(mm/dia) Cor da colbnia colénia Procedéncia
Isolado 1 11,00 3,98 2,76 7,052 Brancf‘a‘;;’rr]?ace”tm Salmédo Teres6polis/RJ
Isolado 2 8,79 3,12 2,82 7,88 Branca cotonada Brancacti:r?zrg centro -
Isolado 6 10,42 3.89 268 755 Branca com centro Salmao com anéis Santa_ M,arla de

cinza castanhos Jetib&/ES
Isolado 8.1 19,06 6,92 2,75 7,35 Brancf‘a‘;;’rr]?ace”tm Salméao Nova Friburgo/RJ
Isolado 9 11,70 4,15 2,82 6,88 Branca com centro Salméo NI-1
laranja
Isolado 12 13.28 4,27 3.11 7.38 Branca cotonada  Branco comcentro  S&o Jodo da
cinza Barra/RJ
Benassi ES
Isolado 13 12.76 4.09 3.12 6.57 Branca com centro Salmao Distribuidora de
laranja hortifruti granjeiro
LTDA
Isolado 15 11,57 3.86 3.00 7.44 Branca com centro  Salm&o com anéis CEASA/RJ
cinza castanhos
Isolado 16 13,88 445 312 8.80 Branca com centro Salmao com anéis )
cinza castanhos
Branca com centro Salmao com anéis Producdo de
Isolado 17 12,97 3,75 3,46 7,64 ) mudas da
cinza castanhos
Pesagro/RJ
Isolado 1804 10,91 3,41 3.20 6,09 Branca com centro Salméao

laranja

0€



Tabela 7 — Cont.

Cor do reverso da

Identificacdo Comp. (um) Largura (um) C/L VCC(mm/dia) Cor da colbnia Procedéncia

colbnia
Isolado 22 11,99 4.65 258 724 Branca _com centro Salmao com anéis i
cinza castanhos
Isolado 26 12,74 4,37 2,92 6,71 Branca com centro Salmao -
laranja
Isolado 27 13,07 3.89 3.36 8.02 Branca _com centro Salmao com anéis i
cinza castanhos
Isolado 28 11,61 4.49 259 758 Branca _com centro Salmao com anéis i
cinza castanhos
Isolado 29 6,27 5,02 1,25 10,76 Branca disperso Branco com anéis Vitoria — ES
Isolado 30 11,92 3,78 3,15 8,12 Branca cotonada BrancoC(i:r?ng centro Vitéria — ES
Isolado 36 9.72 3.45 2.82 7.03 Branca com centro  Salmdo com anéis Sao Joao da
cinza castanhos Barra/RJ
Isolado 37 12,52 3.92 3.19 6.77 Branca com centro Branco Sdo Jodo da
cinza Barra/RJ
Isolado 41 6.415 3.39 1,89 715 Branca com centro  Salmdo com anéis Sao Joao da
cinza castanhos Barra/RJ
Isolado 42 12,47 410 3,04 8,34 Branca com centro Salmao Séo Jodo da
laranja Barra/RJ
Isolado 43 12,65 4,20 3,01 7,49 Branca cotonada Branca com centro Séo Jodo da
cinza Barra/RJ
Isolado 45 6,61 3,31 2,00 4,77 Branca dispersa Salméo Teresopolis — RJ
Isolado 48 13,26 4,12 3,22 7,36 Branca com centro  Branca com centro ¢, o56n0is — RJ
cinza cinza

T€



Tabela 7 — Cont.

Identificacéo

Comp. (um) Largura (um)

C/L  VCC(mm/dia)

Cor da colbnia

Cor do reverso da

Procedéncia

colbnia
Isolado 50 12,2 3,72 3,28 8,11 BrancaCicr(l)ng centro Salméo Teresopolis — RJ
Isolado 53 10,31 3,61 2,86 7,81 BrancaCicr(l)ng centro Salmédo Teres6polis — RJ
Isolado 61 14,055 4,58 3,07 6,54 Branca com centro  Salmdo com anéis o, . o40jis — R
cinza castanhos
Isolado 64 12,76 3,96 3,22 7.71 Branca com centro  Salmdo com anéis oo o40jis — R
cinza castanhos
Isolado 71 9,425 3,93 2,40 7,93 Branca cotonada Salmdo com anéis Teresopolis — RJ
castanhos
Isolado 72 12,07 3,80 3,18 8,22 Branca com centro  Salmdo com anéis .o 0lis — R
laranja castanhos
Isolado 73 7,785 4,02 1,94 7,86 Branca dispersa Branco Santo André —

SP

YComp. = comprimento da colbnia; Larg. = largura; e VCC= velocidade de crescimento da colbnia

A
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O formato do conidio predominante encontrado foi reto, cilindrico, de apices
arredondados seguido de conidios retos, cilindricos com pelo menos uma
extremidade afilada. Esses formatos correspondem a C. gloeosporioides, de
acordo com Sutton (1992). Este autor descreve C. gloeosporioides com conidios
medindo entre 12 e 17 um e largura entre 3,5 e 6 um e com formato reto, cilindrico
com os apices arredondados. Vinnere (2004) e Tozze Jr (2006) também
observaram, para C. gloeosporioides, conidios afilados em somente uma das
extremidades. Esta caracteristica esta de acordo com a segunda forma de conidio
mais encontrada neste trabalho.

A relacdo comprimento/largura médio do conidio de 2,19 foi similar ao
encontrado por Andrade et al. (2007) para Colletotrichum isolado de mamoeiros, e
esses autores observaram que a relacdo comprimento/largura variou de 2,36 a 3,54
para os isolados de C. gloeosporioides. A relacédo entre o comprimento e a largura
esta diretamente relacionada ao seu formato, no qual os valores proximos de 1,0
indicam formato mais arredondado e valores mais baixos indicam o formato reto e
cilindrico.

Quanto a coloracao, 48,39% teve cor da colénia branca com o centro cinza,
25,80% branca com o centro laranja, 16,13% branca densa e cotonosa e 9,68%
branca dispersa (Figura 2). O mesmo foi observado por Tozze Junior et al. (2015),
0S quais constataram que 60,2% dos isolados de Colletotrichum estudados
apresentaram colbnias brancas com o centro cinza.

A velocidade de crescimento da colOnia variou entre 4,77 a 10,76 mm/dia. O
crescimento medio foi de 7,5 mm/dia. O isolado #29 teve o maior crescimento,
73,81 mm, e o 1804 foi 0 que menos cresceu com 38,50 mm. O tamanho médio
das coldnias ao final de sete dias foi de 52,19 mm de didametro. Andrade et al. (2007)
observaram que a velocidade de crescimento dos isolados se dava a uma taxa de
crescimento de 9 a 11 mm/dia, valor superior ao encontrado no presente trabalho.
Estes valores de crescimento micelial foram atribuidos aos isolados de C.

gloeosporioides (Andrade et al., 2007).
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Figura 2. Verso das colbénias de Colletotrichum gloeosporioides cultivadas em
meio BDA por 10 dias. A) Isolado 1; B) Isolado 2; C) Isolado 6; D) Isolado 8.1;
E) Isolado 9; F) Isolado 12; G) Isolado13; H) Isolado 15; I) Isolado 16; J) Isolado
17; K) Isolado 1804; L) Isolado 22; M) Isolado 26; N) Isolado 27; O) Isolado 28;
P) Isolado 29; Q) Isolado 30; R) Isolado 36; S) Isolado 37; T) Isolado 41; U)
Isolado 42; V) Isolado 43; W) Isolado 45; X) Isolado 48; Y) Isolado 50; Z) Isolado
53; AA) Isolado 61; AB) Isolado 64; AC) Isolado 71; AD) Isolado 72; AE) Isolado
73.

A partir dos dados morfologicos foi realizado um agrupamento pelo método
UPGMA com CCC de 0,91, demonstrando alta consisténcia no padrdo do
agrupamento (Cruz e Carneiro, 2003). Foi utilizado um corte a 0,33 de distancia,
formando quatro grupos. No entanto, os trés primeiros grupos ficaram com apenas
um isolado, sendo que estes ndo apresentaram as caracteristicas morfologicas

esperadas para o género Colletotrichum. Ja o quarto grupo, formado pelos demais
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28 isolados estdo de acordo com as caracteristicas esperadas para este género.
Assim, decidiu-se subdividir este quarto grupo utilizando o segundo corte a 0,2 de
distancia, resultando em sete subgrupos (Figura 3).

Os isolados #29, #45 e #73 ficaram separados provavelmente pelo formato
e pelas medidas dos conidios, os quais ndo correspondem a nenhum formato e
tamanho para Colletotrichum descrito por Sutton (1992).

O isolado #29 é proveniente de Vitoria — ES e apresentou tamanho médio de
conidio de 6,27 pum de comprimento e 5,02 um de largura. A relacdo
comprimento/largura foi de 1,26, indicando que ele possui um formato arredondado.
Esses valores estdo abaixo da média encontrada. A colbnia apresentou micélio de
cor branca e esparsa e com reverso branco com anéis concéntricos bem
delimitados. A velocidade de crescimento foi de 10,76 mm/dia, a maior velocidade
entre os isolados estudados.

O isolado #45 é originario de Teresopolis — RJ, possui conidios que medem
6,61um de comprimento e 3,31 um de largura. Além disso, a colonia foi de
coloracdo branco esparso e o reverso salmao e de crescimento médio lento, 4,77
mm/dia.

O isolado #73 é proveniente do estado de S&o Paulo e apresentou tamanho
médio de conidio de 7,78 um de comprimento e 4,02 um de largura e um formato
arredondado. A coldnia apresentou micélio esparso de cor branca na frente e no
verso e média de velocidade de crescimento de 7,03 mm/dia.

O grupo IV é composto pelos isolados #1, #2, #6, #8.1, #9, #12, #13, #15,
#16, #17, #1804, #22, #26, #27, #28, #30, #36, #37, #41, #42, #43, #48, #50, #53,
#61, #64, #71 e #72 foram alocados em um grande grupo, que foi subdividido em
sete subgrupos. Esses isolados apresentaram o formato predominante reto,
oblongo, com apices arredondados, caracteristico do complexo C. gloeosporioides
(Sutton, 1992).
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O isolado #8.1 foi 0 mais distante dentro do grupo IV, com distancia de
aproximadamente 0,24. Além disso, possui as maiores medidas, 19,06 um de
comprimento e 6,92 um de largura. O crescimento médio foi de 7,35 mm/dia e a
colénia apresentou coloracdo branca com o centro laranja e o reverso salméao com
anéis castanhos. No entanto, este isolado foi doado pelo IB como C.
gloeosporioides e, posteriormente, confirmada a espécie pela micoteca URM
(University Recife Micology) da UFPE.

As espécies do género Colletotrichum possuem grande plasticidade
fenotipica, o que torna a sua identificacdo e classificacdo mais dificil. Isso pode
gerar resultados divergentes e dificil de interpretar (Tozze Junior et al., 2006).
Dessa forma, se torna cada vez mais necessaria a integracdo de métodos
morfologicos e moleculares.

Devido a esta plasticidade fenotipica pode-se perceber neste trabalho que
diversos isolados ora se assemelham a C. gloeosporioides, ora a C. acutatum. Isso
devido a morfometria, em que os conidios se mostraram com medidas sobrepostas.
Apesar disso, os formatos dos conidios e o agrupamento morfolégico sugerem que
h& apenas uma espécie. Fato similar foi observado por Andrade et al. (2007) e
Tozze Junior (2015).

Em relacédo a patogenicidade, os 31 isolados foram patogénicos, mas nao
em todas as espécies de Capsicum, como foi o caso do isolado #29 que ndo gerou
sintomas nos acessos de C. chinense e C. annuum. As lesdes geradas pelos
isolados #29, #45 e #73 nédo foram tipicas de antracnose. Ja as lesGes geradas
pelos outros isolados foram iniciadas em dias diferentes de acordo com o
hospedeiro. Inicialmente, surgiram as depressfes e pequenas manchas marrons,
gue evoluiram para a necrose do tecido e anéis concéntricos e lesfes encharcadas
de acérvulos. Houve, também, variacdo nos diametros das lesdes. Essas variacfes
indicam a severidade existente entre os isolados da cole¢céo (Tabela 8).

Para C. annuum e C. chinense, o isolado menos agressivo foi o #29. O mais
agressivo para C. annuum foi o isolado #43 e para C. chinense foi o isolado #8.1.
Ja para C. frutescens, o isolado menos agressivo foi o #45 e 0 mais agressivo foi 0
isolado #13.
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Tabela 8 - Severidade dos isolados de Colletotrichum spp. inoculados em trés
espécies de Capsicum comparados pelos valores médios de AACPD (Area Abaixo

da Curva de Progresso da Doenca).

Isolad C. frutescens C. chinense C. annuum
S01ados AACPD AACPD AACPD
1 30,00 Aatl 16,16 Ab 19,16 Bab
2 29,33 Aa 14,50 Ab 27,50 Aab
6 29,66 Aa 15,16 Ab 31,50 Aa
8.1 26,83 Aa 23,50 Aa 25,50 Aa
9 35,33 Aa 17,16 Ab 23,83 Bab
12 18,66 Aa 19,16 Aa 18,83 Ba
13 36,66 Aa 20,83 Aa 26,50 Aa
15 30,00 Aa 20,83 Aa 27,50 Aa
16 33,33 Aa 18,50 Ab 29,50 Aab
17 20,33 Aa 17,83 Aa 12,83 Ca
1804 28,50 Aa 8,16 Bb 23,50 Aa
22 28,16 Aa 16,50 Aa 29,50 Aa
26 36,66 Aa 17,50 Ab 23,50 Aab
27 29,33 Aa 15,83 Aa 18,50 Ba
28 30,66 Aa 16,83 Aa 29,16 Aa
29 15,33 Aa 0,16 Cb 0 Eb
30 26,00 Aa 9,83 Bb 4,50 Db
36 25,66 Aa 7,83 Bb 16,50 Bab
37 25,00 Aab 12,16 Ab 26,83 Aa
41 27,16 Aa 4,50 Bb 32,16 Aa
42 26,00 Aa 11,83 Ab 30,50 Aa
43 26,66 Aa 7,16 Bb 32,83 Aa
45 16,16 Aa 4,50 Bb 4,50 Db
48 20,16 Aab 10,16 Bb 26,83 Aa
50 28,66 Aa 11,16 Bb 24,50 Aa
53 19,5 Aab 8,50 Bb 30,50 Aa
61 25,16 Aa 13,83 Aa 17,50 Ba
64 32,66 Aa 19,5 Aa 21,16 Bb
71 30,33 Aa 10,83 Bb 11,83 Cab
72 32,5 Aa 14,50 Ab 21,50 Bb
73 31,83 Aa 12,16 Ab 9,50 Cb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas (isolados) néo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Médias seguidas pela mesma
letra mindscula nas colunas (espécies de Capsicum) ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As lesdes geradas pelas inoculagdes foram significativas,

indicando

diferentes niveis de agressividade entre os isolados. Também foi registrado

patogenicidade para todos os isolados testados nessa espécie. Os isolados #29 e
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#45 foram patogénicos apenas para C. frutescens e o isolado #73 obteve notas
menores que cinco para C. chinense e C. annuum. O nimero de conidios por placa
aos sete dias de crescimento variou de 0,38 x 108 a 71,2 x 10%, com média de 14,4
X 108 e todos os isolados foram patogénicos a pelo menos uma espécie de

Capsicum.

5.1.2. Caracterizagcdo molecular

Na analise molecular utilizando marcadores ISSR, os 21 iniciadores
utilizados geraram um total de 243 marcas que puderam ser avaliadas claramente,
variando entre cinco a 18 marcas por iniciador. Todas as bandas geradas foram
polimorficas, indicando que sdo adequadas para a separacdo dos isolados em
estudo.

Os iniciadores permitiram a formacdo de um padrdo multibandas para os
isolados. O iniciador #20 gerou 0 menor niumero de bandas, ou seja, cinco bandas
e o iniciador #, o maior numero de bandas (18 bandas). A média foi de 11 bandas
polimorficas por iniciador.

O agrupamento utilizando o método UPGMA a um corte de 0,79 revelou
cinco grupos. Devido ao grupo 1V contemplar 74% dos isolados, optou-se por fazer
uma subdivisdo deste grupo que possibilitou a formacao de sete subgrupos (IVa a
IVg) (Figura 4). Trés grupos foram formados por apenas um isolado. Dois destes
também ficaram isolados pelo agrupamento morfolégico, ndo sendo considerados
C. gloeosporioides, o0 que esta de acordo com o dendrograma contendo os dados
moleculares. O grupo | foi composto apenas pelo isolado #29 e o grupo lll, formado
pelo isolado #73.
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Fungos do género Colletotrichum tem uma variada gama de hospedeiros, o
que favorece a disseminacdo de um isolado em diversos hospedeiros. Sendo
assim, os isolados que ndo foram consideradosColletotrichum pelas analises
morfologica e molecular podem ser provenientes de infeccdes cruzadas. Silva et al.
(2006) demonstraram a patogenicidade cruzada de isolados de C. gloeosporioides
em varias fruteiras testadas como manga, maracuja, goiaba e mamao. J4 Bonett et
al. (2010) encontraram que os isolados de C. gloeosporioides causaram lesdes em
varias frutas e hortalicas, incluindo pimentas e pimentdes.

Jé o grupo Il foi composto pelo isolado #30, com conidios medindo 11,92 pum
e 3,78 um, de comprimento e largura, respectivamente. O crescimento médio foi de
8,12 mm/dia e a coloracdo branca com o reverso branco com centro cinza. Este
isolado também néo foi coletado na regido norte fluminense, e sim em Vitéria — ES.

O grupo |V foi subdividido em sete subgrupos, IVa, IVDb, IVc, IVd, Ve, IVf,
IVg. Os subgrupos IVa, IVb, IVc e IVd s&o formados por apenas um isolado cada
subgrupo, #15, #36, #28 e #8.1, respectivamente.

Os subgrupos Ve e IVf foram diferenciados basicamente pela localidade dos
isolados. A maioria dos isolados pertencentes ao grupo IVe foi coletada no mercado
municipal da cidade de Campos dos Goytacazes — RJ. O Unico isolado pertencente
a outra localidade foi 0 #1804, proveniente do Instituto Bioldgico de Séo Paulo. Este
isolado também foi o que apresentou o menor tamanho de conidio dentro do
subgrupo, tendo uma relacdo comprimento/largura de 2,6. Os outros isolados
possuem essa relacdo com valor acima de 3,0. O tamanho médio de conidio dentro
do subgrupo foi de 12,08 um de comprimento e 4,37 um de largura e crescimento
médio do micélio de 6,9 mm/dia.

O subgrupo IVf teve a maioria dos seus isolados originaria de Teresoépolis —
RJ, com apenas dois isolados, dos nove isolados agrupados, provenientes da
cidade de S&o Jodo da Barra — RJ. Os conidios medem, em média, 12,06 um e
4,02 um com crescimento médio de 7,72 mm/dia.

Subgrupo Vg foi formado pelos isolados #1, #2, #6, #9, #12, #13, com
isolados provenientes do estado do Rio de Janeiro e do Espirito Santo. A média
dos tamanhos dos conidios foi de 11,25 um e 3,86 um. O crescimento médio das
colbnias foi de 7,22 mm/dia.

O Grupo V foi formado pelos isolados #16, #27, #37, #41 e #45. O isolado

#45 nao foi considerado Colletotrichum de acordo com os dados morfoldgicos,
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porém foi incluido neste grupo. Os isolados #41 e #45 possuem cerca de 0,58 de
distancia genética. Além disso, apresentaram tamanhos de conidios semelhantes,
6,41 um de comprimento e 3,39 um de largura no isolado #41 e 6,61 e 3,31 um no
isolado #45. A maior diferenca entre estes dois isolados estd no formato dos
conidios e na sua coloragdo. O isolado #41, assim como 0s outros isolados que
foram classificados como inseridos no complexo C. gloeosporioides, possuem 0s
conidios no formato reto com pelo menos uma extremidade oblonga. O isolado #45
apresentou um formato arredondado que néo é caracteristico do género. Além
disso, a sua coloragdo é branca com micélio bastante esparso. Estas
caracteristicas e o agrupamento com isolados de C. gloeosporioides pela analise
molecular indicam a possibilidade de se tratar de uma espécie muito préxima ou
subespécie.

Outra hip6tese para esse agrupamento € que nem todos os alelos que os
marcadores ISSR utilizados englobam estdo ligados a estes caracteres
morfologicos estudados. Os marcadores ISSR tém a capacidade de explorar uma
porcdo maior do genoma, incluindo regides codantes e ndo codantes, 0s quais 0s
marcadores fenotipicos sdo caracteristicas expressas somente por regiées que
contém genes. Dessa forma, a caracterizagdo molecular pode ter representado
regides que nao estdo relacionados as regides que codificam os caracteres
morfolégicos estudados. Ao realizar o teste de Mantel entre as matrizes, foi
observado baixa correlacdo entre as matrizes morfologica e molecular
demonstrando, assim, a importancia das duas etapas para a melhor caracterizacao

dos isolados em estudo.

5.2. Heranca genética

5.2.1. Analise qualitativa

A AACPD variou de zero a 29,5. Dessa forma, esse intervalo foi dividido em
seis classes (AR, R, MR, MS, S e AS), como proposto por Montri et al. (2009), e as
plantas com médias de AACPD menores que 9,82 foram consideradas resistentes.
Sintomas da antracnose foram observados em todos os frutos do genitor suscetivel
(P1). Os valores médios de AACPD, Pl e PL para esse genitor em estadio imaturo

foram de 15,97 2,90 e 5,40, respectivamente, confirmando a sua suscetibilidade
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(Figura 5). Os frutos do genitor resistente (P2) apresentaram valores de AACPD
mais baixos, com média de 3,44, Pl de cinco dias e sem aparecimento de sinais do
patogeno, sendo considerado altamente resistente. Bento et al. (2017), em seu
trabalho de identificagdo de fontes de resisténcia a trés doengas em Capsicum spp.,
identificaram que o acesso UENF 1381 (P2) foi considerado resistente a
antracnose, mancha bacteriana e ao Pepper yellow mosaic virus. Em antracnose,
0 acesso foi considerado resistente em frutos imaturos e moderadamente resistente
em frutos maduros.

As plantas Fi1 apresentaram sintomas de forma mais moderada, tendendo
para a resisténcia, também apresentando valores de AACPD mais baixos, com
média na populagéo F1 igual a 5,19. A média de PI foi de 3,9 dias e a de PL foi de
7,6 dias (ndo apresentou sinal do patdgeno durante o periodo de avaliacdo do
experimento). As plantas F2 demonstraram uma grande variedade de sintomas,
desde frutos sem nenhum sintoma, com nota O, a frutos com nota 9, o que
caracteriza a variabilidade dessa geracao (Figura 6). A média de AACPD também
tendeu para o pai resistente, com valor de 7,63. A média de PI foi baixa, 3,7 dias,
porém o PL foi de 7, com a apresentacdo do sinal do patégeno apenas no ultimo
dia de avaliagéo.

Valores de AACPD altos indicam maior viruléncia do patégeno, sendo
desejaveis menores valores para esse carater. Ja os valores de Pl e PL desejaveis
sd0 0s mais altos, indicando que os sintomas e 0s sinais do patégeno demoram

para serem visiveis.
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Figura 5 - Médias obtidas para Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca e
Periodo Latente, em plantas das gera¢cdes de P2, RCz, F1, RC1 e P1 a partir do
cruzamento entre UENF 2285 x UENF 1381 quanto a resisténcia a antracnose
causada por Colletotrichum gloeosporioides em frutos imaturos.
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Figura 6 - Reacdo a antracnose de frutos em estadio imaturo das diferentes
geracOes obtidas a partir do cruzamento entre UENF 2285 x UENF 1381. Campos
dos Goytacazes, 2015 — 2016. A — fruto da populacao P1 (UENF 2285 — suscetivel);
B — fruto da populacéo F1; C — fruto da populacéo P2 (UENF 1381 — resistente); D —
H — frutos da populacéo F2.
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Em frutos imaturos, na geracdo F2 (Figura 7) foi possivel observar uma
distribuicdo normal dos individuos entre as classes para resisténcia a antracnose,
sendo que a curva esta deslocada para a resisténcia. A maioria dos individuos

estdo nas classes Altamente Resistente (AR) e Resistente (R).
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Figura 7 - Numero de plantas da geragéo F2 do cruzamento UENF 2285 x UENF
1381 separadas por classes em relacdo a Area Abaixo da Curva de Progresso da
Doenca quanto a reacdo a Colletotrichum gloeosporioides. AR — Altamente
Resistente; R — Resistente; MR — Moderadamente Resistente; MS -
Moderadamente Suscetivel; S — Suscetivel; AS — Altamente Suscetivel.

Foram testadas as taxas de segregacdo das plantas resistentes para
suscetiveis de 0:1, 1:0, 1:0, 3:1, 1:1 e 1:0 para as geracdes P1, P2, F1, F2, RC1 e
RC2, respectivamente. A taxa de segregacao de 3:1 na populacdo Fze de 1:1 na

populacdo RC: indica que a resisténcia € controlada por um gene dominante, como

pode ser observado pelo resultado do teste qui-quadrado (x?), em nivel de 5% de
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significancia (Tabela 8). Pakdeevaraporn et al. (2005) utilizando a fonte de
resisténcia PBC932 (C. chinense) cruzado com a cultivar Banchang (C. annuum)
identificaram que a frequéncia de segregacdo observada foi de 3:1
(suscetibilidade:resisténcia), indicando que a resisténcia é governada por um gene
recessivo.

Kim et al. (2007) estudaram a resisténcia ao C. acutatum em frutos imaturos
utilizando a linha resistente C. annum AR (uma planta selecionada da geracao
RCsFe derivada da fonte de resisténcia a partir de C. chinense ‘PBC932’) cruzada
com a cultivar Daopoong-cho (C. annuum ) e com a linha HN 11(C. annuum). As
taxas de segregacdo observadas nas populacdes F2 e RC:i indicam que a
resisténcia da linha C. annuum AR é governada por um gene recessivo.

Kim et al. (2008b) identificaram uma fonte de resisténcia a antracnose em C.
baccatum PI594137 e observaram que a segregacdo de resisténcia para
suscetibilidade se adequou a propor¢do mendeliana 3:1, indicando que a
resisténcia a um isolado de C. acutatum é controlada por um gene dominante.
Mahasuk et al. (2009b), utilizando um cruzamento entre C. baccatum, identificaram
que a segregacéao também se ajustou a propor¢cao mendeliana de 3:1 de resistente
para suscetivel, indicando que a resisténcia, em frutos maduros, era governada por
um gene dominante. No mesmo trabalho, os autores identificaram que em frutos
imaturos outro gene era responsavel pela heranca, com segregacédo de 3:1 de

suscetivel para dominante.
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Tabela 9 - Numero de plantas de Capsicum annuum resistentes e suscetiveis a
Colletotrichum gloeosporioides nas geragdes obtidas a partir do cruzamento UENF
2285 (suscetivel) x UENF 1381 (resistente) e o teste do qui-quadrado (x2)

NUumero de Plantas Probabilidade

Geracao _ ) Hipotese X
Total Resistentes Suscetivel

P1 13 0 13 0:1 - -

P2 16 16 0 1:0 - -

F1 14 13 1 1:0 - -

F2 174 126 48 3:1 0,6206* 0,4307
RC1 31 20 11 11 2,61* 0,1059
RC2 30 27 3 1:0 - -

\2 tab (1GL) = 3,84

5.2.2. Estimativa dos parametros genéticos

Os dados obtidos para AACPD foram utilizados para estimar os parametros
genéticos (Tabela 10). A variancia fenotipica foi de 25,42 e a variancia ambiental
foi de 9,46. A variancia genotipica foi de 15,95, o que significa que 37,21% da
variancia € ambiental e que 62,74% da variacdo observada é devido as causas
genéticas. A variancia genotipica foi predominantemente aditiva, com um valor de
12,32. A variancia de dominancia contribuiu menos com a variancia genotipica, com
valor de 3,62. A variancia aditiva € um dos parametros genéticos mais importantes
para o melhorista, jA que ela atua diretamente na herdabilidade, possibilitando
melhores resultados na selecao dos individuos (Ramalho et al., 1993).

Riva et al. (2004), estudando a heranca da resisténcia & mancha bacteriana
em populagbes derivadas do cruzamento entre dois acessos de C. annuum,

encontraram maior valor de variancia aditiva que de dominancia.
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Tabela 10 - Parametros genéticos obtidos a partir dos valores da AACPD para
avaliacao da resisténcia a antracnose em frutos imaturos de Capsicum annuum.

Parametro Estimativa

Variancia fenotipica 25,42
Variancia ambiental (F2) 9,46
Variancia genotipica 15,95
Variancia aditiva 12,32
Variancia dominancia 3,62
Herdabilidade ampla (%) 62,75
Herdabilidade restrita h2(%) 48,47
Grau médio da dominancia (baseado em médias) 0,76
Valor maximo em F2 22,83
Valor minimo em F2 0

Numero de genes (baseado em variancias) 6

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo foi de 62,75%, e no sentido
restrito foi de 48,47%. Esse valor indica que 62,75% da variagdo observada na
populacdo F2 sdo de causas genéticas e que, 48,47% é atribuido a causa genética
de natureza aditiva, a qual indica ser possivel fixar essa caracteristica ao longo de
sucessivas geracoes de autofecundacgao. Silva et al. (2017) avaliaram as mesmas
populacbes para a resisténcia a mancha bacteriana e encontraram valor de
herdabilidade igual a 49,74%. Matiello et al. (2012), em seu estudo com antrachose
em duas populacdes de milho e realizando dois testes por populacdo, encontraram
valores intermediarios de herdabilidade no sentido amplo, variando de 29,2% a
85,7%, dependendo da populacao e do teste realizado.

Syukur et al. (2013) analisaram os parametros genéticos para a resisténcia a
antracnose causada por C. acutatum em um dialelo completo, utilizando cinco
genatipos de C. annuum L., sendo um gendtipo resistente e quatro suscetiveis. Os
autores observaram que as estimativas das herdabilidades no sentido amplo e
restrito foram de 47,5% e 46,7%, respectivamente. Estes parametros genéticos
dependem da populacao e do ambiente em estudo (Riva et al., 2004).

Foi observado segregacgao transgressiva para a suscetibilidade em F2, com
valor de AACPD maximo de 22,83. Esse valor excedeu os valores maximos
observados para o genitor UENF 2285, evidenciando que mais de um gene controla
a resisténcia ao C. gloeosporioides.

O grau meédio de dominancia foi de 0,76, demonstrando acao génica do tipo
dominancia parcial. Resultado similar foi observado por Silva et al. (2017), na
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mesma populagéo, estudando a herancga da resisténcia para a mancha bacteriana.
Syukur et al. (2013) analisaram a resisténcia ao C. acutatum em um dialelo
completo, utilizando cinco linhas de C. annuum e também observaram dominancia
parcial.

A estimativa do niumero minimo de genes que controlam a resisténcia a
antracnose na populacao estudada foi de seis, indicando uma resisténcia do tipo
poligénica (Tabela 10). Porém, devido a analise qualitativa estimada, pode-se inferir
na existéncia de um gene maior com efeito dominante sobre os outros genes que
atuam nesta caracteristica. Tran e Kim (2010) observaram que em populagées de
C. annuum L. inoculados com Ralstonia solanacearum, a heranca foi considerada
poligénica ou oligogénica. Silva et al. (2017), para a mesma populagéo, testada
para a resisténcia a Xanthomonas, encontraram que o nimero minimo de genes
que controlam a caracteristica foi cinco.

Esses valores obtidos confirmam outros dados disponiveis na literatura que
indicam a heranca da resisténcia a antracnose em Capsicum como um carater
complexo, tornando a obtencdo de cultivares resistentes mais dificil para os
programas de melhoramento e que € necesséaria a selecdo em geracées mais

avancadas.

5.2.3. Analise de média de geracdes

O parametro genético com o maior valor foi a média (15,75) seguida pelo efeito
aditivo (6,37). O valor do efeito de dominancia foi negativo. O sinal do componente
de dominéancia depende da direcdo predominante da dominancia (Mather e Jinks,
1984), ou seja, no sentido de resisténcia nas familias, sendo a AACPD uma variavel
para avaliacdo da doenca em que 0s menores valores sao os desejaveis.

Os efeitos de média, aditividade e dominancia foram significativos no teste t a
1% de probabilidade. Os efeitos epistaticos aditivo-aditivo, aditivo-dominante e
dominante-dominante foram significativos no teste t a 5% de probabilidade (Tabela
11).
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Tabela 11 - Estimativa dos efeitos genéticos e teste de significancia da hipétese de
nulidade dos parametros genéticos (t) no modelo completo em frutos imaturos de
Capsicum annuum inoculados com Colletotrichum gloeosporioides.

Efeito Estimativa Variancia T
m 15,63 7,61 5,66**
a 6,26 0,26 12,16**
d -21,56 57,69 -2,8**
aa -5,92 7,35 -2,18*
ad -5,77 6,07 -2,34*
Dd 11,12 26,75 2,14*

** @ * - Significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t.

Foi realizada a decomposi¢éo ndo-ortogonal da soma de quadrados no modelo
completo e pode-se verificar que o efeito com maior importancia no controle do
carater de resisténcia foi o efeito aditivo, com um coeficiente de determinacdo de
72,88%, seguido pela média com 15,80%, indicando a importancia desses efeitos
no controle da resisténcia a antracnose (Tabela 12). Syukur et al. (2013)
encontraram que o parametro com maior magnitude foi o efeito aditivo, enquanto o
efeito de dominancia foi indistinto para a resisténcia em C. annum ao C. acutatum.

A soma dos efeitos aa, ad e dd mostraram contribuicéo de 11,92% do total da
variabilidade observada, indicando que os efeitos epistaticos ndo sédo tao
importantes no controle genético da caracteristica analisada (Tabela 12). Candido
et al. (2017) observaram, no modelo completo, valores similares, com os efeitos
epistaticos contribuindo com 10,69% da variabilidade da resisténcia a Meloidogyne
incognita na cultura do meldo. No patossistema Capsicum x PepYMV foi
identificado que, no modelo completo, a soma da contribuicdo dos efeitos
epistaticos foi de 16,44% e a média também apresentou o maior valor, seguido pelo

efeito epistatico dominante-dominante (Bento et al., 2013).
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Tabela 12 - Decomposicdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros
ajustados para a resisténcia a antracnose, causada por Colletotrichum
gloeosporioides no modelo completo em frutos imaturos de Capsicum annuum.

FV SQ R2 (%)
m 32,08 15,80
a 147,91 72,88
d 8,06 3,97
Subtotal 88,05
Aa 4,77 2,35
Ad 5,79 2,70
Dd 4,62 2,27
Total epistasia 11,92

Quando se consideram as médias observadas e as esperadas (Tabela 13),
nota-se que, como esperado, o0 modelo completo teve um coeficiente de correlacéo
equivalente a unidade (r=1), demonstrando a adequacao do modelo para explicar
os efeitos envolvidos no controle da resisténcia. Bento et al. (2013), considerando
a heranca da resisténcia ao PepYMV em C. baccatum identificaram que o modelo

completo se adequou para explicar os efeitos envolvidos.

Tabela 13 - Médias observadas e esperadas para seis geracbes a partir do
cruzamento entre UENF 2285 x UENF 1381, considerando-se o0 modelo completo
de analise para resisténcia a Colletotrichum gloeosporioides em frutos imaturos de
Capsicum annuum.

Geracao Média observada Média esperada
P1 15,97 15,97
P2 3,44 3,44
F1 5,19 5,1
F2 7,63 7,63
RC1 7,83 7,83
RC2 4,46 4,46
r=1
Rz2=1

Também foi testado 0 modelo aditivo-dominante (Tabela 14) e, novamente, 0
parametro mais importante foi a média. O teste t indicou significAncia para todos 0s

parametros a 1% de probabilidade.
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Tabela 14 - Estimativa dos efeitos genéticos e teste de significancia da hipotese de
nulidade dos parametros genéticos (t) no modelo aditivo-dominante em frutos
imaturos.

Efeito Estimativa Variancia t
m 9,57 0,21 20,52**
a 5,87 0,21 12,73**
d -4,51 0,86 -4,86**

** @ * - Significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t.

No modelo aditivo-dominante, o coeficiente de determinacéo para a média foi
de 69,39%. O efeito aditivo teve um coeficiente de determinagao de 26,14% (Tabela
15). O coeficiente de determinacdo apresentado a partir das médias esperadas e
das observadas (Tabela 16) para o modelo aditivo-dominante foi de 0,97, dessa
forma, ele também é eficiente para explicar os resultados obtidos, indicando que os
efeitos epistaticos ndo foram importantes no controle genética da resisténcia a
antracnose. Silva et al. (2017), trabalhando com a mesma populacdo no
patossistema Capsicum — Xanthomonas, observaram que o modelo aditivo-
dominante foi suficiente para explicar os efeitos genéticos observados a partir da
AACPD. Juhdsz et al. (2008) encontraram, a partir da andlise da média de
geragOes, que o modelo aditivo-dominante foi adequado para explicar os efeitos
génicos envolvidos na heranca da resisténcia de tomateiro ao PepYMV,
encontrando o efeito aditivo como o de maior magnitude, explicando 83,89% da

variacao total e o efeito dominante sendo o menos significativo.

Tabela 15- Decomposicdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros
ajustados para a resisténcia a Colletotrichum gloeosporioides, no modelo aditivo-
dominante em frutos imaturos de Capsicum annuum.

FV SQ R2 (%)
m 421,14 69,39
a 162,13 26,71
d 23,62 3,89
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Tabela 16 - Médias observadas e esperadas para seis geracbes a partir do
cruzamento entre UENF 2285 x UENF 1381, considerando-se o modelo aditivo-
dominante para resisténcia a Colletotrichum gloeosporioides em frutos imaturos de
Capsicum annuum.

Geracao Média observada Média esperada
P1 15,97 15,45
P2 3,44 3,70
F1 5,19 5,06
F2 7,63 7,32
RC1 7,83 10,25
RC2 4,46 4,38
r=0,97
R2=0,94

Tanto no modelo completo como no modelo aditivo-dominante foi observado
que o efeito aditivo possui maior magnitude para a resisténcia a antracnose. Para
Capsicum, que é uma espécie considerada autégama, esse efeito € muito
importante, pois as plantas homozigotas serdo mais abundantes na populacao e os
efeitos genéticos aditivos indicam que a caracteristica sera fixada nas geracdes
seguintes (Lobo et al., 2005).

5.2.4. Selecdo de individuos para caracteres de interesse

A fim de dar prosseguimento ao programa de melhoramento de Capsicum a
antracnose, visando 0s aspectos da resisténcia a doenca, associado com
carateristicas de fruto, foi utilizado o indice de Mulamba e Mock (1978), obtido
somando-se os valores individuais de classificacdo para cada carater em cada
individuo de cada geracdo. Foram selecionados 30% de individuos da geracédo F2
(Tabela 17), utilizando-se as caracteristicas: AACPD, PI, PL, comprimento do fruto

e diametro do fruto.
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Tabela 17— Selecdo dos melhores individuos na geracdo F2 de gendtipos
provenientes do cruzamento UENF 2285 x UENF 1381 para as caracteristicas Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), Periodo de Incubacao (PI),
Periodo Latente (PL), Comprimento do Fruto (CF) e Diametro do Fruto (DF) por
meio do indice de Mulamba e Mock (1978).

Ord_em de lc(lj(?rllrtli(];ii(\:/?gjg Caracteristicas
Classificacao = AACPD Pl PL CF DF

1 235 0,17 7,67 8 88,08 28,22
2 317 0 8 8 74,84 27,57
3 313 0 8 8 53,43 32,25
4 101 1,17 6,67 8 62,53 31,11
5 245 0 8 8 42,18 28,19
6 120 0,83 6,67 8 60,78 24,62
7 170 1,5 6,33 8 83,43 23,31
8 309 1,83 6,33 8 79,33 29,23
9 104 1,5 6,33 8 68,9 26,32
10 123 1,67 6 8 73,8 25,1
11 307 0 8 8 36,65 20,85
12 310 1,83 6 8 58,95 29,96
13 116 2 6 8 52,69 31,5
14 155 2,5 5 8 79,28 30,15
15 255 2,5 5 8 55,39 37,96
16 164 2 6 8 63,21 23,46
17 301 2,67 5,67 8 64,06 3541
18 88 2,5 6,33 8 48,87 31,45
19 254 2,67 5 8 51,67 41,1
20 247 2,5 5 8 64,5 25,07
21 161 2,83 5,33 8 63,31 34,09
22 237 2,83 5,33 8 68,45 30,3
23 228 2,83 5 8 83,44 26,71
24 253 3 4,67 8 86,14 29,1
25 152 2,83 4,67 8 74,16 23,15
26 321 2,83 5 8 71,2 21,29
27 234 3,5 4 8 55,44 30,8
28 323 3,5 4 8 49,28 32,62
29 335 3,5 5 8 54,76 29,74
30 241 3,5 4 8 61,35 27,61
31 260 3,5 4 8 65,3 25,08
32 158 2,83 5,33 767 91,58 24,81
33 41 3,83 3,67 8 75,41 31

34 171 3,5 4 8 72,85 20,57
35 328 3,5 5 8 69,38 21,75
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Tabela 18— Cont.

Identificacao Caracteristicas

Ord?m de~ do Individuo
Classificacao = AACPD Pl PL CF DF
36 95 3,67 4 8 98,38 19,59
37 52 3,83 3,67 8 68,01 29,68
38 47 3,5 4 8 41,7 27,07
39 37 4 4 8 64,63 28,71
40 325 3,5 4 8 46,98 22,04
41 48 3 5,33 7,67 67,49 26,48
42 305 3,67 4,33 8 52,3 22,08
43 308 4,17 3,33 8 60,26 31,84
44 182 3,17 6 7,67 57,37 24,06
45 50 3 6 7,33 72,4 21,58
46 177 4,83 3 8 77,22 30,29
47 318 4,5 3 8 56,89 28,19
48 319 4,5 3 8 65,24 24,63
49 24 4,83 3 8 53,07 32,07
50 175 4,5 3 8 54,44 24,26
51 153 4,5 3 8 33,16 26,76
52 184 4,5 3 8 55,85 20,28
53 151 3,83 5,67 767 61,88 28,3
54 226 5,17 3,67 8 85,13 28,77
55 91 5,33 4 8 211,86 30,22
56 231 4,83 2,67 8 52,57 24,94
57 176 4,83 3,67 8 41,78 26,48
58 181 5 5 8 58,23 21,31
59 49 5,17 2,33 8 51,41 28,69
60 42 4,17 6 767 57,11 26,67

As caracteristicas AACPD, PI, PL e CF obtiveram ganho de selecdo de -31,59%,
10,07%, 5,75% e 2,02%, respectivamente, no primeiro ciclo de selecdo. E
importante observar que o carater AACPD teve ganho de sele¢édo negativo, o que
€ totalmente condizente com o objetivo do trabalho que é reduzir a ocorréncia da
doenca, selecionando-se, assim, plantas com menor AACPD e, portanto, mais
resistentes. O carater DF obteve variancia genética negativa (Silva, 2018), por isso
o ganho foi igual a zero, mas por ser uma caracteristica importante para a selecao

de frutos com tamanhos e formatos de pimentéo foi decidido inclui-la na selecéo.
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5.3. Proposta de série diferenciadora para o patossistema Capsicum — C.
gloeosporioides

Dos 15 gendtipos de Capsicum testados, nove tiveram reacéo diferencial
para os frutos imaturos e sete acessos apresentaram reacdo diferencial para os
frutos maduros. Em ambos estadios de maturacédo o acesso UENF 1381, padrao
de resisténcia, foi considerado resistente quando inoculado com os cinco isolados
testados (Figura 9). Os acessos UENF 1718 e UENF 1795 foram considerados
resistentes a todos os isolados quando inoculados em frutos maduros, sendo
cogitados como novas fontes de resisténcia promissoras para a utilizacdo no
programa de melhoramento de Capsicum, visando a obtengdo de cultivares

resistentes a antracnose.
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Figura 8 — Reacdo apos sete dias em frutos selecionados para a proposta de
série diferenciadora de Colletotrichum-Capsicum. A — acesso 1381; B — acesso
2097; C — acesso 2093; D — acesso 1764; E — acesso 1738; F — acesso 2153; G
—acesso 2133; H — acesso 1718.

Em frutos imaturos, os acessos UENF 1775, UENF 2079, UENF 2078, UENF
2097 e UENF 2101 foram suscetiveis para todos os isolados, enquanto em frutos
maduros, os acessos UENF 1775, UENF 1790, UENF 2034, UENF 2078 e UENF
2097 foram suscetiveis a todos os isolados do complexo C. gloeosporioides (Tabela
18 e 19).



Tabela 19 — Reacdo frutos imaturos de 15 genotipos de
Capsicum a cinco isolados de Colletotrichum gloeosporioides

Tabela 20 - Reacdo frutos maduros de 15 gendtipos de
Capsicum a cinco isolados de Colletotrichum gloeosporioides

L Isolados
Acessos Espécie

81 9 16 53 72
UENF 1381 C. annuum R R R R R
UENF 1795 C. baccatum R R S R R
UENF 2034 C. annuum S R R R R
UENF 1738 C. baccatum R R S S R
UENF 1790 C. frutescens R S S R R
UENF 2153 C. baccatum R S S R R
UENF 1718 C. baccatum S R S S S
UENF 1764 C. chinense S S S S R
UENF 2093 C. baccatum R S S S s
UENF 2133 C. baccatum S S S R S
UENF 1775 C. chinense S S S S S
UENF 2079 C. chinense S S S S s
UENF 2078 C. chinense S S S S s
UENF 2097 C. baccatum S S S S S
UENF 2101 C. baccatum S S S S s

Acessos Espécie Isolados

81 9 16 53 72
UENF 1381 C. annuum R R R R R
UENF 1718 C. baccatum R R R R R
UENF 1795 C. baccatum R R R R R
UENF 1738 C. baccatum S R S S R
UENF 2153 C. baccatum S R S R R
UENF 1764 C. chinense S R S S R
UENF 2079 C. chinense S S S R R
UENF 2093 C. baccatum S R S R S
UENF 2133 C. baccatum R S S R S
UENF 2101 C. baccatum R S S S S
UENF 1775 C. chinense S S S S S
UENF 1790 C. frutescens S S S S S
UENF 2034 C. annuum S S S S s
UENF 2078 C. chinense S S S S s
UENF 2097 C. baccatum S S S S s

R — Resistente; S — suscetivel

8G
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O fato do acesso UENF 1381 ser resistente a todos os isolados testados em
ambos estddios de maturacdo indica que esse acesso é uma boa fonte de
resisténcia a antracnose. As reacdes diferenciais apresentadas pelos genotipos
testados sugerem que esse grupo pode ser utilizado para discriminar a variabilidade
entre os isolados.

Costa et al. (2014) identificaram cinco racas de C. graminicola em milho e
propuseram uma série diferencial com quatro genétipos. Por sua vez, Ribeiro et al.
(2016) propuseram uma seérie diferencial para determinar a variabilidade existente
dentro da raca 65 de C. lindemuthianum a fim de auxiliar os programas de
melhoramento de feijoeiro a inserir uma resisténcia mais duradoura em novas
cultivares.

A série proposta neste trabalho designa as racas de acordo com a sua
viruléncia sobre os acessos e apesar do numero de isolados testados neste
trabalho ter se limitado a cinco, foi observada a existéncia de reagéo diferencial,
indicando a possibilidade da existéncia de variabilidade na patogenicidade dos
isolados inoculados.

Cinco racas para frutos imaturos (150, 94, 254, 186 e 142) (Tabela 20) e
cinco para frutos maduros (122, 6, 126, 50 e 14) (Tabela 21) puderam ser
distinguidas. Uma das formas de se analisar a variabilidade do patdgeno é com a
ocorréncia de racas fisioldgicas. No patossistema Phaseolus — Colletotrichum
foram identificadas aproximadamente 50 racas fisiolégicas de C. lindemuthianum
no Brasil e essa alta variabilidade do patégeno demonstra a importancia de
identificar as principais racas encontradas nas diferentes regides (Silva et al., 2007).

Considerando a variabilidade existente no patégeno, a série diferenciadora se
torna uma ferramenta Util para a analise da interacdo da planta com o patégeno,
uma vez que com a identificacdo das racas, novos genes de resisténcia também
podem ser identificados (Ribeiro et al., 2016). Considerando que a heranca da
resisténcia depende de alguns fatores como a maturacao dos frutos (Mahasuk et
al., 2009b; Silva et al., 2014, Suwor et al., 2015), torna-se.
necessario que se seja proposta uma série diferenciadora de ragas fisioldgicas para

inoculagdes em frutos imaturos e maduros



Tabela 21 — Proposta de determinacao das racas de C. gloeosporioides em frutos imaturos de acessos de Capsicum spp.

Acessos
solados UENF  UENF  UENF  UENF  UENF  UENF  UENF  UENF Soma Raca
1718 2153 1738 1764 2093 2133 2097 1381
27(128)  26(84)  25(32)  2%(16) 23(8) 22 (4) 21(2) 20 (1)
8.1 S (1) R (0) R (0) s (1) R (0) s (1) S (1) R (0) 128+16+4+2 150
. R (0) S (1) R (0) S (1) S (1) S (1) S (1) R (0) 64+16+8+4+2 o
S (1) S (1) S (1) S (1) S (1) S (1) S (1) R(0) 128+64+32+16+8+4+2
16 254
S 0 s S S 0 S 0 28+32+16+8+2
£3 (1) R (0) (1) (1) (1) R (0) (1) R (0) 128+32+16+8+ 186
S 0 0 0 S S S 0 28+8+4+2
- (1) R (0) R (0) R (0) (1) (1) (1) R (0) 128+8+4+ 142

09



Tabela 22 — Proposta de determinacao das racas de C. gloeosporioides em frutos maduros de acessos de Capsicum spp.

Acessos
solados  UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF Soma Raca
1718 2153 1738 1764 2093 2133 2097 1381
27(128)  25(64) 25(32) 24 (16) 23 (8) 22 (4) 21(2) 20 (1)
8.1 R (0) S (1) S (1) S (1) S (1) R (0) S (1) R (0) 64+32+16+8+2 122
9 R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) S (1) S (1) R (0) 4+2 6
16 R (0) S (1) S (1) S (1) S (1) S (1) S (1) R(0)  64+32+16+8+4+2 126
53 R (0) R (0) S (1) S (1) R (0) R (0) S (1) R (0) 32+16+2 50
72 R (0) R (0) R (0) R (0) S (1) S (1) S (1) R (0) 8+4+2 14

T9
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Para a classificacdo dos isolados foi proposto que o0s genotipos
diferenciadores de Capsicum sejam dispostos da seguinte forma, de acordo com
as respostas as inoculacdes e seus numeros binarios: primeiro, o genaotipo utilizado
como padréo de resisténcia, UENF 1381 (2° = 1), seguido pelo genétipo suscetivel
universal, ou seja, aquele em que a resposta as inoculagbes foram de
suscetibilidade em frutos maduros e imaturos, UENF 2097 (2! = 2); em seguida, os
genoétipos que apresentaram resposta diferencial aos isolados, UENF 2133 (22=4);
UENF 2093 (23 = 8); UENF 1764 (24 = 16); UENF 1738 (2° = 32), UENF 2153 (2° =
64) e UENF 1718 (27 = 128), de acordo com a proposta de Habgood (1970).

A utilizagdo de espécies diferentes na série diferenciadora é suportada pela
hipétese de que genes de resisténcia diferentes estdo presentes em diferentes
genomas. Embora o conceito classico de racas fisioldégicas determine que elas
devem ser observadas a partir da reacdo diferencial em variedades da mesma
espécie, alguns exemplos do uso de espécies diferentes como diferenciadoras sao
encontrados na literatura. Por exemplo, em Brassica, 15 acessos das espécies B.
oleracea, B. rapa, B. juncea, B. napus e B. oleracea séo utilizados como série
diferenciadora para Xanthomonas campestris pv. campestris (Vicente et al., 2001).
A série diferenciadora proposta no presente trabalho pode servir como referencial
de classificacao de isolados de C. gloeosporioides.

Identificar as racas de cada regido € uma tarefa necesséaria para que os
programas de melhoramento possam focar nas racas predominantes de cada area
com o objetivo de controlar a doenca (Davide e Souza, 2009). Além disso,
conhecendo as racas também é possivel entender como é a estrutura populacional
de cada isolado, entendendo como ¢ feita a disseminacgéo do patégeno (Ribeiro et
al., 2016). Um sistema de determinacdo de racas universal facilita a troca de
informacgdes entre os pesquisadores, como por exemplo, das fontes de resisténcia
a determinado patdégeno ou sobre a dinAmica populacional do patégeno. Uma série
diferenciadora ideal teria diversos genes de resisténcia, levando a uma

classificagdo mais precisa das ragas (Kamoun et al., 1992; Davide, 2006).
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6. CONCLUSOES

A maioria dos isolados coletados se enquadrou na descricdo morfolégica de
C. gloeosporioides e nédo se constatou redundancia entre os isolados.

Quando inoculados em plantas de Capsicum, os possiveis isolados de C.
gloeosporioides provocaram diferentes reacdes, permitindo-se a proposicao
preliminar de uma série diferenciadora, para ambos os estadios de maturagcédo dos
frutos, composta dos seguintes acessos na ordem: UENF 1381; UENF 2097; UENF
2133; UENF 2093; UENF 1764; UENF 1738; UENF 2153 e UENF 1718.

A resisténcia a antracnose em frutos do estadio imaturo na populacdo
estudada é governada por pelo menos seis genes, sendo um gene maior dominante
e outros genes de efeito menor, com predominancia de efeito génico aditivo, e
herdabilidade no sentido restrito moderada, o que permite antever possibilidade de

fixacdo desse carater nas geracdes de selecdo subsequentes.
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