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RESUMO

SILVA, Soraia de Assuncdo Monteiro da. M. Sc. Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Marco de 2012. Identificacdo de fontes de
resisténcia a antracnose em acessos de Capsicum spp. Orientadora: Rosana
Rodrigues; Conselheiros: Alexandre Pio Viana e Antbnio Teixeira do Amaral
Janior.

Em 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) detectou varias
amostras de frutos de pimentdo contaminados pelo uso abusivo de
agrotoxicos. Isso ocorre devido ao grande namero de pulverizacdes para o
controle de doencas, causadas por fungos e bactérias. Entre as doencas
fungicas que ocorrem na cultura de pimentdo, a antracnose, causada por
Colletotrichum gloeosporioides, € uma das mais importantes, pois 0 controle
guimico é ineficiente e o uso de agrotoxicos, de forma inadequada, resulta em
contaminacgdes nos frutos. O melhoramento para resisténcia a antracnose é
uma questao vital nos paises em que o cultivo de pimenta e pimentdo tem
papel importante no agronegécio e € uma forma mais eficiente de controle
dessa patologia, visto que ndo agride o meio ambiente e nem a saude de
trabalhadores e consumidores. Este trabalho teve como objetivos: investigar a
reagdo de 37 acessos de Capsicum spp. da UENF em relagdo a
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) em diferentes 6rgaos da planta (folha
jovem, fruto imaturo e fruto maduro); avaliar a reacdo dos acessos em
diferentes condicbes ambientais: fruto na planta em casa de vegetacéo, e fruto

destacado mantido em condi¢cbes de laboratdrio; comparar os resultados e
Xiii



identificar a forma mais eficiente de avaliacdo na discriminagdo entre
genotipos resistentes e suscetiveis. Foram avaliados 37 acessos de Capsicum
spp. da colecdo de germoplasma do Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal do CCTA/UENF. O trabalho foi conduzido em trés etapas para
avaliacdo da resisténcia: em folhas (primeira etapa), em frutos na planta
(segunda etapa) e em frutos destacados (terceira etapa). A primeira etapa foi
conduzida em camara de crescimento com temperatura, fotoperiodo e
umidade controlados. As plantas foram mantidas a uma temperatura de 27 + 2
°C, fotoperiodo de 16h luz/8h de escuro e umidade relativa de 80%. Na
camara de crescimento, o experimento foi conduzido em blocos ao acaso, com
cinco repeticdes e uma planta por parcela. Plantulas com um par de folhas
definitivas foram transferidas para potes com capacidade para 500 mL de
substrato. Trinta e cinco dias ap0s o transplante foi feita a inoculagdo com
isolado de C. gloeosporioides cedido pelo Instituto Biolégico de Séo Paulo. O
inoculo foi preparado cultivando-se o isolado em BDA (Batata-Dextrose-Agar)
por sete dias, a 25°C, no escuro. Apds esse periodo, uma suspensao ha
concentracéo de 1,0 x 10° conidios/mL foi preparada e as folhas inoculadas. A
avaliacao foi feita a partir do 3° dia apés a inoculacdo (DAI) e, em seguida, as
plantas foram transferidas para vasos de 5L e levadas para casa de
vegetacdo, onde se procedeu a inoculacdo de frutos nos estadios imaturo e
maduro. Nos frutos inoculados, a avaliagéao foi feita a cada 24 horas, durante
sete dias, para observacao do periodo de incubacdo. Foram utilizadas escalas
de notas para os sintomas aparentes no intervalo entre o 3° e 7° dia ap0s a
inoculacdo (DAI). As variaveis das observacOes periodicas foram utilizadas
para o célculo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).
As variaveis fenotipicas com base em escala de notas para os frutos ainda na
planta e frutos destacados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, utilizando-se o programa R. A correlacdo de Spearman foi
calculada para os dados de AACPD e notas atribuidas para os frutos imaturos
e maduros, quando inoculados na planta e no laboratério. As médias obtidas
pelos acessos para as variaveis foram classificadas pelo teste de Steel. Dois
acessos de Capsicum baccatum var. pendulum, UENF 1797 e UENF 1718,
foram identificados como resistentes a antracnose. Houve diferencas entre as

reacoes observadas nos frutos imaturos e maduros quando inoculados na
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planta ou foram destacados e avaliados em condi¢des de laboratério. O mais
indicado para programas de melhoramento € que avaliagdes possam ser feitas
em todas as fases para permitir a identificacdo de diferentes genes de

resisténcia que se expressam em diferentes estadios de desenvolvimento do

fruto.
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ABSTRACT

SILVA, Soraia de Assuncao Monteiro da. M. Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. March; 2012; Identification of sources of resistance to
anthracnose in Capsicum spp. Advisor: Rosana Rodrigues; Committee
Members: Alexandre Pio Viana and Antonio Teixeira do Amaral Junior.

In 2010, the National Health Surveillance Agency (ANVISA) has detected several
samples of fruit contaminated by the overuse of pesticides. This is due to the large
number of sprays to control diseases caused by fungi and bacteria. Among the
fungal diseases that occur in the pepper crop the anthracnose caused by
Colletotrichum gloeosporioides, is one of the most important because chemical
control is inefficient and when it is used improperly results in fruits contamination.
Breeding for resistance to anthracnose is crucial in countries where the cultivation
of sweet and chili play an important role in agribusiness, and is a more efficient
way to control this disease, since it does not harm the environment or the health of
workers and consumers. This study aimed to investigate the reaction of 37
Capsicum spp. in relation to Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) in different
plant organs (young leaf, immature fruit and ripe fruit); to evaluate the reaction of
Capsicum accessions under different environmental conditions: the fruit on the
plant in a greenhouse, and detached fruit kept under laboratory conditions; to
compare these approaches and to identify the most efficient way to evaluate the
discrimination between resistant and susceptible genotypes. We evaluated 37

Capsicum spp. Accessions from the germplasm collection of the Laboratory of
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Plant Genetics (CCTA / UENF). The study was conducted in three stages for
evaluation of the resistance on leaves (first stage); in fruits on the plant (second
stage) and in detached fruit (third step). The first stage was carried out in a growth
chamber, controlling temperature, photoperiod and humidity. The plants were
maintained at temperature of 27 £ 2 ° C, photoperiod of 16h luz/8h dark and
relative humidity of 80%. In the growth chamber, the experiment was carried out in
randomized blocks with five replications and one plant per plot. In the seedling
stage, with the first pair of true leaves, plantlets were transfer to pots containing
500 mL of substrate. Thirty-five days after the transplant, plantlets were inoculated
using a C. gloeosporioides isolate donated by the Biological Institute of Sao
Paulo. The inoculum was prepared by cultivating the fungus in PDA (Potato
Dextrose Agar) medium for seven days at 25 °C in the dark. After this period, a
suspension at a concentration of 1.0x 10° spores/mL was prepared and leaves
were inoculated. The evaluation was made from the 3™ day after inoculation (DAI)
and then the plants were transferred to a 5L pots and grown in a greenhouse, until
the next inoculation step, performed in immature fruit and later in mature fruit
stages. In inoculated fruits, the evaluation was done every 24 hours for seven
days to determine the incubation period. It was used rating scales for symptoms
from three to seven days after inoculation (DAI). The data from periodic
observations were used to calculate the Area Under the Disease Progress Curve
(AUDPC). The variables phenotypic based on rate scale for fruits kept in plants
and detached were analyzed using Kruskal-Wallis non-parametric test by program
R. Spearman’s correlations were determined considering the variables tested in
each fruit stage, either in plant or when fruit was detached. Mean values were
classified with Steel’s test. Two Capsicum baccatum accessions, UENF 1797 and
UENF 1718, were identified as resistant to anthracnosis. For breeding program
aiming to anthracnosis resistance is recommended to evaluate fruits in different
stages and environmental conditions to identify the different genes that can be

involved in controlling this disease.
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1. INTRODUCAO

O género Capsicum, originario da Ameérica do Sul, tem seu cultivo difundido
nas areas tropicais e temperadas em todo o mundo (Ince et al., 2010). O nimero
de espécies no género ainda € incerto, mas estudos publicados de forma
independente, em 2006 e 2007, registram a existéncia de 31 espécies (Pozzobon
et al., 2006; Moscone et al., 2007). Dentre as espécies desse género, cinco sdo
domesticadas e retinem os pimentdes (C. annuum) e as pimentas (C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. pubescens).

O pimentdo é uma das hortalicas mais consumidas no Brasil, de grande
importancia socioecondmica, sendo comercializado como fruto verde, vermelho,
amarelo, laranja, creme e roxo. A pigmentacdo do fruto influencia no seu sabor e
aroma. A preferéncia do mercado € por frutos de pimentdo verde. Contudo, tem
crescido o interesse comercial pelas cultivares de frutos amarelos (Frizzone et al.,
2001).

Os registros mais antigos do uso de pimenta datam de aproximadamente
8.500 anos, segundo evidéncias encontradas em escavacgdes arqueoldgicas, no
Vale de Tehuacén, no México (Clement et al., 2010). No territorio brasileiro, o0s
relatos feitos ainda na época da colonizagdo do Brasil descrevem o amplo uso da
pimenta, que fazia parte da dieta indigena. Reconhecidas especialmente pelo seu
ardume, as pimentas se caracterizam pela presenca da capsaicina, um alcal6ide

que tem efeito antiinflamatério e contra-irritagdes, substancia utilizada como base



na fabricacéo de produtos farmacéuticos para aliviar dores musculares (Riquelme,
2003).

Os diferentes tipos de pimenta tém varias formas de preparo e modos de
consumo. Podem ser processados na forma de po, flocos picles, escabeches,
molhos liquidos, conservas de frutos inteiros, geléias, etc. As pimentas picantes
sdo utilizadas na industria farmacéutica, na composicdo de pomadas para artrose
e artrite, no emplastro Sabia e também na indUstria cosmética na composicéo de
xampus anti-queda e anti-caspa (Carvalho e Bianchetti, 2007).

Devido ao crescimento da demanda por frutos e subprodutos de Capsicum
e ao potencial de aproveitamento e geracdo de renda que as espécies desse
género possuem, € fundamental o aumento da producdo de frutos de alta
qualidade, livres de doencas, pragas e isentos de residuos quimicos para atender
ao mercado consumidor.

Os fungos sdo microrganismos responsaveis pelo maior ndmero de
doencas em plantas e, normalmente, produzem esporos que sao disseminados
pelo vento, pela agua, por maquinas e animais. Entre as diversas doencas
fungicas que causam prejuizos as culturas do pimentdo e das pimentas esta a
antracnose, causada por fungos do género Colletotrichum (Lopes e Avila, 2003).
Nos paises asiaticos, grande poélo produtor de pimentas, essa doenca causa uma
perda de 50% nos frutos produzidos anualmente (Pakdeevaraporn et al., 2005). A
doenca €, particularmente, importante em frutos maduros no periodo pré e poés-
colheita, mas pode, também, ocasionar tombamento de mudas, necrose de caule
e mancha foliar. O patogeno é disseminado a longas distancias por sementes
infectadas e, durante o cultivo, por respingos de agua de chuva ou de irrigacao via
aspersao. O desenvolvimento do fungo é favorecido pelas altas temperaturas,
assim essa patologia ocorre com maior frequéncia em regides quentes (Agrios,
2005).

Na tentativa de controlar as doencas durante o ciclo da cultura, muitas
vezes, 0s produtores fazem uso excessivo de agrotOxicos que causam prejuizos
ao meio ambiente, a saude do trabalhador e do consumidor. Em 2010, o pimentdo
foi assunto de noticiario em jornais brasileiros e originou, inclusive, declaragfes
polémicas de autoridades devido a venda de frutos dessa hortalica contaminados

com agrotoxicos, constatada em testes realizados em diferentes regifes do Brasil



pela ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (O Globo, 2010;
Associacédo Brasileira de Comércio de Sementes e Mudas, 2010).

Este trabalho teve como objetivo geral identificar fontes de resisténcia a
antracnose no banco de germoplasma de Capsicum da UENF. Como objetivos
especificos listam-se: i) investigar a reacdo de 37 acessos de Capsicum spp. da
colecédo de germoplasma da UENF em relacdo ao Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) em diferentes 6rgaos da planta (folha jovem, fruto imaturo e fruto maduro);
i) avaliar a reacdo dos acessos em diferentes condicbes ambientais: fruto na
planta em casa de vegetacdo, e fruto destacado mantido em condi¢cdes de
laboratério; iii) comparar os resultados e identificar a forma mais eficiente de

avaliacao na discriminacao entre genotipos resistentes e suscetiveis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econdmica e nutricional

Os pimentdes e as pimentas pertencem ao género Capsicum e ambas as
culturas tém uma importancia econémica em diversos paises nos mais distintos
continentes. A principal regido produtora, no mundo, é a Asia, especialmente
representada pela China com producéo de, aproximadamente, 254 mil toneladas,
e pela india com producio de 1,23 milhdes de toneladas de pimentas e
pimentdes, no formato “seco”, em 2008 (FAO, 2010).

No Brasil, o cultivo do pimentdo, em 2006, teve uma producéo de,
aproximadamente, 249 mil toneladas enquanto que, para a pimenta, foi registrada
uma producado de, aproximadamente, 20 mil toneladas (IBGE, 2011). No caso do
pimentdo, a maior regido produtora € o Sudeste. Somente em Minas Gerais, que
tem uma &rea aproximada de 94 mil hectares ocupada por hortalicas, segundo a
Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Estado (Seapa), foram
comercializados, na Ceasa (Contagem), em 2009, quase 12,2 milhdes de quilos
de pimentédo, volume que possibilitou uma receita da ordem de R$ 20 milhdes. No
primeiro semestre de 2009, deram entrada mais de seis milhées de quilos de
pimentdo, procedentes de 116 municipios mineiros (Associacdo Brasileira de
Comeércio de Sementes e Mudas, 2010). Ha indicacbes de que, no Estado de Séo

Paulo, a cultura ocupava area superior a 8.000 ha, com producdo de 70 mil



toneladas, gerando mais de 4.000 empregos, sendo o 6° produto agricola em
demanda de forca de trabalho (Frizzone et al., 2001).

O cultivo de pimentas, no Brasil, importante na agricultura familiar, um
exemplo de destaque na integracdo pequeno agricultor-agroindastria, resulta na
fixacdo de pequenos produtores rurais e suas familias no campo. A contratacéo
sazonal de mao-de-obra durante o periodo de colheita e o estabelecimento de
novas industrias processadoras é fundamental para geracdo de emprego para o
cultivo dessa hortalica (Carvalho e Bianchetti, 2007 e Régo et al., 2011).

As pimentas (doces e picantes), além de serem consumidas frescas,
podem ser processadas e utilizadas em diversas linhas de produtos na industria
de alimentos (Carvalho e Bianchetti, 2007).  Tanto para o pimentdo quanto para
a pimenta, a comercializagdo dos frutos pode ser in natura ou em conserva. Os
frutos consumidos in natura sdo usados como ingredientes em molhos, pratos
principais, saladas e condimentos. Os pimentdes tém niveis baixos de sodio e
colesterol e séo ricos em vitamina C e A, sendo, também, uma fonte de potassio,
acido fdlico e vitamina E. S0 comercializados para consumo in natura, como
fruto verde, vermelho, amarelo, laranja, creme e roxo (Frizzone et al., 2001).

J& a pimenta verde contém mais vitamina C que as frutas citricas e frutas
vermelhas, e maior teor de vitamina A do que as cenouras (Mahasuk, 2009). As
pimentas doces sdo amplamente usadas in natura, como corantes naturais, na
forma de extratos concentrados (oleorresinas) e de pd (colorau ou paprica). No
pimentdo, é encontrada grande porcentagem de fibras na forma bruta, auxiliando
o processo de digestao e prevenindo problemas intestinais (Hanif et al., 2006)

Outros resultados importantes em Capsicum dizem respeito a presenca de
proteinas de defesa de plantas encontradas em sementes de pimentas. Além do
papel de defesa contra fitopatdgenos, essas proteinas, mais precisamente
“proteinas transportadores de lipideos” (LTP), demonstraram, também, uma
eficiente acdo anti-fungica em Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe. A identificacdo desses peptideos e seu carater
defensivo tém uma grande importancia para o estabelecimento de técnicas
adequadas para sua manipulacao e utilizacdo em geral, por meio de técnicas de
melhoramento classico ou com técnicas recentes de manipulagcéo genética (Diz et
al., 2006).



2.2. Centro de origem e dispersao geografica

Capsicum L. (Tribo Solaneae, subtribo Capsicianae) tem 31 espécies,
algumas com variedades, e dentre essas espécies, cinco sdo domesticadas
(C.annnum var. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum variedades
pendulum e umbilicatum e C. pubescens) (Moscone et al., 2007). Esse género
tem seu centro de origem na Bolivia; uma combinacdo de provas arqueoldgicas,
analises genéticas e distribuicdo moderna de cultivo levaram os pesquisadores a
sugerir que C. annuum foi, inicialmente, domesticado no México ou no Norte da
Ameérica Central, C. chinense (Habanero) nas planicies do norte do Amazénia, C.
baccatum nas Varzeas Bolivianas, C. pubescens nas eleva¢gbes meados do Sul
dos Andes (Organization for Economic Co-operation and Development- OECD,
2006; Perry et al., 2010) e C. frutescens na Amazonia Ocidental sendo talvez o
centro de origem desta espécie (OECD, 2006).

O género Capsicum tem como centros de distribuicdo estas regides: 1) Sul
dos EUA e México até oeste da América do Sul; 2) do Nordeste do Brasil & costa
venezuelana ; 3) Costa oeste Brasileira e 4) Centro da Bolivia e Paraguai até
Norte e o centro da Argentina. Um grande numero de espécies (16) esta
concentrado no Brasil, sendo estas endémicas de diferentes regides do
Continente Sul americano (Moscone et al., 2007).

As dispersdes pré-historicas das pimentas silvestres foram, provavelmente,
devidas a aves antes dos seres humanos tornaram-se importantes agentes de
dispersdo. As aves, junto com morcegos, tornam-se agentes ativos na formacao
de corredores de dispersao de sementes, uma estreita faixa interligando os limites
de bordas da floresta. E, assim, a dispersdo de sementes permite o fluxo genético
e, consequentemente, mantém a dindmica da floresta e a perpetuacdo do género
Capsicum. A ornitocoria foi responsavel pela domesticacdo das espécies de
Capsicum de forma independente, em trés regides: Mesoamérica, Regido dos
Andes e terras tropicais baixas da América do Sul (Albuquerque et al., 2006;
Clement et al., 2010).

O género Capsicum foi difundido pelas regibes temperadas devido as
grandes navegacdes, com 0s viajantes europeus que se deslocaram pelas

regides do Caribe, da América Central e da América do Sul, encontrando uma



diversidade de frutos, e, em 50 anos, o género Capsicum foi distribuido para Asia
(OECD, 2006; Moscone, 2007).

2.3. Aspectos botéanicos e reprodutivos

A altura e a forma de crescimento das plantas desse género variam de
acordo com a espécie e os fatores bidticos e abibticos que compdem a regido do
cultivo. O sistema radicular é pivotante, com um namero elevado de ramificaces
laterais e profundidades que variam entre 70 e 120 cm. Existe variabilidade foliar,
em termos de coloracéo, formato, pilosidade e tamanho. O formato das folhas
varia de ovalado e lanceolado a deltéide, com coloragéo verde, mas sao, também,
observadas folhas variegadas e violetas. Os ramos dicotdmicos e a plantula
atingem altura de 15 — 20 cm de altura, com uma ou varias flores na parte distal
do ramo jovem (Carvalho e Bianchetti, 2007).

As flores s&o hermafroditas, ou seja, a mesma flor possui sistema
reprodutor masculino e feminino. O calice € composto de cinco sépalas (podendo
ter variacao entre seis e oito) e a corola com cinco pétalas (podendo variar entre
seis e oito). A flor é o 6rgéo essencial para taxonomia das espécies que compdem
0 género Capsicum, que € separado em dois grandes grupos de acordo com a cor
de sua corola. C. baccatum possui corola branca e anteras amarelas e C.
pubescens corola e anteras purpuras ou violeta. Ja C. annuum, C. chinense e C.
frutescens possuem corola que varia entre a cor branca a amarelo esverdeado e
anteras purpuras a violeta, diferenciando-se, taxonomicamente, pelo numero de
flores por no6 e a constricdo anular do célice (Guerra, 2001).

As plantas do género Capsicum sdo autdbgamas, ou seja, 0S gametas
masculinos e femininos, quando fecundados, sdo originados na mesma flor,
facilitando a reproducédo. Entretanto, é possivel que ocorra fecundacéo cruzada,
com uma taxa que pode variar entre 0,5 a 70%, resultante de modificacées na
morfologia da flor, da atuacdo de insetos polinizadores, das préticas de cultivo,
entre outros fatores. Especificamente em C. chinense, a taxa de fecundacéo
cruzada pode chegar a 68% (Carvalho e Bianchetti, 2007; Costa et al., 2008).



O fruto € uma baga, de estrutura oca e com forma similar a uma capsula. A
grande variabilidade morfolégica caracteristica dos frutos € destacada pelas
multiplas formas, tamanhos, coloracdes e grau de pungéncia. Essa caracteristica
€ exclusiva do género Capsicum e € atribuida a um alcaldide denominado
capsaicina, encontrada na superficie da placenta e liberada com o rompimento do
fruto. O conteldo de capsaicina na placenta corresponde a, aproximadamente,
2,5% da massa seca. Essa substancia é medida em Unidades de Calor Scoville
(Scoville Heat Units - SHU) por meio de diluicdes seriadas. O valor SHU pode
variar de zero (pimentas doces) a 300.000 (pimentas muito pungentes), podendo,
até, ultrapassar esse valor, como ocorre com a pimenta Habanero que varia de
150000 — 325000 SHU (Riquelme, 2003). A coloracédo dos frutos maduros varia
entre amarelo-leitoso, amarelo-forte, alaranjado, salméo, vermelho, roxo, marrom,
e até preto. Existe variacdo no formato dentro e entre espécies, existindo frutos
alongados, arredondados, triangulares ou coénicos, campanulados, quadrados ou

retangulares (Carvalho e Bianchetti, 2007).

2.4. Principais doencas em Capsicum spp.

Nos locais de cultivo, nas espécies vegetais que foram selecionadas para
um maior potencial de rendimento, com o passar do tempo, o nivel de resisténcia
a estresses bidticos e abioticos foi se esgotando, e a maior parte das plantas ficou
vulneravel a pragas e doencas. Com isso, as perdas ocasionadas por doencas
causadas por fungos, bactérias, micoplasmas, virus e viroses aumentaram
(Plantegenest et al., 2007). A ocorréncia de doencas esta relacionada com a
existéncia do agente patogénico e de hospedeiro suscetivel em um ambiente
favoravel (Dodd et al., 2008).

No género Capsicum, podem-se observar diversas doencgas causadas por
fungos, virus e bactérias em locais protegidos ou campos abertos. Entre as mais
importantes doencas no cultivo de pimentas e pimentdes no Brasil, podem ser
relacionadas: o mosaico amarelo do pimentdo, a mancha-bacteriana, o talo-oco
ou podriddo-mole, a mancha-de-cercospora e a antracnose (Carvalho e
Bianchetti, 2007).



A antracnose (Colletotrichum spp.) ocorre em condicfes de alta umidade e
se caracteriza por sintomas tipicos, que consistem em lesBes depressivas e
concéntricas no fruto, surgindo no campo de producao ou no periodo pés-colheita,
de formato circular com diametro variavel e formacdo de uma massa alaranjada
de esporo no centro do acérvulo (Tozze Junior et al., 2005). A utilizacdo de
fungicida tem mostrado pouca eficiéncia no controle da doencga, e testes in vitro
demonstraram que o uso do produto Benomyl néo inibiu o crescimento micelial
dos isolados em meio de cultura BDA (Batata- Dextrose-Agar) (Fernandes et al.,
2001). O melhoramento visando resisténcia a antracnose € uma questéo vital no
cultivo de pimenta e pimentdo nos paises produtores, que tém, nesse cultivo, um
papel importante no agronegocio, sendo uma forma de controle eficiente a
utilizacao de cultivares resistentes, como a PBC 932 (Capsicum chinense Jacq),
resistente a Colletotrichum capsici (Pakdeevaraporn et. al., 2005; Montri et al.,
2009).

2.5. Género Colletotrichum e sua associagdo com Capsicum

O género Colletotrichum que causa antracnose em pimentdo e pimentas
faz parte da Divisdo artificial, Deuteromycota, classe Coleomycetes, ordem
Melaconiales e familia Melanconiaceae. Este género inclui diversas espécies, de
saproéfitas a fitopatdogenos, sendo considerado um dos principais patdgenos
mundiais. Tem como espécies representativas 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). Os fungos desse género tém
como caracteristica a frutificacdo constituida de um estroma subepidérmico sobre
o qual se desenvolvem conidiéforos e conidios. Essa massa de coloragao salméo
€ delimitada pela epiderme do hospedeiro rompida, estrutura chamada de
aceérvulo, e se constitui num dos principais sintomas e sinais da presenca desse
fungo em uma planta.

O fungo isolado da planta pode ser mantido em meios de cultura de BDA
em temperaturas na faixa de 28 a 30 °C, em placas de Petri armazenadas em

BOD, com auséncia de luz, por até sete dias (Than et al., 2008). Pode ser,
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também, armazenado pelo método Castellani, que consiste na manutencdo da
viabilidade, capacidade de esporulacdo e patogenicidade do Colletotrichum
armazenado em frascos com agua destilada e vedados com tampa. Esse método
ja apresentou periodos de um a 33 anos de preservacao de culturas fangicas,
sendo um método vantajoso na manutencdo em laboratério com diferentes
géneros de fungos (Aparecido et al., 2007).

O género Colletotrichum esta presente por todo o mundo, com maior
representatividade nas regides tropicais e subtropicais, por causa de fatores
ambientais que propiciam seu desenvolvimento e crescimento. Como
fitopatbgeno, causa graves perdas de rendimento e qualidade em diferentes
culturas. Os danos sao sérios em paises asiaticos como Coréia do Sul, Taiwan
(Kim et al., 2007), China, india, Vietna e Tailandia (Temiyakul et al., 2009).

No Brasil, a maioria de casos de antracnhose tem C. gloeosporioides (Penz.
and Sacc.) como agente causal, em eventos pré ou pdos-colheita, em varios frutos
de diversas culturas, tais como, morango, manga, caju, banana, goiaba, maca,
mamao, dentre outros (Freeman et al., 1998). O patdgeno sobrevive em ramos
secos, frutos velhos, na area de cultivo, em hospedeiros silvestres ou em outras
culturas (ambos como hospedeiros intermediarios) (Michereff e Barros, 2001). C.
gloeosporioides tem como caracteristicas morfologicas especificas conidios retos,
cilindricos de apice arredondados, com comprimento entre 12 e 17 mm e largura
entre 3,5 e 6 mm (Tozze Junior et al., 2005).

Segundo Reis et al. (2009), a antracnose ocorre, principalmente, na
estacdo quente e chuvosa do ano em regifes tropicais e subtropicais. Os
prejuizos mais importantes resultam dos sintomas de podriddo em frutos, sendo
os danos em folhas e ramos de menor importancia. No Brasil, perdas de, ate,
100% tém sido relatadas em cultivares altamente suscetiveis de pimentdo e

pimentas em condi¢cdes de campo.

2.5.1. Resisténcia ao Colletotrichum em Capsicum

Na natureza, encontra-se resisténcia a maioria das doencas recorrentes

nas culturas. Encontram-se diferentes tipos de resisténcia: resisténcia temporaria,

para a qual o patdégeno, aparentemente, adapta-se muito facilmente; resisténcia
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duravel, que permanece efetiva por muito tempo, e a maior parte da resisténcia
explorada pelos melhoristas, que envolve genes maiores ou principais (Ribeiro do
Vale et. al. 2001).

A busca por cultivares resistentes a doencas € um dos principais objetivos
dos programas de melhoramento. Para isso, primeiramente, deve-se identificar
fontes de resisténcia e determinar seu controle genético, e, assim, nortear as
etapas para obtencédo de uma planta resistente e que tenha atributos agronémicos
compativeis com as exigéncias do mercado consumidor.

Segundo Reis et al. (2009), a alta variabilidade inter e intra-especificas,
associada ao amplo perfil patogénico e a gama de hospedeiros das espécies de
Colletotrichum dificultam o melhoramento genético e requerem o desenvolvimento
de cultivares com resisténcia estavel e de amplo espectro. Por essa razdo, sao
relativamente poucas as cultivares disponiveis com resisténcia a esse grupo de
patogenos, tais como o acesso PBC 932, pertencente a espécie C. chinense
Jacq., resistente ao Colletotrichum capsici (Pakdeevaraporn et al., 2005).

A resisténcia de Capsicum spp. ao Colletotrichum capsici esta relacionada
a trés diferentes genes (col, co2 e co3), todos recessivos, identificados a partir de
Capsicum chinense acesso PBC932, que resultam em reacdo de
hipersensibilidade (RH), mas sendo expressos em diferentes estadios de
crescimento da planta (plantulas; frutos verdes e maduros; fruto vermelhos
maduros). Especificamente no estadio de fruto vermelho do pimentdo, o gene
PepEST teve uma alta expressao, inibindo a formacédo de apressoérios pelo
fungo. A identificacdo de genes diferentes, atuando em diferentes estadios de
crescimento, € importante para os melhoristas de pimentdo, e reforca a
necessidade de desenvolvimento de marcadores moleculares para esses genes
(col, co2, co3), possibilitando a selecdo assistida por marcadores (Mahasuk et
al., 2009).

Frutos de plantas resistentes a antracnose produzem altas concentracfes
de capsaicindides e acido ascoérbico e baixas concentracbes de acglUcares em
comparacdes as plantas suscetiveis (Pereira et al., 2005). Ja as plantas
suscetiveis, por sua vez, tém inibicdo de &cido ascoérbico, resultando no acumulo

de H,0, e aceleracao da morte celular (Do, 2003).
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2.6. O uso de testes ndo parameétricos na analise de doengas em plantas

Os testes estatisticos sao utilizados em pesquisas para comparagdo de
condi¢cbes experimentais e permitem estabelecer uma confiabilidade nos dados
obtidos no experimento, gerando, assim, a aceitabilidade desses dados no meio
cientifico. Os testes séo classificados em paramétricos ou ndo parameétricos. Nos
testes paramétricos, 0s erros experimentais possuem distribuicdo
aproximadamente normal. Na falta de normalidade dos dados, utilizam-se o0s
testes ndo paramétricos, que dispensam o0 conhecimento da forma e dos
parametros da funcdo de distribuicdo da variavel aleatoria. Um dos testes nao
paramétricos, talvez o de uso mais comum, é o do qui-quadrado, o qual se aplica
guando se analisam dados de frequéncias. Outros exemplos de testes nao-
paramétricos sdo os de Wilcoxon, de Friedman, de Kolmogorov-Smirnov, de
Kruskal-Wallis, entre outros. Entre esses testes, o de Kruskal-Wallis € um método
de analise ndo paramétrico que emprega estatistica de ordem, em ensaios
inteiramente casualizados, para trés ou mais tratamentos (Pimentel-Gomes, 2009)

Na analise de doengas em plantas, muitas vezes, utiliza-se uma medida de
intensidade de doenca avaliada por uma escala ordinal, organizada de acordo
com a disposicédo de uma ordem pré-estabelecida como, por exemplo, uma escala
gue representa a auséncia de sintomas, sintomas moderados, sintomas
expressivos e planta morta. Esse tipo de padrdo de analise produz dados
discretos e a variavel é considerada do tipo ordinal. Nesses casos, quando o
namero de observacdes é pequeno, uma alternativa € o uso de analise néo
paramétrica (Shah e Madden, 2003; Garrett et al., 2004; Pimentel-Gomes, 2009).
Na literatura, existem varios trabalhos sobre doencas em plantas que utilizam
testes nao-parameétricos para andlise de dados. Camp et al.(2008) utilizaram o
teste de Kruskal-Wallis para analisar os dados observados na eficiéncia de
biofumigacéo para o controle de Phytophthora capsici, causador de podriddo em
raizes, em Capsicum annuum. Vasconcelos et. al (2008) também se utilizaram
desse mesmo teste para analisar os dados observados para a sanidade de
sementes de soja. Ainda, a chamada ANOVA de Kruskal-Wallis foi o teste usado
para analisar os dados obtidos para avaliacdo da resisténcia a mancha foliar de
glomerella em gendtipos de macieira (Furlan et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manutencéo e preparo do indculo

O isolado de Colletotrichum gloeosporioides, obtido a partir de pimentdo
(isolado em 1984 e identificado pelo codigo MMBF 04/84), foi cedido pela
Micoteca “Mério Barreto Figueiredo”, do Instituto Bioldgico de S&o Paulo (IB/SP),
pela Dra. Christiane C. Aparecido e foi, previamente, testado em frutos do acesso
UENF 1616 (Capsicum baccatum var. pendulum), para confirmacdo da viruléncia
do indculo de Colletotrichum.

O isolado foi mantido sob duas formas distintas, seguindo-se as
orientacdes da Micoteca do IB/SP: em tubos de ensaio, contendo meio BDA
(batata-dextrose-agar) e armazenados a temperatura de 16 °C; e, utilizando-se o
meétodo Castellani, que consiste no armazenamento do fungo em forma de
coldénias puras, colocadas em um pequeno frasco, contendo agua destilada
esterilizada ou solucao salina, sendo, posteriormente, selado e armazenado em
temperatura de 5 °C, com o objetivo de manter a viabilidade, capacidade de
esporulacdo e patogenicidade desse microrganismo (Aparecido et al, 2007).

No preparo do inéculo, o isolado foi cultivado em meio BDA (Figura 1), pH
7,0, até a formacao de coldnias, ou seja, num periodo que variou entre sete a dez

dias, incubados no escuro, a 25 °C (Araujo et al., 2010).
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3.2. Germoplasma

Trinta e sete acessos de Capsicum spp. da colecdo de germoplasma do
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal do CCTA/UENF foram avaliados
quanto a reacao a antracnose. Esses acessos ja foram caracterizados quanto aos
descritores morfolégicos e agrondmicos por Sudré et al. (2005) e Bento et al.

(2007) e para o virus do mosaico amarelo por Bento et al (2009) (Tabela 1).

3.3. Locais dos experimentos e condigdes experimentais

O trabalho foi conduzido em trés etapas para avaliacdo da resisténcia em
folhas (primeira etapa), em frutos na planta (segunda etapa) e em frutos
destacados (terceira etapa). A primeira etapa foi conduzida em camara de
crescimento com temperatura, umidade e fotoperiodo controlados, localizada no
térreo do P4/CCTA. As plantas foram mantidas a uma temperatura de 27 + 2 °C,
fotoperiodo de 16h luz/8h de escuro e umidade relativa de 80%. Na camara de
crescimento, o experimento foi conduzido em blocos ao acaso, com cinco

repeticbes e uma planta por parcela.



Tabela 1. Dados de passaporte dos 37 acessos de Capsicum spp. avaliados quanto a resisténcia a antracnose em folhas e frutos.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2012.

N°.UENF Espécie Pungéncia Procedéncia Reacdo as doen¢ as’ Fonte
1490 C. baccatum var. pendulum Presente Campos dos Goytacazes - RJ - Bento et al. (2009)
1554 C. chinense Presente Goiania-GO - -
1622 C. annuum var. annuum Presente EUA - -
1623 C. annuum var. annuum Presente EUA - -
1624 C. baccatum var. pendulum Presente Campos dos Goytacazes - RJ Resistente ao PepYMV Bento et al. (2009)
1626 C. annuum var. annuum Presente EUA - -
1627 C. annuum var. annuum Presente EUA - -
1628 C. baccatum var. pendulum Presente EUA - -
1635 C. baccatum var. pendulum Presente Miranda - MS - -
1703 C. chinense Ausente Vigosa - MG Resistente ao PepYMV Bento et al. (2009)
1706 C.chinense Presente Belém-PA - Moura et al. (2009)
1714 C. baccatum var. pendulum Presente Peru Moura et al. (2009)
1717 C. annuum var. annuum Ausente Renascenca - PR - Moura et al. (2009)
1718 C. baccatum var. pendulum Ausente Renascenca - PR - Moura et al. (2009)
1731 C. frutescens Ausente Petrolina - PE - Moura et al. (2009)
1732 C. baccatum var. pendulum Ausente Campos dos Goytacazes - RJ Resistente ao PepYMV Bento et al. (2009)
1733 C. baccatum var. pendulum Ausente Campos dos Goytacazes - RJ - Moura et al. (2009)
1737 C. baccatum var. pendulum Ausente Conceicao de Macacu - RJ - Moura et al. (2009)

T



Tabela 1. Cont.

N°.UENF Espécie Pungéncia Procedéncia Reacdo as doen¢ as’ Fonte
1740 C. annuum var. annuum Presente Conceicao de Macacu - RJ - Moura et al. (2009)
1741 C. annuum var. annuum Ausente Bequimés - MA - Moura et al. (2009)
1747 C. frutescens Presente Marajo-Souré - PA Resistente & MB Moura et al. (2009)
1750 C. annuum var. glabriusculum Ausente Campos dos Goytacazes - RJ - Moura et al. (2009)
1751 C. chinense Ausente Parintins - AM Resistente ao PepYMV Bento et al. (2009)
1764 C. chinense Presente Belém - PA Resistente ao PepYMV Bento et al. (2009)
1765 C. chinense Presente Belém - PA - Moura et al. (2009)
1766 C. frutescens Presente Belém - PA - Moura et al. (2009)
1770 C. chinense Ausente Belém - PA Resistente ao PepYMV Bento et al. (2009)
1772 C. chinense Ausente Bequiméo - MA - Moura et al. (2009)
1775 C. frutescens Presente Bequimas - MA - Moura et al. (2009)
1776 C. frutescens Presente Rosério - MA - Moura et al. (2009)
1779 C. frutescens Presente Bequimas - MA - Moura et al. (2009)
1780 C. chinense Ausente Bequiméo - MA - Moura et al. (2009)
1790 C. frutescens Presente Sao Luis - MA - Moura et al. (2009)
1792 C. chinense Presente S&o Luis - MA - Moura et al. (2009)
1797 C. baccatum var. pendulum Presente Vicosa - MG - Moura et al. (2009)
1798 C. chinense Presente Campos dos Goytacazes - RJ - Moura et al. (2009)
1800 C. frutescens Presente Bequimés - MA - Moura et al. (2009)

*MB — Mancha-bacteriana; PepYMV — Virus do mosaico amarelo do pimentéo.

9T
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As sementes dos 37 acessos foram semeadas em bandejas de poliestireno
expandido com 128 células, contendo substrato comercial Vivatto® e, apés o
primeiro par de folhas definitivas, foram transferidas para vasos com capacidade
para 500 mL de solo. Aos 35 dias apos o transplante (Halasi, 2008), trés folhas
por planta foram inoculadas e, posteriormente, avaliadas a cada 24 horas, durante
sete dias, utilizando-se escala de notas (Mahasuk et al., 2009). Apds essa etapa,
todas as plantas foram transferidas para vasos com capacidade para 5 L e
cultivadas na casa de vegetacdo para avaliacdo da resisténcia em frutos, pois,
como em outros patossistemas, pode haver genes diferentes, controlando
resisténcia em folhas e frutos.

Na casa de vegetacao, as plantas foram conduzidas, seguindo-se os tratos
culturais recomendados para a cultura (Filgueira, 2005) e dispostas em
delineamento em blocos ao acaso, com cinco repeticoes. Na fase de
florescimento, os botdes florais foram identificados com etiquetas, ainda na
antese e, posteriormente, os frutos produzidos por autofecundacéo tiveram suas
sementes armazenadas no Banco de Germoplasma de Capsicum da UENF. Trés
frutos por planta foram inoculados.

Na terceira etapa, frutos oriundos de todas as plantas produzidas na casa
de vegetacdo (também etiquetados) foram colhidos, levados ao laboratorio,
desinfestados em solucdo de 1% de NaOCI, lavados, triplamente, em agua
deionizada estéril e inoculados com suspensao de 1 x 10° conidios/mL e mantidos
a temperatura de, aproximadamente, 28 °C. Para se evitar a perda excessiva de
agua dos frutos destacados, foi colocado, proximo ao fruto, chumaco de algodéo
hidrofilico embebido em agua deionizada.

Nessa etapa, foram avaliados os frutos Imaturos na planta (FIP); frutos
Imaturos destacados da planta e levados ao laboratério (FIL); frutos maduros na
planta (FMP); e frutos maduros destacados da planta e levados ao laboratorio
(FML).
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3.4. Inoculagbes e avaliagdo dos resultados

As inoculacdes foram feitas nas folhas e nos frutos. Em ambos os casos,
0os procedimentos de preparo de indculo para inoculagdo foram os mesmos. A
suspensao de esporos foi preparada minutos antes de cada inoculagdo, na
concentracdo de 1 x 10° conidios/mL, com auxilio de um pincel fino, promovendo
a liberacdo de conidios em &agua. A concentracdo foi ajustada através de
contagem em camara de Neubauer (Figura 1) (Carvalho et al., 1997).

Nas folhas, foi realizada a quebra da tensdo superficial das folhas com
alcool 70% e, em seguida, estas foram lavadas, por trés vezes, com agua
destilada. A inoculacéo foi realizada em trés folhas por plantula, onde, em cada
folha, foram inseridas 4 gotas com 5 pL de suspensdo. A inoculagdo, nas
plantulas, ocorreu a partir da formagao de trés pares de folhas definitivas e
expandidas.

Os frutos foram inoculados em estadios diferentes, frutos imaturos e
maduros foram colhidos, respectivamente, aos 35 e 45 dias apés o florescimento
(Figura 1). Esses frutos foram esterilizados com 1% (volume/agua) de hipoclorito
de sodio, depois lavados, por trés vezes, em agua destilada. A inoculagcéao foi
realizada com auxilio de micropipetas de 20 pL, no pericarpo, na parte central do
fruto (Mahasuk et al., 2009).
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Figura 1. (A) Crescimento de Colletotrichum gloeosporioides em meio
de BDA; (B) Céamara de Neubauer (contagem de esporos); (C)
Inoculacdo no fruto imaturo na planta; (D) Inoculacdo no fruto maduro
na planta; (E) Inoculacdo no fruto imaturo no laboratério; (F) Inoculacéao
do fruto maduro no laboratorio.

A avaliacédo foi feita a cada 24 horas apds a inoculacao, verificando-se o
periodo de incubacéo. Entre o 3° e o 7° dias apos a inoculagdo (DAI), foram
avaliados os sintomas nos frutos e folhas pela escala de descrigcdo dos sintomas
(Mahasuk et al., 2009) (Tabela 2).
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Tabela 2. Escala de avaliacdo para descricdo dos sintomas de antracnose em
folhas e frutos de Capsicum spp.

Descri¢cédo dos Sintomas

Escala Frutos Folhas
1 N&o Infectado -
3 1-2% da superficie do fruto com Morte celular localizada, lesdes (<1
lesd@o necroética ou uma leséo mm) com margem definida -
aquosa em torno local da infeccéo. reacao de hipersensibilidade
4 > 2-5% da superficie do fruto com Pequenas lesdes necrdticas
lesd@o necrdtica, apresentando isoladas, abrangendo cerca de 1%
acérvulo, ou até 5 % do fruto com da area foliar
lesdo aquosa.
6 > 5-15 % da superficie do fruto com Aumento discreto nas lesbes
les&o necrdtica, apresentando necroticas, abrangendo cerca de 5%
acérvulo, ou até 25 % do fruto com da area foliar.
lesdo aquosa
8 >15-25 % da superficie do fruto com Lesdes que cobrem,
lesd@o necrética e acérvulo aproximadamente, 10% da
area foliar e com presenca do
aceérvulo
10 >25 % da superficie do fruto mostra Lesdes que cobrem,

lesdo necrotica com acérvulo

aproximadamente, 25% da
area foliar e com presenca

abundante de acérvulos

Fonte: Mahasuk et al. (2009)

Os dados das observacdes periddicas foram utilizados para o calculo da

area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de acordo com Jeger e

Viljanen-Rollinson (2001)

Sendo:

n-1

X + X
AACPD = Z (—“) (tir, — t5)

i

n = € o numero de observacoes.
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Y; = é a severidade da doenca na “i"-ésima observacao;

Ti= € o tempo em dias na “i"-ésima observacao.
3.5. Analise de dados

Os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,
uma analise da variancia que emprega posi¢coes (soma de filas). Na sequéncia do
teste, converte-se cada observacdo em posicdes crescentes em uma unica fila,
observando e contabilizando a soma de filas de cada amostra. Para o célculo da
estatistica H, utiliza-se a expressao:

l{ "
_ 12 (R)

Onde:

N = Numero total de observacgdes;

K = Numero de amostras;

N; = Nimero de observagdes na j-€sima amostra,;

R; = Soma dos postos da j-ésima amostra.

Foi determinada, ainda, a correlacdo de Spearman entre os valores obtidos
para AACPD e as notas atribuidas as partes inoculadas dos frutos. As meédias
foram classificadas pelo teste de Steel. Todas as analises foram efetuadas com o

auxilio do Programa R (2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observados sintomas decorrentes das inoculacdes feitas nas
folhas das plantas, nos sete dias de analise, razédo pela qual todos os acessos, e
nao apenas os resistentes na folha, conforme inicialmente previsto, foram
transplantados e transferidos para casa de vegetagdo. A inoculagdo em frutos
imaturos e maduros, tanto na casa de vegetacdo quanto no laboratério, foi
eficiente em promover a expressao inequivoca de sintomas de antrachose em
frutos de pimenta por afundamento dos tecidos necroticos, com a formacao de
anéis concéntricos em torno do corpo de frutificacdo - acérvulo (Manandhar et al.,
1995).

Os resultados observados para periodo de Incubacao variaram entre os
acessos (Tabela 3). O periodo de incubacao foi influenciado tanto pelo estadio de
desenvolvimento do fruto quanto pelas condi¢cdes de avaliacdo (na planta ou no
laboratério). Alguns acessos ndo mostraram sintomas da doenga mesmo apés
sete dias de inoculacdo, nem na planta e nem no laboratério, quando os frutos
foram avaliados no estadio imaturo , como ocorreu com 0s acessos UENF 1624,
UENF 1628, UENF 1714, UENF 1718, UENF 1732, UENF 1733, UENF 1764,
UENF 1772, UENF 1775 e UENF 1797 (Figuras 2, 3,4, 5,6 e 7).

Alguns acessos que tiveram auséncia de sintomas e sinais no fruto imaturo
inoculado na planta mostraram sintomas apos dois dias de inoculacdo, quando
foram destacados da planta e avaliados no laboratério. Nesse caso, estdo o0s
acessos UENF 1626, UENF 1627, UENF1717, UENF 1740 e UENF 1799.
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Tabela 3: Periodo de Incubacio e valores médios para AACPD (Area abaixo da
curva de progresso da doenca) observados em frutos dos 37 acessos de
Capsicum spp. do banco de germoplasma da UENF, avaliados na planta e no
laboratorio até o sétimo dia apds inoculacao de Colletotrichum gloeosporioides.

Periodo de Incubacéo (dias) AACPD
Acessos Imaturo Maduro Imaturo Maduro
Planta Lab. Planta Lab. Planta Lab. Planta Lab.
UENF 1490 AS 5 4 4 08,00 10,66 12,33 13,75
UENF 1554 6 AS AS AS 10,06 08,00 08,00 08,58
UENF 1622 5 31,08 11,50 14,83 14,56
UENF 1623 3 25,22 33,16 10,67 26,67
UENF 1624 AS AS AS 6 08,00 08,00 08,50 13,08
UENF 1626 AS 4 08,00 32,54 15,75 29,00
UENF 1627 AS 4 21,18 18,25 17,41 30,58
UENF 1628 AS AS 4 08,00 08,00 16,83 13,66
UENF 1635 AS AS 5 09,08 08,00 09,58 13,41
UENF 1703 AS AS 18,50 19,66 08,00 08,00
UENF 1706 AS AS 13,83 08,83 08,00 08,00
UENF 1714 AS AS 08,00 08,00 09,92 10,83
UENF 1717 AS 2 08,68 30,73 13,16 10,42
UENF 1718 AS AS AS AS 08,00 08,00 08,00 08,00
UENF 1731 AS 5 4 3 08,00 19,33 24,89 30,00
UENF 1732 AS AS AS 4 08,00 08,00 08,00 12,50
UENF 1733 AS AS 2 4 08,00 08,00 20,08 22,33
UENF 1737 AS 7 6 5 08,00 08,00 08,50 09,74
UENF 1740 AS 2 3 3 08,00 14,50 25,00 26,00
UENF 1741 4 4 5 4 21,13 23,25 16,83 18,75
UENF 1747 AS 5 2 4 08,56 21,04 2450 24,94
UENF 1750 2 2 2 37,75 41,91 50,16 62,67
UENF 1751 4 AS AS AS 10,08 08,56 08,00 08,00
UENF 1764 AS AS 2 1 08,00 08,00 21,58 17,92
UENF 1765 AS AS 3 10,65 08,00 08,00 16,11
UENF 1766 2 3 6 18,33 28,46 29,21 33,08
UENF 1770 AS AS 1 08,00 08,00 10,08 23,25
UENF 1772 AS AS AS 3 10,67 09,79 11,80 11,83
UENF 1775 AS AS 3 2 08,00 09,00 26,41 25,75
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Tabela 3. Cont.

Periodo de Incubacéo (dias) AACPD
Acessos Imaturo Maduro Imaturo Maduro
Planta Lab. Planta Lab. Planta Lab. Planta Lab.

UENF 1776 4 4 3 2 09,83 31,67 21,75 33,83
UENF 1779 5 5 3 3 10,83 18,12 15,75 26,79
UENF 1780 2 4 5 5 17,33 23,00 10,00 11,67
UENF 1790 5 4 4 3 11,00 08,50 22,11 22,66
UENF 1792 4 5 3 3 18,65 12,54 13,16 15,68
UENF 1797 AS AS AS AS 08,00 08,00 08,00 08,00
UENF 1799 AS 2 2 3 08,00 33,98 50,41 50,11
UENF 1798 3 4 6 3 14,16 16,33 19,21 11,74
UENF 1800 5 2 5 2 13,33 25,00 46,00 54,55

“AS” = Frutos com “auséncia de sintomas” durante o periodo de avaliacdo, até o 7°
dia apoés inoculacéo; Lab. = Laboratorio.

Situacdo oposta, também, foi observada, ou seja, houve casos em que 0s
frutos imaturos inoculados na planta tiveram menor periodo de incubacédo que
agueles avaliados no laboratério, como foi o caso para UENF 1622, UENF 1780 e
UENF 1798.

Os resultados observados para o periodo de incubacdo demonstram a
importancia do ambiente na expressao dos sintomas e na interacdo Capsicum —
Colletotrichum, fazendo supor uma provavel heranga governada por mais de um
gene de resisténcia para esse carater. O periodo de incubacdo é o tempo
compreendido entre a deposicdo do patdégeno sobre o hospedeiro e o

aparecimento dos sintomas (Amorim e Bergamin Filho, 2006).



Figura 2: (A) Frutos inoculados na planta: UENF 1797, sem sintomas no
estadio imaturo (resistente); (B) UENF 1622 com sintomas no estadio
imaturo (suscetivel).

. s.A ” ‘ y 4 ‘ B
Figura 3: Auséncia de sintomas de antracnose em folha inoculada do acesso

UENF 1751 (A). Inoculagdo em frutos maduros na planta com expressao de
sintomas de antracnose no acesso UENF 1627 (seta branca) (B).

25
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Figura 4: Frutos maduros e imaturos com sintomas de antracnose
quando inoculados destacados da planta nas condi¢cdes do

laboratério. Acessos UENF 1627 (A), UENF 1622 (B), UENF 1750
(C) e UENF 1623 (D).
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Figura 5:
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Identificacdo de resisténcia a antracnose em frutos imaturos e
maduros destacados da planta e avaliados em laboratério. Frutos de
diferentes plantas do acesso UENF 1718 (C. baccatum var. pendulum).
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Figura 6: Frutos do acesso UENF 1797 (C. baccatum var. pendulum) sem sintomas
de antracnose apoés a inoculagdo com o fungo Colletotrichum gloeosporioides.

Figura 7: Frutos dos acessos resistente UENF 1797 (C.
baccatum var. pendulum) (A) e UENF 1627 (C. annuum
var. annuum) (B) suscetivel a Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose.
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O numero de acessos que ndo expressaram sintomas em frutos maduros,
na planta ou no laboratério, foi menor quando comparado com o observado para
frutos imaturos. Enquanto nos frutos imaturos 10 acessos nao mostraram
sintomas, nos frutos maduros, apenas seis se mantiveram sem sinais do
patdgeno. Somente dois acessos, UENF 1718 e UENF 1797, demonstraram
auséncia de sintomas durante o periodo de avaliagdo do experimento, sendo
promissores em termos de resisténcia.

O valor minimo observado para AACPD nas quatro combinacgdes testadas
foi 8,00 e o valor méximo registrado foi de 62,67 para o acesso UENF 1750
quando se fez a inoculagéo de seus frutos no laboratério.

Para analise dos dados, aplicou-se, primeiramente, o teste de normalidade
Shapiro-wilk, o qual mostrou que os dados observados para AACPD nao
seguiram uma distribuicdo normal, recomendando-se, portanto, o uso de testes
nao paramétricos. Dentre os métodos utilizados, na literatura, optou-se pelo teste
nao parametrico de Kruskal-Wallis.

Houve diferenca altamente significativa para valores de AACPD e para as
notas atribuidas aos sintomas para os frutos imaturos avaliados na planta e no
laboratério e, também, para frutos maduros avaliados na planta e no laboratorio.
Isso indica que ha variacdo para AACPD e nas notas atribuidas aos sintomas e
nos estadios de avaliacdo dos frutos (imaturo e maduro) e no ambiente de teste
(fruto na planta em casa de vegetacao ou fruto destacado da planta e inoculado
no laboratorio), indicando que € possivel selecionar acessos resistentes em
diferentes condicfes de inoculacdo (Tabela 4).

Kanchana-Udomkan et al. (2004) verificaram que frutos verdes de
Capsicum chinense foram mais suscetiveis a antracnose causada por
Colletrotrichum gloeosporioides que os frutos maduros e que o tamanho do fruto
ndo afeta o desenvolvimento da doenca. Estudos prévios, publicados por
Pakdeevaraporn et al. (2005) e por Mahasuk et al. (2009a e 2009b), mostraram
que genes distintos controlam a resisténcia a antracnose em 30 frutos imaturos e
maduros, o0 que tem um importante significado para o melhoramento de Capsicum
visando a resisténcia a antracnose. Reacdes diferenciais influenciadas pelo
estadio de desenvolvimento dos frutos de Capsicum spp inoculados com
diferentes espécies de Colletotrichum também foram observados por
Mongkolporn et al. (2011).



29

Tabela 4. Andlise de variancia ndo paramétrica para os efeitos da inoculagdo com
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de 37 acessos de Capsicum spp., em
diferentes estadios, inseridos na planta ou destacados e avaliados no laboratorio:
teste de Kruskal-Wallis para os postos atribuidos a &area abaixo da curva de

progresso de doenca (AACPD) e notas dadas aos sintomas de antracnose.

] Graus Qui-quadrado
Fontes de variacdo
de liberdade Postos de AACPD Postos de Notas

Frutos Imaturos — planta (FIP) 36 95,64 (P < 0,001) 92,44 (P < 0,001)
Frutos Imaturos — laboratério (FIL) 36 95,89 (P < 0,001) 97,31 (P < 0,001)
Frutos maduros — planta (FMP) 36 84,44 (P < 0,001) 86,52 (P < 0,001)
Frutos maduros — laborat6rio (FML) 36 88,82 (P < 0,001) 93,58 (P < 0,001)
FIP x FIL 1 04,49 (P < 0,034) 08,07 (P < 0,004)

FMP x FML 1 05,47 (P < 0,019) 11,41 (P <0,001)

FIP x FMP 1 07,29 (P < 0,007) 05,37 (P <0,021)

FIL x FML 1 06,68 (P < 0,009) 04,06 (P < 0,044)

YRIP = fruto imaturo inoculado na planta; FIL = fruto imaturo inoculado no
laboratorio; FMP = fruto maduro inoculado na planta; FML = fruto maduro
inoculado no laboratério.

Houve diferenca significativa para AACPD e altamente significativa para a
variavel notas, quando se considerou o efeito conjunto da expressdo dos
sintomas nos frutos imaturos, quer tenham sido avaliados na planta ou no
laboratorio, mostrando que ha uma interacao entre o estadio de desenvolvimento
do fruto e o ambiente no qual a avaliacdo da resisténcia foi feita. O mesmo padréo
de resultado foi observado para os frutos avaliados no estadio maduro. Porém,
diferenca altamente significativa para AACPD e diferenca significativa para a
variavel notas foram observadas, quando se considerou a comparacéo entre 0s
frutos, imaturos ou maduros, avaliados na planta e, também, no caso dos frutos
serem avaliados no laboratorio.

Detectou-se uma alta correlacdo entre valores de AACPD e notas
atribuidas aos sete dias ap0s a inoculacdo, nas quatro condicbes em que 0s
frutos foram analisados, com valores que variaram entre 0,87 (correlagéo entre a
AACPD para os frutos maduros avaliados no laboratorio e as notas atribuidas aos
sintomas nos frutos maduros avaliados no laboratério) a 0,98 (para a correlagcéo
entre AACPD calculada para os frutos imaturos na planta e para notas
observadas nos mesmos frutos). Esse resultado ja era esperado, visto que o0s
dados obtidos para notas séo utilizados para o calculo da AACPD (Tabela 5). O
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valor 1,00 representa a correlacdo maxima na comparagcdo entre variaveis
AACPD e Notas de sintomas em frutos imaturos e maduros, tanto na planta
quanto no laboratorio.

A correlacdo entre frutos imaturos e maduros, na planta e no laboratério,
apresentou, respectivamente, os valores 0,11 e 0,18, e esses baixos valores
demonstram a influéncia dos frutos destacados da planta na expressao dos
sintomas de antracnose, assim ndao sendo confiavel estimar a reacdo dos frutos
de Capsicum testados, apenas, pelos resultados observados na planta ou no
laboratério (Tabela 5).

Considerando frutos em estadios diferentes, mas submetidos as mesmas
condi¢cbes de inoculacédo e avaliacdo no laboratorio, observou-se valor mediano
de correlacdo para AACPD (0,53). Correlagcdo mediana foi, também, observada
para AACPD em frutos imaturos avaliados no laboratorio e frutos maduros na
planta (0,52). Boa correlagdo (0,77) foi obtida para AACPD entre frutos maduros
inoculados na planta e no laboratorio. As mesmas observacgdes sao validas para o
componente de resisténcia notas que teve como maior coeficiente de correlacéo
(0,79) aquele verificado para fruto maduro na planta e no laboratério (Tabela 5).

Considerando-se o fruto imaturo na planta, os mais baixos valores de
correlacdo foram obtidos quando se associou a AACPD para os frutos imaturos
na planta com as notas dos frutos maduros na planta (0,22) e no laboratorio
(0,11). Os valores mais baixos de correlagcao foram observados para notas em
frutos imaturos na planta e AACPD nos frutos maduros na planta (0,06). Isso
demonstra a dificuldade de se associar os resultados observados em frutos
imaturos e maduros, ja que a expressdo dos sintomas podera ser distinta em

funcado do estadio de desenvolvimento do fruto.
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Tabela 5: Correlacdo de Spearman entre dois componentes de resisténcia
(valores de &rea abaixo da curva de progresso da doenca — AACPD e notas)
atribuidos aos sintomas de antracnose em frutos de 37 acessos de Capsicum
spp. em diferentes estadios, inseridos na planta ou destacados e avaliados no
laboratorio.

Componentes de FIP FIL FMP FML

Resisténcia AACPD Nota AACPD Nota AACPD Nota AACPD Nota

AACPD 1,00

FIP Nota 0,98 1,00
AACPD 0,62 0,59 1,00
i Nota 0,60 0,59 0,93 1,00
AACPD 0,11 0,06 0,52 0,45 1,00
ve Nota 0,22 0,20 0,55 0,60 0,89 1,00
ML AACPD 0,18 0,13 0,53 0,53 0,77 0,77 1,00

Nota 0,33 0,30 0,63 0,70 0,66 0,79 0,87 1,00

A média observada para os acessos em termos de AACPD nos frutos
imaturos avaliados na planta foi de 13,01 (Figura 8). Acessos que obtiveram os
menores valores médios (8,00) para essa variavel foram classificados como
resistentes a antracnose, considerando a reacdo ao Colletotrichum
gloeosporioides em frutos imaturos inoculados e avaliados na planta. Um total de
15 acessos se classificou nessa categoria: UENF 1490, UENF 1624, UENF 1626,
UENF 1628, UENF 1714, UENF 1718, UENF 1731, UENF 1732, UENF 1733,
UENF 1737, UENF 1740, UENF 1764, UENF 1770 UENF 1755 e UENF 1797.
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Figura 8: Média de valores observados para area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) em frutos imaturos inoculados na planta de 37
acessos de Capsicum spp inoculados com Colletotrichum gloeosporioides.
(*Diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Steel).

Por sua vez, o niumero de acessos que podem ser classificados como
resistentes, considerando as médias obtidas para AACPD em termos de frutos
imaturos avaliados no laboratorio (Figura 9), foi ligeiramente menor (15 acessos)
que o observado para os frutos imaturos avaliados na planta. A média geral para
essa caracteristica (15,80) foi um pouco superior aquela observada para o fruto
imaturo inoculado na planta. Em relagdo aos frutos maduros inoculados e
avaliados na planta (Figura 10), a média observada para AACPD (16,59) foi
superior aquela observada para frutos imaturos inoculados na planta (13,01). Foi
possivel visualizar uma maior gradagdo em termos de resposta dos diferentes
acessos quanto aos sintomas da doenca nos frutos, podendo-se propor a
seguinte classificacdo para os acessos: resistentes (oito acessos — UENF 1554,
UENF 1703, UENF 1706, UENF 1718, UENF 1732, UENF 1751, UENF 1765 e
UENF 1797); moderadamente resistentes (sete acessos — UENF 1624, UENF
1737, UENF 1635, UENF 1714, UENF 1780, UENF 1770 e UENF 1623);
resisténcia intermediaria (quatro acessos — UENF 1490, UENF 1772, UENF 1717
e UENF 1792); suscetiveis (dezesseis acessos) e altamente suscetiveis (dois
acessos — UENF 1800 e UENF 1750). A maior média de AACPD (19,97) foi
observada para os frutos maduros destacados da planta e avaliada no laboratorio.

Apenas seis acessos tiveram média de AACPD abaixo de 10,00 (Figura 11).
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Segundo Than et al. (2008), a antracnose é uma doenca relacionada a
maturidade dos frutos, causando severas perdas pela podriddo na pré e na pos
colheita dos frutos.
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Figura 9: Média de valores observados para area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD) em frutos imaturos destacados da planta e
avaliados no laboratério de 37 acessos de Capsicum spp inoculados com
Colletotrichum gloeosporioides. (*Diferencas significativas ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Steel).
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Figura 10: Média de valores observados para area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD) em frutos maduros inoculados na planta de
37 acessos de Capsicum spp inoculados com Colletotrichum gloeosporioides.
(*Diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Steel).
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Figura 11:. Média de valores observados para area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) em frutos maduros destacados da planta e
avaliados no laboratério de 37 acessos de Capsicum spp inoculados com
Colletotrichum gloeosporioides. (*Diferencas significativas ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Steel).

Os acessos que tiveram altos valores de AACPD em todos os estadios e
locais de inoculacéo e, portanto, mostraram-se suscetiveis a antracnose foram:
UENF 1800 (Capsicum frutescens), UENF 1627 (C. annuum), UENF 1792 (C.
chinense), UENF 1741 (C. annuum), UENF 1623 (C. annuum), UENF 1622 (C.
annuum), UENF 1750 (C. annuum var. glabriusculum). No acesso UENF 1750, a
observacéo dos primeiros sintomas se deu 48 horas apés a inoculacdo, e, em
todas as analises, esse acesso obteve valores altos de AACPD, sendo
considerado altamente suscetivel a antracnose. Os valores de AACPD para os
demais acessos variaram quanto ao estadio, local de inoculacdo e periodo de
incubacédo. Os acessos UENF 1733 (C. baccatum var. pendulum), UENF 1764 (C.
chinense), UENF 1776 (C. frutescens), UENF 1790 (C. frutescens), UENF 1731
(C. frutescens), UENF 1740 (C. annuum) e UENF 1766 (C. frutescens) tiveram
resultados contrastantes para avaliacdo dos frutos em diferentes estadios,
demonstrando resisténcia em frutos imaturos, porém, suscetibilidade em estadio

maduro.
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Acessos que tiveram respostas tardias em relacdo ao periodo de
incubacédo e valores intermediarios de ACCPD, como UENF 1751 (C. chinense),
foram considerados moderadamente resistentes em frutos imaturos. No caso
desse acesso, essa classificacdo se aplica tanto para os frutos avaliados na casa
de vegetacao quanto no laboratorio. Frutos maduros dos acessos UENF 1624 (C.
baccatum), UENF 1737 (C. baccatum), UENF 1635 (C. baccatum), UENF 1714
(C. baccatum var. pendulum), UENF 1780 (C. chinense), UENF 1772 (C.
chinense), UENF 1717 (C. annuum var. annuum) e UENF 1792 (C. chinense),
tanto inseridos na planta quanto destacados e avaliados no laboratdrio, tiveram
valores intermediarios de AACPD, sendo, por essa razdo, considerados
moderadamente resistentes.

Os acessos UENF 1797 e UENF 1718, ambos representantes de C.
baccatum var. pendulum, ndo tiveram sintomas em nenhum dos quatro diferentes
ambientes e estadios, no decorrer do periodo de avaliagdo do experimento,
mantendo valores minimos de AACPD (8,00), sendo, assim, considerados
resistentes a antracnose. Resisténcia a antracnose em acessos de C. baccatum
ja foram reportadas por Yoon et al. (2006) e Than et al. (2008). Os acessos,
previamente identificados como resistentes ao virus do mosaico amarelo (Bento
et al., 2009), UENF 1624 (C. baccatum), UENF 1732 (C. baccatum) e UENF 1751
(C. chinense), foram classificados entre moderadamente resistente e resistente a
antracnose, variando de acordo com o estadio do fruto inoculado. Esses dados
serdo importantes no desenvolvimento de cultivares de Capsicum resistentes a

mais de uma patologia.
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5. RESUMO E CONCLUSAO

Entre as doencas fungicas que ocorrem na cultura de pimentdo, a
antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, € uma das mais
importantes, pois o controle quimico é ineficiente e o uso de agrotéxicos de forma
inadequada resulta em contaminac¢des nos frutos. Foi investigada a reacao de 37
acessos de Capsicum spp. da colecdo de germoplasma da UENF em relacdo a
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) em diferentes 6rgaos da planta (folha
jovem, fruto imaturo e fruto maduro). O trabalho foi conduzido em trés etapas para
avaliacao da resisténcia em folhas (primeira etapa), em frutos na planta (segunda
etapa) e em frutos destacados (terceira etapa). A primeira etapa foi conduzida em
camara de crescimento com temperatura, umidade e fotoperiodo controlados,
localizada no térreo do P4/CCTA. As plantas foram mantidas a uma temperatura
de 27 £ 2 °C, fotoperiodo de 16h luz/8h de escuro e umidade relativa de 80%. Na
camara de crescimento, o experimento foi conduzido em blocos ao acaso, com
cinco repeticbes e uma planta por parcela. Aos 35 dias apds o transplante, trés
folhas por planta foram inoculadas e, posteriormente, avaliadas a cada 24 horas,
durante sete dias, utilizando-se escala de notas. Apds essa etapa, todas as
plantas foram transferidas para vasos com capacidade para 5 L e cultivadas na
casa de vegetacao para avaliagdo da resisténcia em frutos.Na casa de vegetacéo,
as plantas foram conduzidas, seguindo-se os tratos culturais recomendados para
a cultura e dispostas em delineamento em blocos ao acaso com cinco repeticoes.

Na fase de florescimento, os botbes florais foram identificados com etiquetas,
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ainda na antese, sendo inoculados trés frutos por planta. Na terceira etapa, frutos
oriundos de todas as plantas produzidas na casa de vegetacdo (também
etiquetados) foram colhidos, levados ao laboratério, desinfestados em solucéo de
1% de NaOCI, lavados, triplamente, em agua deionizada estéril e inoculados com
suspensdo de 1,0 x 10° conidios/mL e mantidos & temperatura de,
aproximadamente, 28 °C. Nessa etapa, foram avaliados frutos imaturos na planta
(FIP); frutos imaturos destacados da planta e levados ao laboratério (FIL); frutos
maduros na planta (FMP); e frutos maduros destacados da planta e levados ao
laboratério (FML). As inoculacdes foram feitas nas folhas e nos frutos. Em ambos
0S casos, os procedimentos de preparo de in6culo para inoculagdo foram os
mesmos. As suspensdes de esporos foram ajustadas para 1,0 x 10° conidios/mL.
Nas folhas, foi realizada a quebra da tenséo superficial das folhas com alcool 70%
e, em seguida, estas foram lavadas, por trés vezes, com agua destilada. A
inoculacao foi realizada em trés folhas por plantula, sendo que, em cada folha,
foram inseridas quatro gotas com 5 pL de suspensao. A inoculacédo nas plantulas
ocorreu a partir da formacao de trés pares de folhas definitivas e expandidas. Os
frutos foram inoculados em estadios diferentes: frutos imaturos e maduros foram
colhidos, respectivamente, aos 35 e 45 dias apds o florescimento. Esses frutos
foram esterilizados com 1% (volume/agua) de hipoclorito de sodio, depois
lavados, por trés vezes, em agua destilada. A inoculacéo foi realizada com auxilio
de micropipetas de 20 pL, no pericarpo, na parte central do fruto. A avaliagao foi
feita a cada 24 horas apds a inoculacao, verificando-se o periodo de incubacéao.
Entre o 3° e 0 7° dias ap0s a inoculacédo (DAI), foram avaliados os sintomas nos
frutos e folhas pela escala de descricdo dos sintomas. Os dados foram
submetidos ao teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi determinada a
correlacdo de Spearman entre os valores obtidos para AACPD e as notas
atribuidas as partes inoculadas dos frutos. As médias foram classificadas pelo
teste de Steel. Todas as analises foram efetuadas com o auxilio do Programa R.
N&o foram observados sintomas decorrentes das inoculacdes feitas nas
folhas das plantas. Os resultados observados para periodo de incubacgédo variaram
entre os acessos. O periodo de incubacéo foi influenciado tanto pelo estadio de
desenvolvimento do fruto quanto pelas condi¢cdes de avaliacdo (na planta ou no
laboratorio). Houve diferenca altamente significativa para valores de AACPD e

para as notas atribuidas aos sintomas para os frutos imaturos avaliados na planta
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e no laboratério e, também, para frutos maduros avaliados na planta e no
laboratério. Isso indica que h& variagédo entre valores de AACPD e notas entre 0os
estadios de avaliacédo dos frutos (imaturo e maduro) e no ambiente de teste (fruto
na planta em casa de vegetacdo ou fruto destacado da planta e inoculado no
laboratoério), indicando que € possivel selecionar acessos resistentes em
diferentes condi¢bes de inoculagéo

Os acessos UENF 1797(C. baccatum var. pendulum) e UENF 1718 (C.
baccatum var. pendulum) ndo expressaram sintomas de antracnose nos frutos
imaturos e maduros, inoculados na planta e no laboratério e foram considerados

resistentes a doenca.
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Figura 12: Temperatura média observada em casa de
vegetacdo durante a conducdo do experimento de avaliacéo
da resisténcia a antracnose em acessos de Capsicum spp.
(A) Umidade relativa durante inoculacdo e avaliacdo dos
frutos no estadio imaturo; (B) durante o estadio maduro.

90

N ‘/\———A—k
"’ ~—

/_/—_.

60

RN

——Umidade (%)

v Imaturos (A)
30
—@—Umidade (%)
20 Maduros (B}
10
0 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 DAI

Figura 13: Umidade relativa do ar média observada em casa
de vegetacdo, durante a conducdo do experimento de
resisténcia a antracnose em acessos de
Capsicum spp (A) Umidade relativa durante inoculacdo e
avaliacdo dos frutos no estéadio imaturo; (B) durante o estadio

avaliacdo da

maduro.

50



