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RESUMO

ALENCAR, Antonio André da Silva; M.Sc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2018; IDENTIFICACAO DE FONTES DE
RESISTENCIA A ANTRACNOSE CAUSADA POR Colletotrichum gloeosporioides
EM ACESSOS DE Capsicum chinense L. Orientadora: Profa. Rosana Rodrigues;
Conselheiros: Profa. Telma Nair Santana Pereira e Prof. Silvaldo Felipe da
Silveira.

As pimentas do género Capsicum possuem grande importancia socioeconémica e
ampla utilizacdo nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. No
entanto, a ocorréncia de doencas tem sido um fator limitante a producédo de frutos
para atender a um mercado consumidor cada vez mais exigente. Uma das formas
de contornar esse problema é o desenvolvimento de cultivares resistentes a
doencas. Para esse fim, torna-se necessaria a avaliacdo dos acessos disponiveis
nos bancos e cole¢Bes de germoplasma, para identificar fontes de resisténcia que
possam ser utilizadas em programas de melhoramento com essa finalidade. Este
trabalho reporta a avaliagdo da reacdo a antracnose, causada por Colletotrichum
gloeosporioides, em 55 acessos de C. chinense da colecdo de germoplasma do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da UENF. Todos os acessos
foram avaliados em dois anos consecutivos (2016 e 2017) correspondendo a
duas avaliacbes em épocas distintas. Para obtencdo dos frutos, os experimentos
foram conduzidos em casa de vegetacéo, em delineamento inteiramente ao acaso
com cinco repeti¢gdes. Os frutos foram desinfestados com alcool 70% por 1 min e

solucdo de hipoclorito de sodio (0,2% de cloro ativo) por 5 min. A suspensao de

vii



conidios foi preparada em agua deionizada, esterilizada e ajustada a uma
concentracdo de aproximadamente 1,0 x 108 conidios/mL. Sobre cada fruto foi
depositado 10 pL de suspenséao de conidios. A avaliacéo foi feita a cada 24 horas
apos a inoculacdo. As lesdes foram mensuradas a partir do terceiro dia apos
inoculacdo (DAIl). As seguintes caracteristicas foram avaliadas: periodo de
incubacdo (PI); periodo latente (PL); velocidade de crescimento da lesdo (VMC);
diametro da lesdo ao sétimo dia (DL7); percentual da lesdo em relacdo a maior
distancia do fruto (PDL) e éarea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). A resisténcia de pimentas a antracnose, se expressa de forma diferente
de acordo com o estddio de maturacdo dos frutos. Os frutos imaturos
apresentaram um maior nivel de resisténcia quando comparados com os frutos
maduros, obtendo menores valores de AACPD, Pl e PL. As variaveis AACPD, PI
e PL sdo imprescindiveis na avaliacdo de genétipos de Capsicum quanto a
resisténcia a antracnose. O acesso UENF 1715 se destacou para frutos imaturos,
apresentando um bom nivel de resisténcia, porém, apresentou suscetibilidade em
frutos maduros. O acesso UENF 1381 continua sendo a melhor fonte de

resisténcia a antracnose da cole¢édo de Capsicum da UENF.
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ABSTRACT

ALENCAR, Antonio André da Silva; M.Sc; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February 2018; IDENTIFICATION OF ANTHACNOSE
(Colletotrichum gloeosporioides) RESISTANCE SOURCES IN Capsicum chinense
L. ACESSIONS. Advisor: Prof. Rosana Rodrigues; Counselor: Prof. Telma Nair
Santana Pereira and Prof. Silvaldo Felipe da Silveira.

Capsicum peppers are of great socioeconomic importance and widely used in the
food, pharmaceutical and cosmetic industries. However, the occurrence of
diseases has been a limiting factor to the production of fruits to meet an
increasingly demanding consumer market. One alternative to overcome this
problem is the development of disease resistant cultivars. For the development of
disease resistant cultivars, it is necessary to identify sources of resistance that can
be used in breeding programs for this purpose, making it necessary to evaluate
the available accesses in germplasm banks and collections. This work reports the
evaluation of the reaction to anthracnose, caused by Colletotrichum
gloeosporioides, in 55 accessions of Capsicum chinense from the germplasm
collection of the UENF Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias. All
accessions were evaluated in two consecutive years (2016 and 2017)
corresponding to two evaluations at different times. To obtain the fruits, the
experiments were conducted in a greenhouse, in a completely randomized design
with five replicates. The fruits were disinfested with 70% alcohol for 1 min and
sodium hypochlorite solution (0.2% active chlorine) for 5 min. The conidial

suspension was prepared in deionized water, sterilized and adjusted to a
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concentration of approximately 1.0 x 10° conidia / mL 10 yL of conidia suspension
was deposited on each fruit. The evaluation was done every 24 hours after
inoculation. The lesions were measured from the third day after inoculation (DAI).
The following characteristics were evaluated: incubation period (IP); latent period
(LP); velocity of lesion growth (VLG); diameter of the lesion on the seventh day
(DL7); percentage of the lesion in relation to the greater distance of the fruit (PLD)
and area under the disease progress curve (AUDPC). The fruit resistance to
anthracnose was expressed differently according to the maturation stage of the
fruits. The immature fruits presented a higher level of resistance when compared
to the mature fruits, obtaining lower values of AACPD, Pl and PL. The AACPD, PI
and PL variables are essential in the evaluation of Capsicum plants for resistance
to anthracnose. The accession UENF 1715 stood out for immature fruits,
presenting a good level of resistance, however, showed susceptibility in mature
fruits. Accession UENF 1381 remains the best source of anthracnose resistance in

the UENF Capsicum collection.



1. INTRODUCAO

As plantas do género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae, estédo
entre as olericolas mais populares e amplamente cultivadas em todo o mundo
(Mahmoud e El-Eslamboly, 2015). O seu cultivo tem elevada importancia
socioeconémica devido aos seus multiplos usos nas industrias alimenticias,
farmacéuticas e cosméticas, tornando-se fonte de renda relevante na agricultura
familiar (Vilela, 2004).

O género Capsicum possui 38 espécies descritas (Barboza et al., 2011).
Destas, cinco sdo consideradas domesticadas: Capsicum annuum L., C. chinense
Jacq., C. frutescens L., C. baccatum var. pendulum (Willd.) Eshbaugh, e C.
pubescens R. & P. (Pickersgill, 1986; Bianchetti, 1996; Moscone et al., 2007).

O Brasil é um dos centros de diversidade do género, abrigando espécies
domesticadas, semidomesticadas e silvestres (Barboza e Bianchetti, 2005).
Dentre as espécies domesticadas, C. chinense € considerada a mais brasileira,
pois a Bacia Amazobnica € considerada o seu centro de domesticagao (Pickersgill,
1971; Moses e Umaharam, 2012; Moses et al., 2014). Essa espécie apresenta
uma ampla variabilidade dos frutos quanto ao tamanho, coloracdo, formato e
niveis de pungéncia, sendo os tipos habanero, pimenta-de-cheiro, murupi,
pimenta-de-bico (biquinho), pimenta-de-bode e cumari-do-Para as mais utilizadas
na culinaria brasileira (Baba et al., 2016).

A ocorréncia de doencas em pimenteiras, inclusive as da espécie C.

chinense, causam perdas expressivas na sua producdo. Dentre os patdgenos



causadores de doencas nessas plantas, incluem-se espécies de Colletotrichum,
responsaveis pela antracnose. Além de ser uma das doengas mais destrutivas em
Capsicum spp., a antracnose € de grande relevancia também em vérias outras
espécies de valor comercial, tais como abacate, banana, manga, goiaba, café,
morango e tomate (Bailey e Jeger, 1992; Poonpolgul e Kumphai, 2007; Than et
al., 2008).

As principais espécies de Coletotrichum spp. associadas a Capsicum séo
C. acutatum, C. capsici e C. gloeosporioides (Saxena et al.,, 2016; Diao et al.,
2017; De Silva et al., 2017). As perdas na lavoura podem chegar a 100%, quando
as condicfes sdo favoraveis ao desenvolvimento da doenca e em alguns casos, a
ocorréncia de pequenas lesdes em frutos reduz o valor de mercado do produto
(Park et al., 2012).

Varias estratégias tém sido propostas para o controle da antracnose em
Capsicum, tais como a utilizacdo de sementes livres do patdgeno, a rotacdo de
culturas com espécies ndo hospedeiras, a eliminacdo de hospedeiros alternativos
e de restos culturais, e a aplicacdo de fungicidas quimicos e biologicos. Apesar do
uso de cultivares resistentes ser considerado o método mais efetivo de controle,
pois além de diminuir as perdas, h4 um menor gasto com o uso de quimicos e
mao-de-obra no controle da doenca (Than et al., 2008; Park et al., 2012), ainda
nao existem cultivares resistentes a antracnose disponiveis, embora fontes de
resisténcia a essa doenca ja tenham sido identificadas. Por exemplo, 0s acessos
PBC932 (C. chinense) e PBC80 (C. baccatum) foram identificados em 1997 e em
1999 no Asian Vegetable Research Development Center (AVRDC) e sao
considerados como as principais fontes de resisténcia a antracnose, tornando-os
conhecidos mundialmente por essa caracteristica (Pakdeevaraporn et al., 2005).

Genes de resisténcia a antracnose foram descritos por Pakdeevaraporn
et al. (2005) e Mahasuk et al. (2009a), a partir de cruzamentos interespecificos
entre 0 acesso PBC932 (C. chinense) com ‘Bangchang’ (C. annuum). Nesses
trabalhos, os genes col, co2 e co3 foram identificados conferindo resisténcia aos
frutos verdes, frutos vermelhos e as plantas na fase de mudas, respectivamente,
quando se utilizou o isolado de C. capsici '158ci’. Aléem disso, Mahasuk et al.
(2009b) encontraram os genes co4 e co5 (conferindo resisténcia a frutos verdes e

vermelhos, respectivamente), quando avaliaram progénies de C. baccatum,



oriundas do cruzamento entre PBC80 x PBC1422, utilizando isolados de C.
capsici e C. acutatum.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro vem
desenvolvendo atividades de conservacdo, avaliacdo e caracterizacdo de
germoplasmas de Capsicum spp. Sua colecdo contempla cerca de 400 acessos
deste género, incluindo as espécies C. chinense, C. frutescens, C. pubescens, C.
baccatum e C. annuum, oriundos de diversas regibes do Brasil, além de Peru,
Argentina, México, Estados Unidos e Japéo. O programa de melhoramento desta
instituicdo vem desenvolvendo pesquisas em diferentes vertentes, tais quais:
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma (Sudré et al., 2005; Bento et al.,
2007; Bianchi, 2017); identificacdo de fontes de resisténcia a doencas (Bento et
al., 2009; Bento et al., 2017), incluindo a antracnose (Silva et al., 2014), além da
protecdo e registro de cultivares resistentes (Pimenta, 2015; Pimenta et al., 2016)
e mapeamento genético (Moulin et al., 2015).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar fontes de resisténcia a antracnose causada por C.
gloeosporioides em acessos de C. chinense da colecdo de germoplasma

do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da UENF.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a resisténcia dos frutos nos estadios imaturo e maduro em 55
acessos de C. chinense da colecdo de germoplasma de Capsicum da
UENF;

2.2.2 Comparar a reacao dos frutos nos estadios imaturo e maduro;

2.2.3 lIdentificar quais variaveis sdo necessarias para uma maior
confiabilidade na avaliagao e conclusdo sobre a resisténcia,

2.2.4 Indicar germoplasma resistente a antracnose para uso em programas
de melhoramento de pimentas visando ao desenvolvimento de cultivares

resistentes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Centro de origem e dispersao geografica

As pimentas e pimentdes pertencem ao género Capsicum, com possivel
origem na Bolivia, tendo a espécie Capsicum chacoense como ancestral comum
que, posteriormente, passou por um processo de dispersado e especiacao para 0s
Andes e terras baixas da Amazénia (McLeod et al.,1982; Moscone, et al., 2007).
Em contrapartida, Kraft et al. (2014) sugerem que a origem da espécie C. annuum
L., possivelmente se deu no México.

O género Capsicum tem como centros de diversidade as seguintes
regides: 1) Sul dos EUA e México até o Oeste da América do Sul; 2) do Nordeste
do Brasil a costa venezuelana; 3) Costa Oeste brasileira e 4) Centro da Bolivia e
Paraguai até Norte e o centro da Argentina. No Brasil estd concentrado um
grande namero de espécies (13) por todas as regides do pais, incluindo espécies
silvestres, semidomesticadas e domesticadas (Régo et al., 2012).

De acordo com evidéncias arqueoldgicas, analises genéticas e
distribuicdes modernas de plantas, pesquisadores sugerem que C. annuum foi
inicialmente domesticado no México ou no norte da América Central, C.
frutescens no Caribe, C. baccatum na Bolivia, C. chinense na amazonia e C.
pubescens na regido dos Andes do sul (Pickersgill, 1986; Esbaugh, 1993).

Em sua viagem a América por volta de 1493, Cristbvao Colombo foi
considerado como o primeiro europeu a descobrir as pimentas, identificando

nessas plantas uma fonte alternativa para a pimenta-do-reino (Piper nigrum), que



na época era um condimento de grande valor econdmico na Europa (Basu e De,
2003). As pimentas foram introduzidas na Europa juntamente com a chegada dos
navegadores portugueses e espanhois nas Américas e, a partir dai, na Africa e na
Asia. Suas embarcacées foram essenciais para a dispersdo das pimentas doces e
picantes pelo mundo. Por volta do século XVI, pimentas das espécies C.
frutescens e C. chinense eram encontradas na Europa e na Africa. J& no século

XVII estavam presentes em toda Oceania (Andrews, 1984).

3.2. Aspectos botanicos e reprodutivos

As pimentas pertencem a familia Solanaceae e ao género Capsicum. O
género Capsicum L. possui 38 espécies, sendo algumas com variedades
botéanicas. Destas, cinco sdo consideradas domesticadas: Capsicum annuum L.,
C. chinense Jacq., C. frutescens L., C. baccatum var. pendulum (Willd.)
Eshbaugh, e C. pubescens R. & P.(Pickersgill, 1986; Bianchetti, 1996; Moscone et
al., 2007; Barboza et al., 2011). As plantas de pimenta sdo preferencialmente
autdgamas, diploides, com 2n=2x=24 ou 2n=2x=26 Ccromossomos para as
espécies silvestres com origem no Brasil (Ribeiro et al., 2008).

As pimentas do género Capsicum sao bastante diferentes da pimenta do
reino (Pipper nigrum L.), da pimenta rosa (Schinus molle L.) e da pimenta da
Jamaica (Pimenta officinalis L.). Mesmo todas elas sendo chamadas de pimentas
e utilizadas como condimento ndo existe parentesco entre essas espécies e cada
qual apresenta propriedades quimicas diferentes (Carvalho et al., 2006).

Quanto a altura e a forma de crescimento das plantas de Capsicum, ha
uma variacao entre as diferentes espécies. O sistema radicular é pivotante, com
um numero de ramificacdes lateral elevado e profundidade que pode atingir até
120 cm. Em relacéo as folhas existe variabilidade quanto a coloracao, formato,
pilosidade e tamanho. O formato das folhas varia de ovalado e lanceolado a
deltoide, com coloracdo verde, podendo apresentar-se, também, com folhas
variegadas e violetas. Os ramos sao dicotdmicos, com uma ou varias flores por né
(Carvalho e Bianchetti, 2007a).

As flores sdo hermafroditas e as plantas séo preferencialmente
autdgamas. Entretanto, os niveis de polinizacdo cruzada variam entre e dentro

das espécies (1 a 90%). Casali e Couto (1984) cogitaram a possibilidade de



coloca-las no grupo entre aldgamas e autdgamas, proposta também levantada
por Rodrigues et al. (2016).

Possui frutos do tipo baga, com estrutura oca e forma similar a uma
capsula. A coloracdo dos frutos maduros varia entre branco, amarelo-leitoso,
amarelo-forte, alaranjado, salm&o, vermelho, roxo, marrom e preto. Existe
variagdo no formato dentro e entre espécies, existindo frutos alongados,
arredondados, triangulares ou conicos, campanulados, quadrados ou retangulares
(Carvalho e Bianchetti, 2007a). Suas sementes possuem cor de palha com
margem ondulada e raramente suave, podendo apresentar sementes de
coloracdo escura como a espécie C. pubescens. Em ambientes naturais tém ciclo
de vida perene embora em muitas partes do mundo se comportem como anuais
(Ribeiro et al., 2008), principalmente, quando cultivadas para fins comerciais.
Esse fato esta relacionado com o maior nimero de frutos no primeiro ano e o
aumento da ocorréncia de doengas com o passar do tempo.

A pungéncia, responsavel por provocar a sensacao de ardéncia, é outra
caracteristica marcante nas pimentas. Essa caracteristica € atribuida a um gene
dominante C, que confere a presenca de alcaloides do grupo dos capsaicinoides,
principalmente capsaicina e dihidrocapsaicina, que s&o encontrados na placenta e
sua liberacdo ocorre quando ha danos mecanicos no fruto. A dispersdo das
sementes € realizada pelos passaros quando o cultivo é realizado em ambiente
aberto, pois eles se alimentam dos frutos e promovem a disseminagdo por meio
das fezes (Tewksbury e Nabhan, 2001). Em 2006, Wang e Bosland, publicaram
uma lista de genes de Capsicum e 0 gene pun-1, que confere auséncia de
pungéncia, foi apresentado como sinonimia do gene ¢ (Wang e Bosland, 2006).

3.3. Importancia econémica, nutricional e medicinal

O agronegécio de pimentas vem crescendo ao longo dos anos e esta
entre os melhores exemplos de integracdo na cadeia produtiva de hortalicas.
Além de ter seu consumo in natura, os frutos de pimenta podem ser processados
e utilizados em diversas linhas de produtos na industria de alimentos (Pinto e
Cruz, 2011).

Com o aumento da demanda pelo produto, ha um forte impulso para se
aumentar a area cultivada e o estabelecimento de novas agroindustrias, tornando

0 agronegdcio de pimentas, tanto doces quanto picantes, um grande segmento de



hortalicas no pais. Além do mercado interno, parte da producdo brasileira de
pimentas é exportada de diferentes formas, como paprica, pasta, desidratada e
conservas ornamentais (Carvalho e Bianchetti, 2007b).

De acordo com o ultimo levantamento da FAO, em 2016, foram
produzidos mundialmente um total de aproximadamente 38,5 milhdes de
toneladas de pimentas e pimentdo. A Asia é a principal regido produtora de
pimentas, sendo representada especialmente pela China, com producdo de
aproximadamente 17,8 milhdes de toneladas. O México € o segundo maior
produtor mundial, com produg&o aproximada de 2,8 milhdes de toneladas, e em
seguida a Turquia, com 2,5 milhdes de toneladas (FAO, 2016).

No Brasil, apesar de sua importancia, os dados estatisticos de producao e
comercializacdo de pimenta horticola sdo escassos e a pouca informacao
disponivel ndo reflete a realidade econémica dessa hortalica, visto que grande
parte da producdo € comercializada em mercados regionais e locais que nao
fazem parte das estatisticas (Domenico et al., 2010).

Ao analisar as séries historicas dos respectivos estados, Minas Gerais se
destaca como o principal estado produtor de pimentas no Brasil, seguido por Sao
Paulo, Goias, Ceara e Rio Grande do Sul. Dados provindos da série histérica da
Ceasa Minas, no ano de 2010, mostram gue somente esse estado comercializou
quase 620 toneladas de pimentas, gerando uma renda aproximada de R$
1.200.000,00. Outro fato importante € que 97,8% desse total comercializado sédo
procedentes do estado e os outros 2,2% foram do estado de Goias e Sédo Paulo
(Pinto e Cruz, 2011).

Ja no ano de 2017, foram comercializadas 826 toneladas de pimenta na
Ceasa Minas (2017), totalizando uma receita aproximada de R$ 11.500.000,00.
Percebe-se que houve um aumento de aproximadamente 33,23% na quantidade
vendida e de 858,3% no valor arrecadado quando comparado ao ano 2010. Esses
dados evidenciam gue houve um aumento de consumo, € a0 mesmo tempo,
mostram que a pimenta é uma cultura bastante rentavel e vem se tornando um
mercado muito promissor.

O estado de Sao Paulo, segundo maior produtor de pimentas do pais, tem
a Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP) como
seu principal centro de vendas. Essa Companhia é a maior central de

abastecimento de frutas e hortalicas da América Latina, que recebe produtos do



pais inteiro. Na CEAGESP (2014), as pimentas foram vendidas e apresentadas
em trés denominacdes, que sao elas: pimenta verde americana, pimenta verde e
pimenta vermelha. Em 2014 foram comercializadas 699,4 t, 158,2 t, e 2.894,8 t de
cada uma das trés pimentas, respectivamente, totalizando 3.752,4 t de pimenta.
Nesse ano estudado, foi somada uma renda aproximada de R$ 15.500.000,00.
No ano de 2015 até o més de Julho, a CEAGESP tinha comercializado 2.063 t de
pimenta, ou seja, 55% do total comercializado no ano anterior.

No estado do Espirito Santo, a Ceasa — ES é dividida em trés unidades:
unidade Grande Vitoria, unidade Noroeste e a unidade Cachoeiro Itapemirim.
Segundo dados da série historica em relacdo ao ano de 2017, totalizando as trés
unidades, foram comercializadas 3,5 t de pimenta, todas provenientes do estado,
gerando uma receita de R$ 307.890,00 (CEASA - ES, 2017).

A Ceasa — RJ, no ano 2014, recebeu pimentas de todos os estados da
regido Sudeste e foram comercializadas 298,8 t aproximadamente. Dados de
preco ndo constam na série historica.

Vale ressaltar que a Ceagesp recebe produtos de todo o pais, nao
podendo, assim, o estado de Sao Paulo ser considerado o maior produtor, mas o
maior comercializador do fruto. Juntos, os estados MG, SP, ES e RJ
comercializaram um total de 4.880,7 toneladas de frutos nos anos analisados.

As pimentas possuem compostos flavonoides e outros metabdlitos
secundéarios com propriedades antioxidantes, os quais sdo importantes para a
saude por auxiliarem na prevencao de doencas pela inativacdo de radicais livres,
sendo também excelentes fonte de vitaminas C e E, carotenoides e xantofilas
(Perucka e Materska, 2007; Lutz e Freitas, 2008; Wahyuni et al., 2011).

Véarias descobertas vém sendo realizadas sobre a aplicacdo da
capsaicina no combate ao cancer. Pesquisas evidenciam que a capsaicina possui
uma série de mecanismos anticancerigenos, tais quais a alteracdo da expressao
de varios genes envolvidos na sobrevivéncia das células cancerosas,
angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos), metastase
(desenvolvimento do cancer em outras partes de onde ele se desenvolveu
inicialmente), aumento da parada do ciclo celular e apoptose (morte celular
programada) (Johnson, 2007; Hanahan e Weinberg, 2011; Bley et al., 2012; Clark
et al., 2016).
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Dentre os compostos presentes nas plantas de Capsicum, estdo o0s
flavonoides. Esses sdo compostos polifendlicos bioativos utilizados para promover
a saude cardiovascular e reduzir inflamacbes (Georgiev et al., 2014). No grupo
dos flavonoides, pode-se destacar a apigenina como um dos principais
componentes das pimentas com aplicacdo na &rea da saude. Ja se sabe que o
seu uso aumenta a producdo e formacdo de neurbnios em células tronco
(Paulsen et al., 2011) e também é considerada como um modulador de estrogénio
(Long et al., 2011), fundamental para a formacdo e manutencdo do sistema
nervoso humano, podendo atrasar o aparecimento ou melhorar a gravidade das
doencas psiquiatricas e neurodegenerativas. Souza et al. (2015) concluiram que
devido a funcdo pro-estrogénica da apigenina, esse flavonoide é um forte
candidato para substituir o estrogénio em estratégias de diferenciacdo neuronal,

atuando diretamente contra doencas do sistema nervoso.

3.4. Principais doencas em Capsicum spp.

Mesmo com o avanco da tecnologia, com plantios em casas de vegetacao
e uso de praticas que contribuem para manter a sanidade dos frutos, os
problemas fitossanitarios ainda representam um grande entrave a produtividade e
um risco potencial de perdas para o produtor de pimentas. As doencgas podem
surgir em cultivo protegido e principalmente em ambiente aberto, sendo de maior
ocorréncia no género Capsicum: o mosaico amarelo do pimentdo (virus); a
mancha bacteriana e o talo-oco ou podriddo-mole (bactérias); a mancha-de-
cercospora e a antracnose (fungos) (Azevedo et al., 2006; Carvalho e Bianchetti,
2007c; Kaur et al., 2014; Saxena et al., 2014). Também tem sido relatado infeccéo
por nematoides (Thiyagarajan e Kuppusamy, 2014).

A doenca em estudo nesse trabalho é a antracnose. Esta doenca causa
expressivas perdas em plantas do género Capsicum, podendo ser constatada
antes e apos a colheita dos frutos, em periodos chuvosos e em regides de clima
quente e umido (Pereira et al., 2011; Park et al., 2012). A doenca é caracterizada
por causar lesdes deprimidas circulares, com aneéis concéntricos e presenca de
acérvulo umido que produzem massa de cor rosa ou laranja de conidios em
mucilagem, sintoma tipico observado nas les6es em frutos (Than et al., 2008).

Diferentes estratégias de manejo vém sendo realizadas para o controle da

antracnose em Capsicum spp., como a aplicacdo de praticas culturais, controle
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biolégico, controle quimico e utilizacdo de gendtipos resistentes (Saxena et al.,
2016). O desenvolvimento de cultivares resistentes pode ser considerada como a
estratégia mais econdmica e ambientalmente amigavel, pois ha uma reducao
consideravel das perdas causadas pela doenca e minimizacdo dos custos com
produtos quimicos. Porém, o uso de uma combinacdo das diferentes estratégias
ainda tem sido recomendado para o manejo da doenca (Agrios, 2005), ja que nédo

existem cultivares de pimentas resistentes a antracnose no mundo.

3.5. Género Colletotrichum e sua associagdo com Capsicum

O género Colletotrichum que causa antrachose em pimentas e pimentao
pertence ao Reino Fungi; Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes; Ordem
Hypocreomycetidae; e familia Glomerellaceae (Gophy, 2018). Tem como espécies
representativas Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc; C. capsici (Syd.)
Butler and Bisby; C. acutatum (Simmonds); C. dematium e C. coccodes (Wallr.) S.
Hughes (Pakdeevaraporn et al., 2005; Than et al., 2008).

Outras espécies de Colletotrichum foram relatadas causando antracnose
em Capsicum, como: C. boninense no Brasil (Tozze e Massola, 2009); C.
brisbanense na Australia (Damm et al., 2009); C. kartsii, C. novae-zelandiae e C.
nigrum na Nova Zelandia (Damm et al., 2012; Liu et al., 2013).

Os fungos do género Colletotrichum s&o economicamente importantes,
pois causam doencas em uma gama de hospedeiros, como espécies frutiferas,
hortalicas, plantas ornamentais e importantes culturas que constituem a base
alimentar mundial. As espécies deste género séo relatadas como causadoras da
antracnose em mais de 121 géneros vegetais de 45 familias de plantas diferentes
(Farr et al., 2016).

A espécie C. gloeosporioides apresenta aproximadamente 470 espécies
hospedeiras, sendo considerada uma das principais agentes causadoras de
doenca pré ou pos-colheita em frutos de diversas culturas de importancia
agricola, tais como abacate, banana, manga, café, morango, tomate e pimenta
(Phoulivong et al., 2010).

Conidios de C. gloeosporioides sdo epidemiologicamente importantes,
pois séo dispersos facilmente no campo, por respingos de agua da chuva ou de
irrigacdo. Sua germinacdo e infeccdo ocorrem a temperaturas moderadas entre

25 e 30 °C. A germinacao de conidios € altamente variavel e pode ocorrer entre 3
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e 48 h apds a inoculacdo (Lopez, 2001). Os sintomas da doenga podem ocorrer
tanto durante o desenvolvimento da cultura no campo ou apds a colheita. Porém,
em pimentas, apenas os frutos apresentam lesdes.

O Colletotrichum usa diferentes estratégias para colonizar as plantas
hospedeiras, a depender do estadio de desenvolvimento dos frutos. Geralmente,
em condi¢cdes de campo, o fungo inicia sua colonizacdo de forma biotrofica e
quiescente sob a forma de estruturas (apressorios) em tecidos dos frutos
imaturos, porém, ndo ha a expressdo de sintomas da antracnose. Com o
amadurecimento dos frutos, o fungo passa para a fase necrotrofica, tornando os
sintomas visiveis (Gan et al., 2012; O’Connell et al., 2012; Prusky et al., 2013;
Sahitya et al., 2014).

O uso de sementes limpas € muito importante no controle deste
patégeno, pois € ela a principal fonte de introdu¢cdo da doenca na plantacao
(Kurozawa e Pavan, 1997). Além disso, esse fungo é um saprdfita facultativo, ou
seja, vive a maioria do tempo parasitando os tecidos vivos da planta como

também pode sobreviver sobre restos de culturas (Nesher et al., 2011).

3.6. Resisténcia a Colletotrichum em Capsicum

Ao longo do tempo, os melhoristas vém buscando o desenvolvimento de
novas cultivares resistentes a antracnose no género Capsicum. As principais
fontes de resisténcia a antracnose tém sido identificadas em C. chinense e C.
baccatum (Pakdeevaraporn et al., 2005); e os pesquisadores tém utilizado essas
fontes para estudos de heranca (Pakdeevaraporn et al., 2005; Kim et al., 2008;
Mahasuk et al., 2009). Segundo diversos trabalhos, os padrdes da heranca da
resisténcia tém variado de acordo com a espécie e isolado de Colletotrichum, da
fonte de resisténcia, método de inoculacdo e o estadio de desenvolvimento do
fruto (Taylor et al., 2007; Mongkolporn e Taylor, 2011)

Alguns estudos relacionados a heranca da resisténcia tém sido
desenvolvidos. Park et al. (1990a) chegaram a conclusdo que a resisténcia a C.
gloeosporioides é herdada como parcialmente dominante ou sobredominante em
plantas F1. Em outro estudo semelhante, Park et al. (1990b) concluiram que a
heranca da resisténcia em pimentdo a C. dematium foi parcialmente dominante.
Qing et al. (2002) concluiram que apenas um gene dominante € responsavel pela

resisténcia de pimentdo a C. capsici, em avaliacdo realizada em frutos aos quatro
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dias ap0s inoculag&o. Voorrips et al. (2004) identificaram trés QTLs responsaveis
por conferir resisténcia ao C. gloeosporioides numa populacéo interespecifica de
C. annuum Jatilaba x C. chinense PRI95030.

Por outro lado, alguns estudos revelaram heranca recessiva da
resisténcia a antracnose. Por exemplo, Cheema et al. (1984) constataram que a
resisténcia a C. capsici foi de heranca recessiva com efeitos epistaticos. Noutro
estudo, a resisténcia a antracnose foi de heranca poligénica (Voorrips et al.,
2004). Estes autores identificaram esse tipo de heranca usando analise de QTL
(Quantitative Trait Loci) em uma populacdo interespecifica derivada de um
cruzamento entre C. annuum e C. chinense.

O acesso de C. chinense chamado PBC932 é conhecido mundialmente
por ser resistente a antracnose, assim como os acessos de C. baccatum PBC80 e
PBCB81. Utilizando PBC932 foram identificados os genes col por Pakdeevaraporn
et al. (2005) e os genes co2 e co3 com o trabalho de Mahasuk et al. (2009).
Esses genes séo recessivos e conferem a resisténcia a C. capsici.

Hedge e Anahosur (2001) realizaram uma andlise bioquimica da
resisténcia a podriddo em frutos causada por C. capsici. Os autores verificaram
que os frutos resistentes continham grande quantidade de capsacinoides e acido
ascorbico, e baixas quantidades de aclUcares guando comparadas com as
testemunhas suscetiveis. Resultados semelhantes foram obtidos por Jeyalakshmi
(1999) e Pereira (2005).

Um estudo molecular de expressdo de genes, revelou que um gene
chamado pepper esterase (PepEST) foi altamente expresso em frutos maduros
de pimentdo com coloracdo vermelha, impedindo a formacéo dos apressérios do
fungo e, assim, induzindo a resisténcia a antracnose nesses frutos. O acumulo do
PepEST foi localizado na epiderme e nas camadas de células corticais dos frutos
maduros infectados, mas raramente foi observado em células epidérmicas de
frutos imaturos infectados (Ko et al., 2005).

Kim et al. (2001) realizaram um estudo com a proteina PepEST em
fungos da espécie C. gloeosporioides em associacdo com frutos imaturos de C.
annuum. Esses autores concluiram que a PepEST ndo tem atividade fungicida,
porém inibe significativamente a formacg&o de apressoérios nos fungos.

Ko et al. (2016) desenvolveram transgénicos que superexpressam a

proteina PepEST. Com isso, 0s autores observaram que essas plantas



14

potencializaram suas defesas e apresentaram resisténcia contra os fungos C.
gloeosporioides, C. acutatum e C. coccodes, comprovando que a presenca da
PepEST age na ativacao de vias de sinalizacdo da defesa, como a producéo de
peréxido de hidrogénio e expressao de proteinas ligadas a patogénese (PR’s) no
local da infecgé&o.

No estudo realizado por Seo et al. (2017), foi feita a analise de fungos C.
gloeosporioides apds o contato com a proteina PepEST. A proteina foi localizada
nas superficies dos conidios e nos tubos germinativos do fungo, incluindo o
composto DTD (1,2-ditiano-4,5diol). Testes confirmaram que o composto (DTD)
apresentou efeitos protetores contra o C. gloeosporioides e o C. coccodes. Além
disso, se mostrou eficaz na prevencéo de outras doencas nas culturas do arroz,
tomate e trigo, sugerindo ser uma estratégia alternativa para controlar
fitopatdgenos agronomicamente importantes.

O capsidiol foi identificado por Egea et al. (1996), atuando contra o fungo
Phytophthora capsici. Essa fitoalexina foi localizada na area da necrose em
cultivares de C. annuum L. Porém, por meio de cromatografia gasosa, os autores
observaram que essa fitoalexina s6 foi capaz de inibir o crescimento e
desenvolvimento do fungo quando apresentaram quantidades superiores a 1.204
pug/mi?,

Os capsaicinoides responsaveis por causar ardéncia nas pimentas,
também possuem atividades antimicrobianas. Veloso et al. (2014) comprovaram
em seu estudo, a atuagdo antimicrobiana da capsaicina contra cinco espécies de
fungos e nove isolados de duas espécies de oomicetos. Outros testes mostraram
a capsaicina como indutora da atividade da enzima quitinase e expressado de
diferentes genes relacionados a defesa da planta.

Silva et al. (2014), avaliando acessos da colecdo de germoplasma de
Capsicum spp. da UENF, identificaram os acessos UENF 1718 e UENF 1797 com
potencial para serem usados em programas de melhoramento que visem o
desenvolvimento de cultivares resistentes a antracnose. Ambos sédo pertencentes
a espécie C. baccatum var. pendulum. De acordo com Park et al. (2009), essa
espécie possui elevados niveis de resisténcia a antracnose quando comparadas
com outras espécies do género Capsicum, tornando-se uma importante fonte de

recursos genéticos para essa caracteristica.
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Outro trabalho desenvolvido pelo Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal da UENF, visando resisténcia a doencgas, foi desenvolvido por Bento et al.
(2017). Nesse estudo, foram avaliados 54 genoétipos pertencentes as espécies C.
annuum var. annuum, C. annuum var. glabriusculum, C. chinense, C. frutescens,
e C. baccatum var. pendulum. Os autores identificaram o acesso UENF 1381

como altamente resistente a antracnose no estadio imaturo e moderadamente

resistente no estadio maduro, juntamente com outros 15 acessos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao do germoplasma

Foram avaliados 55 acessos de C. chinense (Tabela 1) do banco de
germoplasma de Capsicum L. da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Os acessos foram caracterizados por Bianchi (2017), conforme os
descritores morfoagrondmicos especificos para Capsicum, que estdo disponiveis
em Bioversity International (IPGRI, 1995).



Tabela 1. Identificacdo dos acessos, locais de coletas, pungéncia, coloracdo do fruto no estadio imaturo e maduro e forma do fruto de
C. chinense do banco de germoplasma de Capsicum L. da UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.

Acessos Procedéncia Pungéncia Cor do Fruto Imaturo Cor do Fruto Maduro Forma do Fruto
UENF 1381 PESAGRO/Itaguai Presente Verde Vermelho Alongado
UENF 1707 Sao Luiz, MA Presente Verde Vermelho Escuro Arredondado
UENF 1708 Séo Luiz, MA Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 1715 Peru Presente Verde Amarelo-Laranja Palido Alongado
UENF 1720 llhéus, BA Presente Verde Vermelho Triangular
UENF 1721 llhéus, BA Presente Verde Vermelho Alongado
UENF 1722 llhéus, BA Presente Verde Vermelho Acampanulado
UENF 1726 llhéus, BA Ausente Verde Vermelho Alongado
UENF 1730 Peru Ausente Verde Marrom Alongado
UENF 1736 Séao Domingos, ES Ausente Verde Vermelho Acampanulado
UENF 1753 llhéus, BA Ausente Verde Vermelho Acampanulado
UENF 1762 Belém, PA Ausente Verde Vermelho Escuro Acampanulado
UENF 1764 Belém, PA Presente Verde Vermelho Escuro Alongado
UENF 1765 Belém, PA Presente Verde Vermelho Escuro Acampanulado
UENF 1768 Belém, PA Ausente Verde Vermelho Triangular
UENF 1770 Belém, PA Presente Verde Vermelho Acampanulado
UENF 1788 Séo Luiz, MA Presente Verde Vermelho Acampanulado
UENF 1791 Séo Luiz, MA Presente Verde Laranja Acampanulado
UENF 2036 Campos, RJ Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2044 Campos, RJ Presente Roxo Vermelho Escuro Triangular
UENF 2051 Campos, RJ Presente Verde Amarelo-Laranja Palido Acampanulado

LT



Tabela 1. Cont.

Acessos Procedéncia Pungéncia Cor do Fruto Imaturo Cor do Fruto Maduro Forma do Fruto
UENF 2066 Parque Novo Mundo Presente Verde Laranja Palido Acampanulado
UENF 2073 Rio das Ostras, RJ Presente Verde Amarelo-Laranja Pélido Acampanulado
UENF 2074 Rio das Ostras, RJ Ausente Verde Laranja Palido Triangular
UENF 2075 Rio das Ostras, RJ Presente Verde Vermelho Escuro Arredondado
UENF 2078 Caceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2079 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Alongado
UENF 2082 Céaceres, MT Presente Verde Amarelo-Laranja Arredondado
UENF 2083 Céaceres, MT Presente Verde Laranja Palido Alongado
UENF 2085 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Alongado
UENF 2087 Céaceres, MT Presente Verde Laranja Arredondado
UENF 2091 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Arredondado
UENF 2093 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Alongado
UENF 2097 Caceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2100 Céaceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Alongado
UENF 2101 Céaceres, MT Presente Verde Vermelho Triangular
UENF 2106 Caceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2107 Céaceres, MT Presente Verde Vermelho Acampanulado
UENF 2110 Céaceres, MT Ausente Verde Vermelho Escuro Acampanulado
UENF 2111 Céceres, MT Presente Verde Amarelo-Laranja Triangular
UENF 2112 Caceres, MT Presente Verde Vermelho Claro Triangular
UENF 2113 Caceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Arredondado
UENF 2115 Caceres, MT Ausente Verde Laranja Triangular

8T



Tabela 1. Cont.

Acessos Procedéncia Pungéncia Cor do Fruto Imaturo Cor do Fruto Maduro Forma do Fruto
UENF 2116 Céceres, MT Ausente Verde Laranja Palido Triangular
UENF 2118 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2123 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Claro Alongado
UENF 2129 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Acampanulado
UENF 2130 Céceres, MT Presente Verde Laranja Pélido Triangular
UENF 2131 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Acampanulado
UENF 2133 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2134 Céaceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2135 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2137 Caceres, MT Presente Verde Vermelho Arredondado
UENF 2140 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2153 Céceres, MT Ausente Verde Vermelho Escuro Triangular
UENF 2154 Céceres, MT Presente Verde Vermelho Escuro Triangular

6T
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4.2. CondigOes experimentais

Todos os acessos foram avaliados em dois anos consecutivos (2016 e
2017), correspondendo a duas avaliacdes em épocas distintas, que foram: Maio a
Agosto de 2016, e Setembro a Novembro de 2017. As sementes para cComposi¢ao
do experimento foram todas provenientes da colecdo de germoplasma de
Capsicum L. da UENF.

Para a composicado do segundo experimento, foram utilizadas sementes
de polinizagcdo aberta do experimento anterior. Inicialmente, foram realizadas
varias tentativas de autofecundacdo das flores. No entanto, devido a alta
temperatura, a ocorréncia de aborto prevaleceu. Porém, as sementes utilizadas
foram produzidas em casa de vegetacdo e, portanto, a porcentagem de
ocorréncia de fecundagao cruzada deve ser considerada baixa, sendo que nao foi
constatada segregacdo dentro dos acessos.

Para obtencdo dos frutos, os acessos foram semeados em bandejas de
poliestireno de 128 células, contendo substrato comercial Vivatto®. Foram
semeadas duas sementes por célula de cada acesso, com posterior desbaste.
Apods o primeiro par de folhas definitivas, as mudas foram transferidas para vasos
com capacidade para cinco litros, constituido de uma mistura de terra, areia e
esterco, na proporcao de 1:1:1.

A producéo e colheita dos frutos foram realizadas em casa de vegetacao
na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP), da UENF, em Campos dos Goytacazes,
RJ. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso (DIC),
composto por cinco repeticdes e disposto em fileiras duplas (Figura 1). Todos os
tratos culturais utilizados seguiram o recomendado por Filgueira (2012), com
algumas adaptacgdes para cultivo protegido. O manejo nutricional foi realizado de
acordo com a andlise de solo e necessidade da cultura, sendo feita a aplicagéo de
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), em intervalos de 15 dias, ap6s um
més do transplantio. A concentracdo dos nutrientes utilizados na solucao
completa em mg/L foi de: N= 224,0; P= 31,0; K= 234,0; Ca= 160,0; Mg= 48,6; S=
80,0; Cl= 1,77; Mn= 0,55; Zn= 0,13; Cu= 0,03; Mo= 0,06; B= 0,27; e Fe-EDTA=
2,23.
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Figura 1. Experimento conduzido em casa de vegetacdo na UAP/UENF. UENF,
Campos dos Goytacazes, 2018.

Todos os frutos foram destacados e levados ao laboratério, onde foi feito
todo o procedimento de desinfestacao, inoculacdo e avaliacéo.

4.3. Manutencéo do isolado

O isolado de C. gloeosporioides 8.1 foi obtido a partir de pimentdo com
sintomas de antracnose coletado em Campos dos Goytacazes, RJ. Apds a
conclusdo do experimento para verificacdo da patogencidade via Postulado de
Koch, o isolado foi enviado a micoteca URM (University Recife Micology) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, onde foi confirmada a
espécie. O isolado esta sendo mantido utilizando-se o método Castellani, que
consiste no armazenamento do fungo em discos de col6nias puras em BDA,
colocadas em um pequeno frasco, contendo agua destilada esterilizada, sendo,
posteriormente, selado e armazenado a temperatura de 5 °C e também em
temperatura ambiente, com o objetivo de manter a viabilidade, capacidade de

esporulacéo e patogenicidade (Aparecido et al., 2007).

4.4. Inoculacédo e avaliagcdo da resisténcia

Para o preparo da suspensdo de conidios, os isolados foram crescidos
em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) (Figura 2A) e incubados em BOD
a temperatura de 28 °C, sob fotoperiodo de 12 h, durante sete dias. A suspensao

de conidios foi preparada em agua deionizada e esterilizada, ajustada a
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concentracdo de aproximadamente 1,0 x 108 conidios.mL!, com auxilio de uma

camara de Neubauer e microscoépio de luz (Silva et al., 2014).

e A

\

I8
/i
/A
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Figura 2. (A) Colbnia de C. gloeosporioides (isolado 8.1) crescido em meio BDA,
apos incubacdo em BOD, a temperatura de 28 °C sob fotoperiodo de 12 h,
durante sete dias. (B) Frutos de Capsicum chinense sobre bandeja de isopor apos
desinfestacdo, prontos para serem inoculados. UENF, Campos dos Goytacazes,
2018.

Os frutos foram colhidos em casa de vegetacdo e levados para o
laboratorio, onde foram retirados os pedicelos e realizada a desinfestagcdo com
alcool 70% por 1 min e solucdo de hipoclorito de sodio (0,2% de cloro ativo) por 5
min. Em seguida, foram triplamente lavados com &gua deionizada estéril, secos
em papel toalha e colocados em bandejas de isopor previamente desinfestadas
(Figura 2B). Foram avaliados 15 frutos por acesso, sendo trés frutos por
repeticdo, em ambas as épocas de avaliacdo. Para todos os acessos foi utilizado
0 controle negativo, ou seja, foi inoculado um fruto de cada repeticdo apenas com
agua deionizada e esterilizada na quantidade de 10 pL.

Em cada fruto foi realizado um ferimento central com profundidade de 1
mm, aproximadamente, com auxilio de agulha entomolégica. Foram depositados
10 pL da suspenséao de conidios. Apos a inoculagéo, os frutos foram devidamente
identificados e colocados em camara Umida, a temperatura ambiente em
condicoes de laboratorio (£ 28 °C).

A avaliacao foi realizada a cada 24 horas ap0s a inoculacéo, durante 11
dias consecutivos, verificando-se o periodo de incubacdo e o periodo latente. As
lesbes foram mensuradas a partir do terceiro dia apds a inoculagédo (DAI), com

auxilio de paquimetro digital (Figura 3A).
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A incidéncia de doenga em cada tratamento foi determinada aos sete dias
apos a inoculagdo. Os escores de resisténcia foram estabelecidos, variando de 1
a 5, sendo: 1 — Altamente resistente; 2 — Resistente; 3 — Moderado; 4 —
Suscetivel; 5 — Altamente suscetivel. Os critérios considerados se basearam na
incidéncia estimada, conforme Syukur et al. (2013), aplicando modificacdes no
método proposto por Yoon (2003). A incidéncia de doencga (ID) foi calculada da
seguinte maneira: calculou-se a proporcéo de frutos doentes em cada tratamento,
em relacdo ao total de frutos inoculados por tratamento. Os frutos que tiveram

lesbes maiores que 4 mm no sétimo DAI, foram considerados doentes (Tabela 2).

Tabela 2. Escore, incidéncia da doenca e nivel de resisténcia com base nos
sintomas.

Escore Incidéncia da doenca (%) Nivel de resisténcia
1 0<x=<10 Altamente Resistente
2 10,1=<x<20 Resistente
3 20,1=<x<40 Moderado
4 40,1<x=<70 Suscetivel
5 >70 Altamente Suscetivel

Fonte: Syukur et al. (2013)

4.5. Padrao de resisténcia

O acesso UENF 1381, uma pimenta da espécie C. annuum var. annuum,
foi utilizado como padréo de resisténcia a antracnose, por ter sido descrito por
Bento et al. (2017) como altamente resistente no estadio imaturo e,
moderadamente, resistente no estadio maduro, correspondendo a uma avaliacdo

de sete dias.
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Figura 3 - (A) Mensuracdo das lesbes provocadas por Colletotrichum
gloeosporioides em Capsicum, utilizando paquimetro digital. (B) Frutos do acesso
resistente UENF 1381 nos estadios imaturo e maduro. UENF, Campos dos
Goytacazes, 2018.

4.6. Caracteristicas avaliadas

a)

b)

Periodo de Incubacdo (PI) (dias): correspondeu ao periodo em dias
entre a inoculacdo do patégeno até o aparecimento dos primeiros
sintomas da doenca no fruto. O PI foi considerado quando os frutos
apresentaram necrose e lesdo com aproximadamente 1 mm de
diametro. A avaliagédo foi realizada nos trés frutos de cada repeticao,
totalizando 15 frutos por tratamento. Apos a avaliacdo foi calculada a

meédia para cada repeticdo de cada acesso;

Periodo Latente (PL) (dias): correspondeu ao periodo em dias entre a
inoculacdo do patégeno até a esporulacdo do fungo sobre o fruto, em
forma de mucilagem, quando estas se tornaram perceptiveis a olho nu.
O periodo latente foi avaliado para os trés frutos de cada repeticao.
Apos avaliacdo, foi calculada a média para cada repeticdo de cada

acesso,

2
.

Figura 4: (A) — Frutos de C. chinense com sintomas iniciais de
antracnose, caracterizando o periodo de incubacéo (Pl). (B) — Frutos
com inicio de esporulacdo do C. gloeosporioides, caracterizando o
periodo latente (PL). UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.

=



c)

d)
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Velocidade Média de Crescimento da Lesdo (VMC) (mm/dia): a
avaliacao foi realizada pela medicdo, a cada 24 horas, do diametro das
lesbes a partir do terceiro dia apos inoculagdo, mensurado na maior
distancia do fruto (ora no comprimento, ora na largura), durante o
periodo de avaliacdo. Para isso, foi utilizada a seguinte formula
proposta por Lilly e Barnett (1951), com adaptacdo de Pereira et al.
(2006):

vMCc= ——1 (1)

Sendo:

VMC = velocidade média de crescimento;

Cta = crescimento no primeiro intervalo de tempo;
Ct2 = crescimento no segundo intervalo de tempo;

T = intervalo de tempo considerado.

Para a obtengédo dos valores de Cti, Ct2 e T foi adotado o seguinte
procedimento: os valores de Cti1 corresponderam ao diametro da leséao
(DL), no terceiro dia ap6s inoculacdo (DAI). Para se chegar aos valores
de T, foram identificados os DAl em que o primeiro fruto de cada
tratamento foi eliminado. Para o estadio imaturo, utilizou-se T = seis
dias. Para o estadio maduro nos dois ambientes, utilizou-se T = sete
dias. Consequentemente, os valores de Ctz foram correspondentes ao
DL no intervalo em dias, ou seja, no estadio maduro diametro da leséo

no sétimo DA, e no estadio imaturo, didmetro da lesdo no sexto DAI.

Diametro da Lesdo ao Sétimo Dia (DL7) (mm): diametro médio em
milimetros (mm) das les6es nos frutos de cada acesso ao sétimo dia
apos inoculagéo;

Percentual da lesdo em relagdo a maior distancia do fruto (PDL)

(%): foi calculado o percentual do diametro da lesédo (mm) em relacdo a
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maior distancia do fruto (mm), ora no comprimento, ora na largura. Para

isso foi utilizada a seguinte formula:

PDL = (DL x 100) / MDF (2)

Sendo:
DL = didmetro da lesao no fruto;
MDF = maior distancia do fruto.

Essa formula foi aplicada para cada fruto e, logo em seguida, foi obtida
a média por repeticdo de cada tratamento.

f) Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca com Base no
Diametro das Lesdes (AACPD1): foi calculada a AACPD com base
nas mensuracdes consecutivas do diametro da lesdo em cada fruto, de

cada repeticdo e cada tratamento.

A AACPD foi calculada de acordo com a seguinte expressdo, conforme
Campbell e Madden (1990).

n—=1 (3)

VT Vs
AACPD = Z (%)(rm— t.)
1

Sendo:

n = nimero de observacgoes;

yi = severidade da doencga na “i"-ésima observacao;

ti = tempo em dias na “i"-ésima observacao.
4.7. Analise estatistica dos dados
Apbs confirmados os pressupostos para realizacdo da ANOVA, adotou-se

0 seguinte modelo estatistico:

Yijkr = M + @i + mj + gk + amij + gaki + gmgj + amgijk + e(ijk)r
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Sendo: Yijkr = valor observado da r-ésima repeticdo da i-ésima época, no j-ésimo
estadio de maturacdo do k-ésimo tratamento; g: média geral; ai: efeito da época
de avaliacdo i; mj: efeito do estadio de maturacdo dos frutos j; gk: efeito do
genotipo k; gaki, gmkj, amij e agmij: interacdes duplas e tripla dos efeitos; eij):
erro aleatorio associado a Yijkr.

Verificada a diferenca significativa entre os acessos ao nivel de 5% para
cada variavel analisada pelo teste F, foi realizado um agrupamento de médias
pelo critério de Scott-Knott (1974) ao nivel de 5% de significAncia.

Foram aplicados contrastes ortogonais baseados no teste F, para verificar
as diferencas entre cada tratamento e o padrao de resisténcia (UENF 1381). Para
isso, o grau de liberdade de gendtipos foi decomposto. Desta forma, cada
contraste gera uma hipdtese a ser testada e esta associado a uma soma de
quadrados com 1 grau de liberdade.

Todas as variaveis foram utilizadas conjuntamente em uma técnica
multivariada de andlise de componentes principais (PCA). As analises foram

realizadas com o auxilio do programa R (www.r-project.org).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise de variancia, contraste e agrupamento de médias

Na analise de variancia (Tabela 3), a fonte de variacdo genotipo foi
significativa para todas as variaveis analisadas, denotando a variabilidade
existente entre os acessos do banco de germoplasma.

Quanto as interacdes época x estadio e época Xx genoétipo, ambas
apresentaram auséncia de significancia para todas as caracteristicas, 0 que
implica dizer que a época de avaliacdo ndo exerceu efeito importante sobre o
estadio de maturacdo dos frutos e os genotipos avaliados em relagdo a reacao a
antracnose.

A significAncia na interacdo estadio x genétipo mostra que o estadio de
maturacdo apresentou influéncia na expressdo da resisténcia, ou seja, 0S
resultados diferiram entre os frutos imaturos e maduros.

Em relacdo ao contraste entre o padrdo de resisténcia e 0s acessos,
todas as variaveis foram significativas, mostrando que nenhum genétipo teve um
nivel de resisténcia préximo ao acesso UENF 1381. Devido a significancia da
interacdo estadio x genotipo, o grau de liberdade da interacdo foi decomposto
para comprovar se a resisténcia do acesso UENF 1381 diferia quanto ao estadio
de maturacdo. Contrariando o primeiro contraste, ndo houve significancia nas
variaveis, mostrando que nenhum genaétipo teve reacdo semelhante ao acesso

UENF 1381, independente do estadio de maturagéo dos frutos.
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Tabela 3. Resumo da ANOVA com os quadrados médios de contrastes, médias,
coeficientes de variacdo experimental e residuo de seis caracteristicas avaliadas
em frutos de 55 acessos de C. chinense, incluindo o padrédo de resisténcia do
banco de germoplasma da UENF. UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.

QMl/
FV GL
AACPD Pl PL VMC DL7 PDL
Epoca 1 24444 0,43 20,90" 0,17 5,16" 999,6"s
Estadio 1 519,3" 7,56 79,82" 0,90 173,99" 81,40

Genatipo 55 8161,6" 20,01 17,51 2,59" 171,22™ 5349,70"
1381 x chinense 1 102028,0” 214,62 191,99 26,81 1984,49™ 59935,0"
Genotipo 54 6423,0" 16,417 14,28" 2,14" 137,65 4339,0”
Epoca x Estadio 1  244,60" 0,29 947" 0,07 0,80 128,40
Epocax Gen 55 889,70 254" 271" 0,27" 18,01"s 245,90"
Estadiox Gen 55 2328,40" 6,78 3,91 0,70 54,80 577,70"
1381 x chinense 1 184,0"  4,46" 7,75" 0,04" 12,70™ 9,0m
Genotipo 54 2368,0° 6,83" 3,84° 0,71 5558" 588,0”
EpxEstxGen 55 853,0 4,05 259" 0,31" 21,73 230,10
Residuo 896 8950 4,12 2,52 0,32 20,89 303,70

Média 81,91 4,80 7,88 1,38 11,51 59,95
CV (%) 36,52 42,24 20,14 40,60 39,70 29,07

UAACPD = éarea abaixo da curva de progresso da doenca; Pl = periodo de incubacéo; PL =
periodo latente; VMC = velocidade média de crescimento da lesdo; DL7 = diametro da lesdo no
sétimo dia ap6s inoculagéo; PDL = percentual da lesdo em relagdo a maior distancia do fruto; ns =
nao significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F; ** = Significativo ao nivel de
1% de probabilidade pelo teste F; * = significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, foi observada a formacao de
quatro grupos para as variaveis Pl, PL e PDL e trés grupos para as variaveis
AACPD, VMC e DL7 em frutos imaturos. Para frutos maduros, a variavel PDL
formou quatro grupos, AACPD, PL e VMC formaram trés grupos e as variaveis PI
e DL7 formaram dois grupos.

Para a variavel AACPD (figura 5), os frutos no estadio imaturo
apresentaram médias mais baixas quando comparados ao estadio maduro. O
acesso 2101 apresentou a maior suscetibilidade em frutos imaturos. Em
contrapartida, o acesso UENF 1715 apresentou a menor média. Observando o
acesso UENF 1381, percebe-se que os seus valores estdo muito inferiores dentre
os demais, confirmando os resultados obtidos por Bento et al. (2017).

O calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) tem

como um dos objetivos no melhoramento, a avaliacdo da resisténcia de genotipos
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aos patégenos causadores de doencas. Portanto, deseja-se que 0s genotipos
registrem os menores valores para essa variavel, pois sugere que a severidade
da doenca foi menor.

O PI corresponde ao tempo entre a inoculacdo do patdégeno sobre o
hospedeiro até o aparecimento dos sintomas da doenca (Amorim e Bergamin
Filho, 2006). Ao contrario da AACPD, nessa variavel desejam-se genotipos com
maiores valores.

Para o periodo de incubacao (PI) (figura 6), 56% dos acessos mostraram
valores mais elevados no estadio imaturo, mostrando maior resisténcia nesse
estadio de maturacdo. O acesso UENF 1715 apresentou o maior valor de PI (~9
DAI), superando o padrdo de resisténcia. Em contraste, o menor valor de PI (2
DAI) também foi observado em frutos imaturos, com o acesso UENF 2051, o que
pode ser uma caracteristica intrinseca a esse acesso.

Quanto ao periodo latente (PL), Amorim et al. (2011) descrevem-no como
o intervalo entre a inoculacdo do patdgeno sobre o hospedeiro até a sua
esporulacdo. Quanto mais longo o periodo latente, possivelmente sera maior a
resisténcia da planta a colonizagdo. PL é uma variavel importante para confirmar
0 grau de resisténcia ou suscetibilidade de um hospedeiro.

Para a variavel PL (figura 7), 71% dos acessos apresentaram maiores
médias em frutos maduros. Porém, o maior valor foi observado para o acesso
UENF 1715, no estadio imaturo, com excec¢éo do acesso UENF 1381. Percebe-se
que a reacdo difere entre os estadios de maturacdo dos frutos, levantando a
hipétese de que algum(ns) fator(es) ligados a maturacao atuam na resisténcia.

Para a variavel VMC (velocidade média de crescimento das lesdes),
também sédo preferiveis 0s genoétipos que apresentam os menores valores, em
ambos os estadios de maturacao. Logicamente, quanto menor a velocidade, mais
lento serd o desenvolvimento da doenca e a esporulacdo do patdgeno.

Quanto a variavel VMC (figura 8), 51% dos acessos obtiveram maiores
médias em frutos maduros. O acesso UENF 1715 apresentou a menor média no
estadio imaturo e os acessos UENF 1762 e UENF 2134 para frutos maduros. Os
acessos UENF 2036 e UENF 2101 apresentaram as maiores medias para frutos
imaturos e maduros, respectivamente, sendo 0s mais suscetiveis.

Nota-se na variavel DL7 (figura 9), que metade dos acessos tiveram maior

suscetibilidade em frutos imaturos, assim como em frutos maduros, destacando o
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acesso UENF 1715 que apresentou a menor média em frutos imaturos e o acesso
UENF 1764 com menor média em frutos maduros. Frutos com menor diametro de
lesdo no sétimo dia apos inoculagéo, sugerem que a severidade da doenca e/ou a
velocidade de crescimento da lesdo foi menos intensa e, consequentemente, 0
fruto apresentou algum nivel de resisténcia.

A variadvel que mediu a porcentagem da area doente no fruto (PDL) (figura
10) mostra que, novamente, metade dos acessos tiveram reacdes idénticas nos
dois estadios de maturacéao.

Observando os resultados, percebe-se que a reacdo a antracnose tem
variacdo nos diferentes estadios de maturacédo dos frutos, fato esse que pode ser
observado nas variaveis Pl e PL, onde o Pl apresentou maiores médias no
estadio imaturo, enquanto que o PL foi maior em frutos maduros. Dentre os
acessos avaliados, o UENF 1715 destacou-se apenas no estadio imaturo,
apresentando altos valores de Pl e PL e baixa velocidade de crescimento da
lesdo (VMC). Contudo, seus resultados ndo superaram o padrdo de resisténcia
(UENF 1381). Portanto, a melhor fonte de resisténcia a antracnose da colecao de
germoplasma da UENF até o presente momento continua sendo o acesso UENF
1381.
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seguidas pelo agrupamento entre médias de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.
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5.2. Incidéncia de doenca

O acesso UENF 1715 foi classificado como resistente moderado para o
estadio imaturo, apresentando 26,9% de incidéncia da doenca em seus frutos
inoculados (Tabelas 4 e 5). Porém, foi classificado como suscetivel em frutos
maduros (Figura 11). Apenas o padrédo de resisténcia foi classificado como
resistente no estadio imaturo.

Nenhum acesso foi classificado nas classes AR e R no estadio maduro.
Na classe M (resisténcia moderada), apenas o acesso UENF 1381 foi alocado
nessa classe. Os acessos UENF 1764, UENF 2116 e UENF 2123, apresentaram
reacbes semelhantes, sendo classificados como suscetiveis em ambos os
estadios de maturacao.

Os acessos UENF 2082, UENF 2085, UENF 2110, UENF 2111, UENF
2113 e UENF 2137 foram classificados como suscetiveis para frutos imaturos e
altamente suscetiveis quando em frutos maduros. Também tiveram casos em que
os acessos (UENF 1762, UENF 1768, UENF 1770, UENF 2079 e UENF 2101)
foram suscetiveis para frutos maduros e altamente suscetiveis para frutos
imaturos. No total, 40 acessos foram altamente suscetiveis e trés acessos foram
suscetiveis em frutos imaturos e maduros. Treze acessos apresentaram reacoes
diferentes entre frutos imaturos e maduros, sendo classificados em diferentes
niveis de resisténcia na escala de incidéncia.

Observando os resultados de todas as variaveis, o acesso UENF 1715
apresentou bom desempenho perante o conjunto de acessos avaliados, com
valores altos de Pl e PL (8,9 e 11,00 DAI, respectivamente). Apesar disso, 0
padrdo de resisténcia ndo foi superado, continuando como a melhor fonte de

resisténcia a antracnose da colecéo de Capsicum spp., da UENF.
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Incidéncia de doencga
50 45 46
40
30
20

10

N° de acessos

0=x=<10 10,1=x=< 20 20,1=x=40 40,1=x=70 > 70

Escore e niveis de resisténcia

® [maturo Maduro

Figura 11. Namero de acessos por escore e niveis de resisténcia, de acordo com
o0 calculo de incidéncia da doenca para frutos imaturos e maduros. UENF,
Campos dos Goytacazes, 2018.

Tabela 4. Percentual de incidéncia de antrachose em frutos imaturos de 55
acessos de Capsicum chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.

Incidéncia da doenca (%)

AcCessos

Imaturo Acessos Imaturo
UENF 1707 80,0 UENF 2085 56,5
UENF 1708 86,5 UENF 2087 86,7
UENF 1715 26,9 UENF 2091 93,0
UENF 1720 89,9 UENF 2093 79,9
UENF 1721 86,7 UENF 2097 83,4
UENF 1722 96,5 UENF 2100 76,7
UENF 1726 86,7 UENF 2101 96,5
UENF 1730 83,4 UENF 2106 96,5
UENF 1736 96,5 UENF 2107 73,4
UENF 1753 79,9 UENF 2110 66,5
UENF 1762 80,0 UENF 2111 66,7
UENF 1764 63,4 UENF 2112 93,0
UENF 1765 80,0 UENF 2113 66,7
UENF 1768 83,4 UENF 2115 86,5
UENF 1770 79,9 UENF 2116 66,7
UENF 1788 76,7 UENF 2118 73,0
UENF 1791 83,4 UENF 2123 66,7
UENF 2036 86,7 UENF 2129 80,0
UENF 2044 89,9 UENF 2130 100,0
UENF 2051 100,0 UENF 2131 76,7
UENF 2066 93,0 UENF 2133 76,5

UENF 2073 93,0 UENF 2134 96,5
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Tabela 4 — Cont.

Incidéncia da doenca (%)

Acessos
Imaturo Acessos Imaturo
UENF 2074 73,4 UENF 2135 100,0
UENF 2075 100,0 UENF 2137 69,9
UENF 2078 100,0 UENF 2140 80,0
UENF 2079 73,4 UENF 2153 79,9
UENF 2082 66,7 UENF 2154 83,0
UENF 2083 83,0 UENF 1381 13,0

Tabela 5. Percentual de incidéncia de antracnose em frutos maduros de 55
acessos de Capsicum chinense. UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.

Incidéncia da doenca (%)

Acessos Maduro Acessos Maduro
UENF 1707 76,7 UENF 2085 86,5
UENF 1708 93,4 UENF 2087 76,5
UENF 1715 70,0 UENF 2091 89,9
UENF 1720 93,4 UENF 2093 93,4
UENF 1721 73,4 UENF 2097 86,7
UENF 1722 73,0 UENF 2100 96,5
UENF 1726 83,4 UENF 2101 66,5
UENF 1730 86,5 UENF 2106 93,4
UENF 1736 89,9 UENF 2107 79,9
UENF 1753 86,5 UENF 2110 96,5
UENF 1762 50,0 UENF 2111 93,0
UENF 1764 49,9 UENF 2112 83,4
UENF 1765 96,5 UENF 2113 76,7
UENF 1768 63,4 UENF 2115 96,5
UENF 1770 66,5 UENF 2116 63,0
UENF 1788 80,0 UENF 2118 83,4
UENF 1791 83,0 UENF 2123 69,9
UENF 2036 96,5 UENF 2129 100,0
UENF 2044 83,4 UENF 2130 100,0
UENF 2051 100,0 UENF 2131 96,5
UENF 2066 100,0 UENF 2133 93,4
UENF 2073 86,5 UENF 2134 76,7
UENF 2074 79,9 UENF 2135 83,4
UENF 2075 100,0 UENF 2137 76,5
UENF 2078 79,9 UENF 2140 100,0
UENF 2079 66,5 UENF 2153 93,4
UENF 2082 83,0 UENF 2154 93,4

UENF 2083 76,5 UENF 1381 26,7
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Figura 12. Frutos dos acessos inoculados com o Coletotrichum gloeosporioides
aos trés Dias Apos a Inoculacdo (DAI) (esquerda) e aos sete DAI (direita). A —
UENF 1715; B — UENF 1730; C — UENF 2134; D — UENF 2115; E — UENF 2044;
F — UENF 2135. UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.
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Figura 13. Frutos dos acessos inoculados com o C. gloeosporioides aos trés dias
apos a inoculacdo — DAI (esquerda) e aos sete DAI (direita). A — UENF 2079; B —
UENF 2116; C — UENF 2154; D — UENF 1788; E — UENF 2074; F — UENF 1381
(padréo de resisténcia). UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.
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5.3. Correlacéo de Pearson

Por meio da correlagcdo de Pearson, verificou-se a correlagdo entre as
variaveis nos diferentes estadios de maturacdo. Os resultados variaram de -0,68 a
0,99 (Tabela 6).

Foi observada uma correlacdo moderada para AACPD (0,56), mostrando
que existe relacao entre os estadios de maturacédo para essa variavel. Silva et al.
(2014), avaliando a reacao de acessos de Capsicum spp. ao C. gloeosporioides,
encontraram correlacdo de 0,52 para AACPD entre frutos imaturos e maduros.

Contudo, as variaveis Pl e PL apresentaram correlacées negativas com
AACPD e todas as outras variaveis. Em contrapartida, as variaveis VMC e DL7
apresentaram 0s maiores valores de correlacdo com AACPD (0,98 e 0,99
respectivamente).

Houve alta correlacédo entre Pl e PL (0,85 e 0,86). A variavel Pl nos frutos
imaturos apresentou correlacdo negativa com VMC e DL7 no estadio maduro
(-0,48 e -0,63 respectivamente), assim, como ocorreu, também, para a variavel PL
nos frutos imaturos, obtendo valores negativos com VMC e DL7 em frutos
maduros, de -0,41 e -0,57, respectivamente.

Observando a tabela 10, nota-se que a correlacdo entre a mesma variavel
em ambos os estadios de maturacdo apresenta valores moderados e positivos
(0,5 a 0,64), com excecéao da caracteristica PDL, com valor de 0,81, porém, todas

altamente significativas.

Tabela 6. Correlacdo de Pearson entre seis componentes de resisténcia,
avaliados em frutos imaturos e maduros de 55 acessos de C. chinense da colecéo
de germoplasma da UENF. UENF, Campos dos Goytacazes, 2018.

M Il AACPD Pl PL VMC DL7 PDL
AACPD 0,56** -0,65** -0,56** 0,97** 0,99** 0,16"
Pl -0,59** 0,5** 0,85** -0,62** -0,64** -0,68**
PL -0,50** 0,86** 0,64** -0,6** -0,59** -0,60**
VMC 0,95** -0,48** -0,41** 0,58** 0,98** 0,15"
DL7 0,98** -0,63** -0,57** 0,96** 0,52** 0,14ns
PDL 0,22"s -0,61** -0,68** 0,13m 0,25" 0,81**

M = frutos maduros; | = frutos imaturos; AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca;
PI = periodo de incubagéo; PL = periodo latente; VMC = velocidade média de crescimento; DL7 =
diametro da les@o no sétimo dia ap0s inoculacdo; PDL = percentual da lesdo em relagdo a maior
distancia do fruto; ** e * = significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente; ns = nédo
significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade.
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5.4. Anélise de componentes principais - PCA

Os dados da avaliacdo de reacdo dos acessos a antracnose foram
tratados por uma analise de componentes principais (figuras 14 e 15). A primeira
(PC1) e segunda (PC2) componentes principais feitas para frutos imaturos (figura
8), explicam 92,85% da variacao total. Cada varidvel formou um vetor, que esta
representado por setas na cor vermelha. O padrao de resisténcia (UENF 1381) foi
representado com a cor azul.

A andlise de PCA esta dividida em quatro quadrantes. Observando o
quadrante localizado no canto superior esquerdo, h4 a presenca dos vetores Pl e
PL, mostrando que essas duas varidveis foram as que melhor separaram 0s
acessos presentes nesse quadrante, onde foram agrupados o padrdo de
resisténcia (UENF 1381) e mais 11 acessos: UENF 1715, UENF 1764, UENF
2082, UENF 2085, UENF 2107, UENF 2110, UENF 2116, UENF 2123, UENF
2131, UENF 2140 e UENF 2154.

Nota-se, que o acesso UENF 1715 foi o acesso que ficou mais proximo
do padrédo de resisténcia. Comparando as médias de Pl e PL dos dois acessos,
ndo h& diferenca, pois os dois obtiveram valores de 9,0 e 11,0 DAI,
respectivamente. No entanto, as diferencas foram maiores para outras variaveis,
como a AACPD, sendo que o padrdo obteve resultados inferiores. Portanto, os
acessos desse grupo, apresentaram os maiores valores de Pl e PL, com variacéo
de 5,1 (UENF 2140) a 9,0 DAI (UENF 1381) e de 7,5 (UENF 2140) a 11,0 DAI
(UENF 1381), respectivamente, com valores baixos e intermediarios de AACPD,
VMC, DL7 e PDL, ou seja, sd0 0S acessos que apresentaram um nivel de
resisténcia maior que os demais.

No quadrante onde se encontram os vetores AACPD, VMC e DL7, foram
agrupados 17 acessos. Ao contrario do grupo anterior, 0os acessos desse
agrupamento foram suscetiveis, apresentando altos valores de AACPD (89,90 —
UENF 2118, a 124,35 — UENF 2066), VMC variando de 1,46 mm/dia (UENF 2118)
a 2,23 mm/dia (UENF 2101) e DL7 entre 12,62 mm e 20,02 mm. Esses altos
valores fizeram com que houvesse a distingdo desse grupo e 0os demais acessos
avaliados.

Para o vetor PDL, foram agrupados 12 acessos. Essa variavel que mostra

o percentual do didmetro da lesdo em relacdo a maior distancia do fruto, teve
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variacdo de 61,39% (UENF 2112) a 85,41% (UENF 1720), ou seja, os frutos
desses acessos apresentaram lesdes em mais de 50% da area inoculada.

O dultimo grupo foi formado por 15 acessos. Nesse agrupamento, ficaram

todos os acessos com valores intermediarios para todas as variaveis. Houve
variacéo de 37,69 a 87,75 para AACPD, 3,8 DAI a 6,2 DAI para PI, 6,0 DAl a 8,3
DAI para PL, 0,71 mm/dia a 1,35 mm/dia para VMC, 5,15 mm a 11,84 mm para
DL7 e por fim, 54,43% a 93,79% para PDL.
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Figura 14. Analise de componentes principais (PCA) em frutos imaturos,

realizada a partir da matriz de correlagbes entre as variaveis: AACPD = area
abaixo da curva de progresso da doenca; Pl = periodo de incubacdo; PL =

periodo latente; VMC = velocidade média de crescimento da lesdo; DL7 =

diametro da les@o ao sétimo dia apds inoculacdo; PDL = percentual do diametro
da lesdo em relagédo a maior distancia do fruto.
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Figura 15. Andlise de componentes principais (PCA) em frutos maduros,
realizada a partir da matriz de correlagdes entre as variaveis: AACPD = area
abaixo da curva de progresso da doenca; Pl = periodo de incubacdo; PL =
periodo latente; VMC = velocidade média de crescimento da lesdo; DL7 =
didmetro da lesdo ao sétimo dia apds inoculacdo; PDL = percentual do diametro
da lesdo em relacdo a maior distancia do fruto.

A andlise de PCA para os frutos no estadio maduro, com 0s vetores:
AACPD, PI, PL, VMC, DL7 e PDL, mostrou que a soma dos dois componentes
principais (PC1 + PC2), explicam 91,27% da variacéo total (Figura 15).

Percebe-se novamente que o acesso UENF 1381 (padréo de resisténcia),
ficou afastado dos demais, sendo representado pelos vetores Pl e PL. Como
podemos ver, o acesso UENF 1715, que ficou proximo ao padrdao no estadio
imaturo, apresentou reacdo de suscetibilidade nos frutos maduros, porém, ficou

agrupado no mesmo quadrante juntamente com o UENF 1381.
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Catorze acessos formaram o grupo dos vetores Pl e PL, incluindo o
padrdo de resisténcia. Os acessos que ficam préximos no plano, indicam que
tiveram reacdo semelhante e apresentaram médias semelhantes. Nesse caso, 0
acesso UENF 1764 ficou mais proximo ao padréo de resisténcia. Como exemplo,
temos os acessos UENF 1721 e o UENF 2107, que apresentaram PL de 8,8 DAI
e 8,9 DAI respectivamente. O acesso UENF 1764 obteve PL de 10,4 DAl e o
UENF 1381 de 11,0 DAIL. No geral, a variacdo de PI foi de 4,7 DAl a 9,0 DAl e o
PL de 8,4 DAl a 11,0 DAI.

O grupo composto pelos vetores AACPD, VMC e DL7, foi composto por
18 acessos. Assim como na analise para frutos imaturos, nesse grupo estdo os
acessos suscetiveis, que apresentaram altos valores de AACPD, com variacao de
81,73 a 130,17, valores de VMC entre 1,53 mm/dia a 2,24 mm/dia e DL7 com
variacédo de 11,24 mm a 18,75 mm.

O grupo formado pelo vetor PDL, foi composto por 15 acessos. Todos 0s
acessos presentes nesse agrupamento, apresentaram percentual de leséo
superior a 50% da maior distancia do fruto. A variacéo foi de 59,50% a 91,06%.

O ultimo grupo foi formado por acessos que obtiveram valores moderados
para todas as variaveis. Estdo nesse grupo, os acessos: UENF 1707, UENF 1722,
UENF 1791, UENF 2075, UENF 2078, UENF 2087, UENF 2134 e UENF 2154,

totalizando nove acessos.
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6. DISCUSSAO

A espécie avaliada nesse trabalho, C. chinense, € conhecida por conter
genes que conferem resisténcia a antracnose, porém, Park et al. (2009) sugerem
que a espécie C. baccatum possui maiores niveis de resisténcia quando
comparadas com outras espécies do género. No entanto, quando se deseja
transferir essa resisténcia para C. annuum (espécie representada principalmente
pelo pimentédo), poucas sao as chances de se obter sucesso, pois C. baccatum é
considerada uma espécie de um pool génico diferente. Portanto, de acordo com
Mahasuk et al. (2009), acessos de C. chinense sdo mais utilizados em programas
de melhoramento que visem o desenvolvimento de plantas de C. annuum
resistentes a antracnose, por ser mais facil a realizacdo de cruzamentos viaveis
entre essas duas espécies.

O controle genético da resisténcia € diferente em ambos os estadios de
maturacdo. Nesse estudo, os frutos imaturos apresentaram um maior nivel de
resisténcia quando comparados aos frutos maduros. Pode-se tomar como
exemplo o acesso UENF 1715, que apresentou uma resisténcia moderada em
frutos imaturos, porém, suscetibilidade nos frutos maduros.

Pakdeevaraporn et al. (2005) e Mahasuk et al. (2009a e 2009b),
realizaram um estudo que comprova a atuacdo de diferentes genes controlando a
resisténcia a antracnose em frutos imaturos e maduros. Mongkolporn et al. (2011)
observaram reacdes diferenciais influenciadas pelo estddio de maturacdo dos

frutos de Capsicum spp. inoculados com diferentes espécies de Colletotrichum.
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Silva et al. (2014) avaliando acessos de Capsicum spp. em interacdo com
o C. gloeosporioides, observaram que 10 acessos nao apresentaram sintomas em
frutos imaturos, enquanto que, apenas seis ndo apresentaram sintomas em frutos
maduros. Em contraposicdo, Kanchana-Udomkan et al. (2004) verificaram que
frutos imaturos de C. chinense foram mais suscetiveis a antracnose causada por
C. gloeosporioides quando comparados aos frutos maduros.

Sun et al. (2015) identificaram a presenca de QTL’s responsaveis por
conferir resisténcia a antrachose em ambos os estadios de maturacdo dos frutos,
sendo um de efeito maior no cromossomo 5. Contudo, QTL’s menores foram
identificados apenas em frutos imaturos, sugerindo maior resisténcia nesse
estadio do que quando em frutos maduros.

Outro ponto de grande relevancia na resisténcia a doencas em plantas,
principalmente Capsicum, é a presenca dos compostos fendlicos. Mikulic-
petkovsek et al. (2013) e Castro-Concha et al. (2014) identificaram em seus
estudos, maiores concentracfes de compostos fendlicos em frutos imaturos, ou
seja, maior auxilio na defesa ou resisténcia ao ataque de fungos nesse estadio de
maturacao.

Silva et al. (2018) realizaram um estudo utilizando cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas, a fim de se determinar compostos
organicos presentes em frutos imaturos do acesso UENF 1715. Neste trabalho,
foram detectados o n-hexacosano, n-heptacosano e lupeol. O lupeol tem
propriedade anti-inflamatéria (Bhandari et al., 2014), atividade contra o
Trypanosoma brucei (Hoet et al., 2007) e Plasmodium falciparum (Prado-Prado et
al., 2010).

Os capsaicinoides, responsaveis por provocar a sensacao de ardéncia
nas pimentas, apresentam atividade antimicrobiana (Tewksbury et al., 2008;
Veloso et al.,, 2014). Os acessos UENF 1715 e o UENF 1381 (padrédo de
resisténcia), sdo pungentes, sugerindo que suas resisténcias podem ser
influenciadas também pela presenca de capsaicina.

O etileno, além de ser o horménio que atua no amadurecimento dos
frutos, também é um sinalizador para os fungos fitopatogénicos, incluindo o C.
gloeosporioides, fazendo com que haja o inicio da formacédo de hifas e se dé
inicio ao processo de colonizacdo do fruto sé quando este amadurece

(Kolattukudy et al., 1995; Alkan et al., 2015). Essa informacdo sugere uma
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hipotese para explicar a resisténcia moderada do acesso UENF 1715 no estadio
imaturo. O mesmo ocorre com o padrao de resisténcia, pois, foi resistente em
fruto imaturo e moderadamente resistente em fruto maduro.

Os maiores valores de AACPD e consequentemente, 0s menores valores
de Pl e PL, foram observados nos frutos maduros, corroborando os resultados
obtidos por Bosland e Votava (2012). O nivel de resisténcia esta diretamente
ligado aos periodos de incubacdo e laténcia do patdgeno, sendo que, quanto
maior a resisténcia, maiores serdo os valores desses periodos. Portanto, baixos
niveis de resisténcia facilitam a penetracdo do patdgeno na epiderme do fruto
(Edirisinghe et al., 2014). Quanto mais longo o periodo de incubacdo, mais tempo
se leva ao aparecimento dos sintomas, e economicamente falando, tem-se um
maior tempo do fruto no campo e uma maior vida util pés-colheita.

Os valores de velocidade média de crescimento (VMC) foram menores
em frutos imaturos. Acessos que apresentam resisténcia ao crescimento e
desenvolvimento do patdgeno, consequentemente, irdo retardar o0
estabelecimento do patdégeno sobre os frutos. Varios mecanismos de defesa
contra patdgenos podem ser ativados nas plantas, incluindo a presenca ou
producdo de compostos e metabdlitos que inibam a colonizacdo do fungo (Weber
et al., 2015; Abhayashree et al., 2016).

A incidéncia de doenca é um estimador bastante utilizado para diferenciar
gendtipos de acordo com suas reacdes a antracnose (Yoon, 2003; Kim et al.,
2008; Syukur et al., 2013; Sun et al., 2015). Verificou-se nesse trabalho, um
namero equiparado entre 0S acessos, ou seja, a quantidade de genotipos
suscetiveis foi praticamente a mesma em ambos os estadios, ndo ocorrendo a
auséncia total ou incidéncia nula da doenca.

Observou-se nos resultados que alguns acessos apresentaram
suscetibilidade em frutos maduros e alta suscetibilidade em frutos imaturos. Existe
uma proteina chamada pepper esterase (PepEST) que foi encontrada em frutos
maduros de pimentdo. Essa proteina vem sendo estudada e os resultados
mostram sua acgao efetiva contra fungos fitopatogénicos, pois impede a formacao
e desenvolvimento de hifas nas camadas de células dos frutos (Kim et al., 2001,
Ko et al., 2005; Ko et al.,, 2016; Seo et al.,, 2017). Com isso, surge mais uma
hipotese para se entender os mecanismos de defesa e a interagdo entre

Capsicum e o Colletotrichum.
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A estimativa da correlagdo nos mostra a relagcdo linear entre duas
caracteristicas. Observou-se nesse estudo, correlacdo forte e positiva entre as
variaveis AACPD, VMC e DL7, nos diferentes estadios de maturacdo, como
também houve a presenca de correlacdo forte no sentido negativo entre as
variaveis Pl e PL com a AACPD entre frutos imaturos e maduros. Silva et al.
(2014), encontraram correlacao positiva entre AACPD de frutos imaturos e frutos
maduros, sugerindo que, mesmo com genes diferentes controlando a resisténcia
nos dois estadios de maturacdo, o fruto com resisténcia quando verde,
possivelmente ter4 algum nivel de resisténcia em frutos maduros.

Caracteristicas que sao correlacionadas positivamente permitem a
possibilidade de se excluir uma ou outra da avaliacdo, a fim de se economizar
tempo nas avaliacdes e interpretacao dos resultados. Por exemplo, se a AACPD
tem correlacdo alta e positiva com DL7, pode-se abrir mdo de analisar a variavel
de menor importancia, sem prejuizo para a interpretacdo da reacdo de
resisténcia.

Os resultados apresentados nesse estudo evidenciam a importancia de
se avaliar germoplasma de Capsicum em diferentes estadios de maturacdo dos
frutos, tendo em vista que, o controle genético difere em ambos os estadios,
podendo haver discrepancia na reacdo a antracnose em frutos imaturos e
maduros.

A avaliacdo do banco de germoplasma de Capsicum chinense da UENF
quanto a reacdo a antracnose, completa uma etapa importante para o
conhecimento das potencialidades dos acessos conservados para o programa de
melhoramento de Capsicum da instituicdo. Os resultados aqui descritos deverao
compor os dados sobre os acessos disponibilizados no Portal Alelo®, que é uma
plataforma eletronica de servicos e gestdo de dados e informacdes de pesquisa
com Recursos Genéticos da Embrapa, da qual a UENF é signatéria.
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7. CONCLUSOES

Todos 0s acessos apresentaram sintomas da antrachose. A maioria dos acessos

apresentaram suscetibilidade tanto em frutos imaturos, quanto em frutos maduros;

Os frutos no estadio imaturo se mostraram mais resistentes que os frutos quando

maduros, apresentando menores médias de AACPD, Pl e PL;

Dentre as variaveis utilizadas, a AACPD, Pl e PL séo indispensaveis na avaliacdo
de gendtipos quanto a resisténcia a antracnose, pois foram eficientes na

discriminagcéao dos acessos;

O acesso UENF 1715 apresentou bons niveis de resisténcia no estadio imaturo,
porém, foi suscetivel quando maduro, e além do mais, ndo superou o padrdo de
resisténcia em ambos os estadios de maturacdo. Portanto, o acesso UENF 1381
continua sendo a melhor fonte de resisténcia a antracnose da colecdo de
Capsicum da UENF.
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