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RESUMO

FUKUJI, Anderson Yusei Suzuki, D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Junho, 2022. Métodos de fenotipagem em frutos de
Capsicum spp.: termografia e validacdo da escala de severidade para inoculacao
de Colletotrichum via aspersdo. Orientadora: D.Sc. Rosana Rodrigues;
Conselheiros: D.Sc. Alexandre Pio Viana, D.Sc. Valdirene Moreira Gomes e D.Sc.
Vanildo Silveira.

A antracnose causada por Colletotrichum € uma das principais doencas fungicas
em plantas cultivadas. Em plantas do género Capsicum spp. uma das principais
espécies é Colletotrichum scovillei que causa perdas tanto em pré como em pos-
colheita. Diferentes escalas de severidade e métodos de inoculacdo sao
empregadas nos estudos relacionados a identificacdo de fontes de resisténcia e
obtencao de cultivares resistentes a antracnose. Além disso, novas abordagens
como as imagens térmicas que auxiliam os melhoristas na identificacdo e selecéo
dos melhores gendtipos sédo fundamentais. Na primeira parte do trabalho, duas
escalas de severidade foram comparadas, ambas com a participacdo de um
avaliador experiente e trés com pouca experiéncia no patossistema. Frutos de 11
gendtipos foram utilizados em dois estadios de maturacdo para avaliar a severidade
da antracnose, bem como a confiabilidade e concordancia do desempenho do
avaliador experiente com 0s menos experientes. As varidveis analisadas foram:
nota no ultimo dia de avaliacdo (Nota9), area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), periodo de incubacao (PI) e periodo latente (PL). Na segunda
parte do trabalho 11 gendtipos foram inoculados com Colletotrichum scovillei por

Xii



aspersédo e foram fenotipados com auxilio de uma camera termogréfica, ao longo
de nove dias, com base no diferencial entre a temperatura da area sintomatica e
assintoméatica. Para o primeiro experimento concluiu-se que ambas as escalas séo
adequadas para avaliar frutos imaturos e maduros inoculados com antracnose via
aspersdo. Para o segundo experimento verificou-se que a termografia é uma
metodologia robusta para a avaliacdo de frutos inoculados com Colletotrichum

scovillei via aspersao.

Palavras-chave: Pimentédo; Pimenta; Antracnose; Resisténcia a doencgas; Imagens

Termais.
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ABSTRACT

FUKUJI, Anderson Yusei Suzuki, D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; June, 2022. Phenotyping methods in Capsicum spp.
fruits: thermography and validation of the severity scale for inoculation of
Colletotrichum via spray. Advisor: D.Sc. Rosana Rodrigues; Committee members:
D.Sc. Alexandre Pio Viana, D.Sc. Valdirene Moreira Gomes and D.Sc. Vanildo
Silveira.

Anthracnose caused by Colletotrichum is one of the main fungal diseases in
cultivated plants. In plants of the genus Capsicum spp. one of the main species is
Colletotrichum scovillei that causes losses in both pre- and post-harvest. Different
severity scales and inoculation methods are used in studies related to the
identification of sources of resistance and obtaining cultivars resistant to
anthracnose. In addition, new approaches such as thermal images that help
breeders in the identification and selection of the best genotypes are essential. In
the first chapter of the work, two severity scales were compared, both with the
participation of an experienced evaluator and three with little experience in the
pathosystem. Fruits of 11 genotypes were used in two stages of maturation to
evaluate the severity of anthracnose as well as the reliability and agreement of the
performance of the experienced evaluators with the less experienced ones. The
variables analyzed were: score on the last assessment day (Score9), area under
the disease progress curve (AACPD), incubation period (IP) and latent period (LP).
In the second chapter, 11 genotypes were inoculated with Colletotrichum scovillei

by spraying and were evaluated with the aid of a thermographic camera over 9 days
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based on the differential between the temperature of the symptomatic and
asymptomatic areas. For the first experiment, it was concluded that both scales are
suitable for evaluating immature and mature fruits inoculated with anthracnose via
spray. For the second experiment it was verified that thermography is a robust
methodology for the evaluation of fruits inoculated with Colletotrichum scovillei by
spraying.

Keywords: Sweet pepper; chili pepper; anthracnose; disease resistance; Thermal
Images.
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1. INTRODUCAO

A cultura dos pimentdes sempre estd entre 0s vegetais com maior
concentracéo de residuos de defensivos acima do limite maximo permitido, além
de serem encontrados residuos de defensivos ndo permitidos para o género
Capsicum spp. (Machado; Santos, 2017; ANVISA, 2018).

A antracnose, causada por diversas espécies do fungo Colletotrichum spp.,
€ considerada uma das principais doencas em diversas culturas de importancia
agricola (Dean et al.,, 2012; Mongkolporn & Taylor, 2018). Em Capsicum, essa
doenca é considerada de etiologia complexa, causada por uma ampla gama de
espécies, sendo descritas 24 espécies que infectam pimentas e pimentfes
(Mongkolporn e Taylor, 2018). Na América do Sul trés espécies sdo consideradas
mais destrutivas: C. truncatum (syn. C. capsici; (Damm et al., 2012), C. siamense e
C. scovillei (Mongkolporn & Taylor, 2018). E uma doenca altamente agressiva que
deprecia o0 aspecto visual do fruto e pode causar perdas de até 100% em condi¢cdes
favoraveis do patégeno (Park et al., 2012).

A rotacao de culturas com plantas ndo hospedeiras e 0s controles quimicos
e biologicos estdo entre as principais medidas de controle da antrachose em
Capsicum spp. (Ali et al., 2016; Saxena et al., 2016; Giacomin et al., 2020). No
entanto, a melhor estratégia que promove maiores beneficios econbmicos e
sustentaveis € o uso de cultivares resistentes (Lamichhane et al., 2016).

Até o momento ndo ha cultivares resistentes de pimentdo (Capsicum

annuum) a Colletotrichum sp.. Entretanto, o Programa de Melhoramento da



Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro identificou um acesso
resistente a antracnose, UENF 1381 (Bento et al., 2017). A partir desse resultado,
diversos estudos vém sendo realizados visando estimar a heranca, identificar os
genes e metabdlitos envolvidos na resisténcia da antracnose, bem como na
definicdo de cruzamentos e avanco de geracbes para o desenvolvimento de
cultivares resistentes (Bento et al., 2017; Alencar, 2018; Cardoso et al., 2018;
Geronimo, 2018; Baba et al., 2020; Giacomin et al., 2020; De Almeida et al., 2020;
Araujo, 2020).

A avaliacdo do grau de severidade em frutos imaturos e maduros em
Capsicum é realizada por meio da escala de notas, em especial a proposta por
Montri et al. (2009). Essa escala foi desenvolvida para ser utilizada quando as
inoculagbes nos frutos sao realizadas por microinjecbes, e usa notas
correspondendo aos valores zero (Altamente Resistente, Sem sintomas) até nove
(Altamente Suscetivel, >25% da area do fruto com lesdo necrotica, leséo ao redor
do fruto com a presenca de acérvulos em abundancia). No entanto, 0 uso dessa
escala tem alto grau de subjetividade, principalmente pela dificuldade em se
observar o periodo latente e a quantificacdo da severidade ser determinada pela
proporcao da area lesionada, que pode ser influenciada pela area total do fruto.
Devido a essas dificuldades, Araujo et al. (2022) propuseram uma escala que se
baseia no periodo latente, além de mensurar o grau de severidade em relacao ao
diametro da lesdo em milimetros, e propor os escores de severidade igualmente
espacados, 0 que aumenta o poder dos testes e reduz o erro tipo | (Singer et al.,
2004), além de ter mais chances de atender os pressupostos da analise de
variancia.

A utilizacdo da inoculacdo por microinjecées tem como ponto negativo nao
levar em consideracdo os mecanismos de defesa constitutivos que sédo a primeira
linha de defesa das plantas. No caso do Colletotrichum, o fungo inicia o processo
de infeccdo quando libera o apressoério para aderir ao tecido do hospedeiro
(Menezes, 2013). Entretanto, o hospedeiro pode ter diferentes mecanismos de
defesas constitutivas ou pré-formadas (Van Loon et al., 2006) que dificultam a
penetragdo e consequentemente a infeccdo, e esses mecanismos S&o
negligenciados quando se pratica a inoculagdo por microinje¢cdo. Por sua vez, a

inoculacao via asperséo possibilita que os gendtipos que possuam essas defesas



constitutivas possam expressar a resisténcia devido a esses fatores e demonstrem
assim um menor grau de severidade ao patdgeno.

A termografia infravermelha vem sendo utilizada em diversas &reas como na
industria bélica, saude humana e animal, construcdo civil, processos industriais e
elétricos (Gowen et al., 2010). E uma metodologia que visa identificar problemas
ligados a temperatura de forma invisivel ao olho humano.

No melhoramento de plantas é de suma importancia desenvolver cultivares
gue sejam resistentes a fatores bidticos e abiéticos no menor tempo possivel, e 0s
métodos tradicionais de avaliacdo de doencas sdo trabalhosos, demorados e
cansativos. Grande parte do tempo gasto deve-se ao treinamento de pessoal
capacitado na conducdo e avaliacdo do experimento. Inimeras tecnologias vém
sendo empregadas para facilitar e detectar precocemente as doencas em plantas,
dentre elas destaca-se as imagens termograficas que consistem em um método
nao destrutivo e ndo invasivo (Mahlein et al., 2016).

Com o uso de uma camera termografica é possivel capturar as imagens
térmicas (pseudo-cores) para ser utilizada no diagnéstico de estresses e na
fenotipagem de inimeras culturas (Mahlein et al., 2019). A mensuracéo é realizada
observando a diferenca de temperatura entre as areas sadias e doentes baseado
na temperatura do tecido vegetal, que esta ligada ao teor de agua dentro das
células perdido pela transpiracdo ou por injarias (Costa et al., 2013). Abordagens
como a termografia que identificam a doenca antes dos sintomas aparentes tém
por consequéncia a reducao do tempo gasto na avaliacdo além do menor uso de
defensivos agricolas devido a menor fonte de inéculo na lavoura, tornando a
tomada de decisdo mais rapida e precisa (Barén; Pineda e Pérez-Bueno, 2016).
Inimeros trabalhos verificaram a viabilidade do uso da termografia em diversos
patossistemas e em tecidos vegetais como folha e frutos (Wang et al., 2012; Jafari
et al., 2017; Zhu et al., 2018; Mahlein et al., 2019; Wen et al., 2019; Fukuji, 2020).
No patossistema Botrytis Cinerea-C. annuum concluiu-se que a termografia
identificou o aparecimento da doenca antes dos sintomas visiveis (Andrade, 2020).
Entretanto, para o patossistema Capsicum-Colletotrichum ndo foram encontradas
na literatura resultados sobre a aplicacao de imagens infravermelhas.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia e a
confiabilidade das escalas de Montri et al. (2009) e Araujo et al. (2022) na avaliagédo
de gendtipos de Capsicum quando inoculados com Colletotrichum scovillei via
aspersao, e a aplicagcao da termografia como ferramenta de fenotipagem no
patossistema Capsicum-Colletotrichum.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Comparar métodos de inoculacdo de C. scovillei quanto a eficiéncia e
confiabilidade para analisar a reacéo de frutos de Capsicum spp. inoculados por
aspersao, e verificar a eficiéncia das analises térmicas na fenotipagem de frutos de

Capsicum spp inoculados por aspersao.

2.2. Objetivos especificos

Verificar a concordancia e a confiabilidade entre as escalas de Montri et al.,
(2009) e Aradjo et al., (2022) e entre avaliadores na avaliagdo de genotipos de
Capsicum quando inoculados com Colletotrichum scovillei via aspersao.

Verificar a eficiéncia da termografia na fenotipagem da antracnose em

gendtipos de Capsicum spp.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem, domesticacao e aspectos botanicos do género Capsicum spp.

As pimentas sdo pertencentes a familia Solanaceae, género Capsicum
(Eshbaugh, 1980), tendo a sua origem na América Central e América do Sul (Kraft
et al., 2014). As pimenteiras estdo entre as primeiras espécies a serem
domesticadas, cultivadas e utilizadas na culinaria dos povos nativos da América
(Menichini et al.,, 2009). Registros arqueologicos comprovam esta teoria. Em
Tehuacan, no México, foram encontrados fragmentos de frutos que datam de 9000
a.C. referente ao consumo do género Capsicum (Rufino e Penteado, 2006).

Ao longo da evolucédo do género Capsicum, selecdes tanto naturais como
conduzidas pelo homem, além das varias recombinacdes genéticas e mutacoes,
refletem a atual diversidade dos mais variados formatos, tamanhos, cores, sabores,
aromas, pungéncias e composicao nutricional dos frutos. Existe uma diversidade
de locais onde as plantas séo cultivadas e de etnias que cultivam este género, cujos
frutos podem ser consumidos in natura ou como condimento, fornecendo uma
experiéncia Unica de pungéncia, aroma e cor na culinaria (Bosland et al., 2015; Al
et al., 2016).

Os centros de distribuicdo do género sé@o descritos por Moscone et al. (2007)
como: 1) Sul dos Estados Unidos da América e México até o oeste da América do
Sul; 2) Nordeste do Brasil e a costa da Venezuela; 3) Costa leste do Brasil e 4)

Centro da Bolivia, Norte do Paraguai e Centro da Argentina.



O género Capsicum é composto por uma grande variabilidade sendo que no
site “The Plant List” em 2019 estao descritas 197 espécies, porém apenas 40 sédo
classificadas como aceitas. Segundo Carvalho e Bianchetti (2008), esse género
pode ser separado em trés categorias de acordo com a domesticacao
(domesticadas, semidomesticadas e silvestres):

1) Domesticadas: C. annuum var. annuum L., C. baccatum var. pendulum L., C
chinense Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz et Pavon;

2) Semi-domesticadas: C. annuum var. glabriusculum, C. baccatum var. baccatum,
C. baccatum var. praetermissum, C. cardenasii, C. eximium, C. tovarii, C.
chacoense e C. galapagoense;

3) Silvestres: C. buforum, C. campylopodium, C. chacoense var. tomentosum, C.
ciliatum, C. coccineum, C. cornutum, C. dimorphum, C. dusenni, C. flexuosum, C.
geminifolium, C. hookerianum, C. lanceotatum, C. minutiflorum, C. mirabile, C.
parvivolium, C. schottianum, C. scolnikianum e C. villosum.

Segundo Justino et al. (2018) a espécie C. annuum € preferencialmente
autégama facultativa, sendo encontrada uma taxa de fecundacao cruzada de 1,2%
a 10,8%. As espécies do género sao diploides e apresentam o numero basico de
cromossomos de 12 ou 13: as espécies domesticadas possuem o0 mesmo numero
de cromossomos, 2n=2x=24, mas algumas espécies silvestres possuem 2n=2x=26
(Moscone et al., 2007). Em relacdo ao ciclo, a cultura pode ser anual, bianual e
perene (IPGRI, 1995).

Para distinguir entre as varias espécies e variedades de Capsicum se faz
necessario averiguar as caracteristicas morfologicas dos frutos, folhas e
principalmente as flores (Dias et al., 2013). As espécies sao diferenciadas
principalmente pela flor, como por meio da cor da corola e antera, pois C. baccatum
apresenta corola branca com manchas amarelas e anteras amarelas, enquanto C.
pubescens tem corola e anteras purpuras; presenca de constricdo anelar do célice
gue diferencia C. frutescens e C. chinense e nimero de flores por né que diferencia

variedades botanicas de C. baccatum (Eshbaugh, 1976).

3.2. Importancia econémica e nutricional

Segundo dados da FAOSTAT em 2016 a produtividade total mundial foi de

38,5 milhdes de toneladas de pimentas e pimentdes. O continente asiatico é o maior



produtor mundial, seguido pela América e Europa. No Brasil, o cultivo de Capsicum
spp. gera em torno de 400 milhdes de reais com uma producédo de 250 mil toneladas
anuais (IBGE, 2017). Segundo dados do IBGE (2017), de outubro de 2016 a
setembro de 2017 os principais estados produtores de pimenta e pimentdo foram
Bahia, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo e Ceara. Entretanto, o seu cultivo
ocorre em todas as regides brasileiras voltadas para uma agricultura familiar.

Uma das caracteristicas mais marcantes do género Capsicum € a
pungéncia, isso se deve a producédo de capsaicinoides, alcaloides sintetizados na
placenta dos frutos e também no pericarpo para aguelas pimentas extremamente
pungentes. Esses alcaloides s6 ocorrem no género Capsicum (Bosland et al.,
2015).

A versatilidade de aplicagdes na culinaria, industria farmacéutica e como
plantas ornamentais demonstra a importancia desta cultura no mercado atual e
futuro. Além disso, possui uma grande variedade de produtos e subprodutos, usos
e formas de consumo (Bento et al., 2007; Sudré et al., 2010).

Os frutos de Capsicum possuem compostos antioxidantes como vitaminas
A, C, E e do complexo B, carotenoides, tocoferois, capsaicinoides e flavonoides,
além de possuir altos teores de potassio, magnésio e ferro (Wahyuni et al., 2013).
Segundo Reifschneider (2000) os frutos do género Capsicum sao ricos em fibras
gue por sua vez sao importantes no processo de digestdo e prevencdo de
problemas intestinais.

A capsaicina tem sido amplamente estudada no combate a doencas como o
cancer, Alzheimer e diabetes (Siddiqui et al., 2015). Além disso, também esta sendo
usada como agente anti-inflamatério, anti-artrose (Sarwa et al., 2015; Persson et

al., 2018), e na producéo de sprays de pimenta (Reilly et al., 2011).

3.3. Doencas em Capsicum

As perdas por doencas em plantas do género Capsicum ocorrem desde a
semeadura até a pés-colheita, podendo em certos casos chegar a perda total da
producdo. As pimentas e pimentdes sdo atacados por fungos, bactérias,
nematoides e virus (Azevedo et al., 2005).

As principais doencas do cultivo de Capsicum sdo mancha bacteriana

(Xanthomonas spp.), nematoides de galhas (Meloidogyne spp.), virus do mosaico



do pimentdo (Potato virus Y) e antracnose (Colletotrichum spp.). A antracnose
causa prejuizos tanto em pré como na pés-colheita podendo causar perdas de até
100% na lavoura (Prusky, 1966).

3.4. Interagao Capsicum — Colletotrichum

O género Colletotrichum pertence ao reino fungi; filo Ascomycota; classe
Sordariomycetes; ordem Hypocreomycetidae e familia Glomerellaceae (Gophy,
2018). Espécies de Colletotrichum causam doencas em mais de 121 géneros de
plantas, desde frutiferas, hortalicas e plantas ornamentais (Farr et al., 2016). As
espécies mais importantes como agentes causais de doenga em Capsicum séo C.
gloeosporioides, C. acutatum, C. capsici, C. dematium e C. coccodes (Than et al.,
2008). A doenca afeta diferentes partes da planta, entretanto, os maiores danos
ocorrem nos frutos, fato que resulta na reducdo do valor de mercado ou perda total
(Manandhar et al., 1995).

A condicao para o desenvolvimento da doenca € temperatura em torno de
27°C e umidade relativa de 80% (Roberts et al., 2001). Segundo Saxena et al.
(2016) a transmisséo ocorre pelo vento, respingos de agua de chuva, por sementes
infectadas e restos culturais contaminados. A infeccdo e colonizacdo do fungo
correspondem a uma fase hemibiotrdfica, sendo a fase biotréfica caracterizada pela
formacédo de apressorio, hifas de penetracéo e quiescéncia, enquanto que na fase
necrotroéfica o fungo forma hifas secundarias e coloniza o hospedeiro resultando no
aparecimento dos sintomas (O’Connell et al., 2012; Gan et al., 2013).

Os sintomas tipicos da doenca séo lesdes deprimidas e necrosadas com
anéis concéntricos de aceérvulo envolto por uma massa alaranjada do fungo no
centro da lesédo (Than et al., 2008). Geralmente, a antracnose causada por C.
coccodes afeta as folhas e caules, ja C. acutatum e C. gloeosporioides causam
danos nos frutos nos estadios imaturo e maduro (Kim et al., 2004).

O gene col identificado a partir do cruzamento entre C. chinense (PBC932)
e C. annuum (cv. Banchang), no trabalho de Pakdeevaraporn et al., (2005), confere
resisténcia em frutos maduros para C. capsici. JA 0s genes co2 e co3 foram
identificados conferindo resisténcia a genétipos provenientes do cruzamento entre
C. annuum (cv. Banchang) e C. chinense (PBC932) para C. capsici sendo co2 para

frutos maduros e co3 para plantulas (Mahasuk et al., (2009a). Os genes co4 e Co5



conferem resisténcia para C. capsici para frutos imaturos e maduros,
respectivamente, e foram identificados a partir de cruzamentos entre C. baccatum
(PBC8O0 resistente) e C. baccatum (PBC1422 suscetivel) (Mahasuk et al., 2009b).

Apesar de genotipos resistentes a Colletotrichum em Capsicum ja terem sido
identificados até o momento, ndo existem cultivares resistentes de C. annuum. O
acesso UENF 1381 foi identificado como resistente a antracnose em frutos imaturos
e moderadamente resistente no estadio maduro (Bento et al., 2017) e tem se
destacado por também ser resistente & mancha bacteriana e ao Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV).

3.5. Termografia infravermelha

A fenotipagem de plantas tem se utilizado de inumeras ferramentas nao
destrutivas tais como imagens RGB (Red-Green-Blue); imagens térmicas;
espectrometros; fluorescéncia; scanners; tomografia, e ressonancia. Uma
abordagem que tem se destacado séo as imagens capturadas pelo infravermelho
proximo que trazem informacdes a respeito da temperatura em uma determinada
area e sdo fundamentais para entender o estado fisiologico do tecido saudavel e
doente (Viana et al., 2018).

A termografia infravermelha tem como principio a lei de Stefan-Boltzmann
gue salienta que a emisséo de radiacdo infravermelha é diretamente proporcional
a maior temperatura dos corpos, o que foi provado por Max Planck em 1900
(Mcmanus et al., 2016). Essa técnica ndo destrutiva utiliza aparelhos eletrénicos
para medir a radiacéo infravermelha presentes na porcao invisivel (0,75-100um) do
espectro eletromagnético de objetos acima do zero absoluto (0°K, -273°C)
convertendo-as na escala do visivel (RGB-Red, Green, Blue) (Kaplan, 2009; Costa;
Grant; Chaves, 2013). A radiacdo ndo ionizante € captada por pulsos elétricos que
posteriormente sdo amplificadas em imagens coloridas pelo sensor da camera
termografica para o termograma (Godyn; Herbut; Walczak, 2013). O termograma é
a representacdo em pseudo-cores contendo as informacdes da temperatura da
superficie dos corpos, em que cada pixel da imagem representa um valor
observado do objeto (Mahlein, 2016). As imagens resultantes do processo podem
ser avaliadas por programas especificos, dentre o mais utilizado destaca-se o Flir

Tools® para computadores e smartphones.
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A termografia € um método néo invasivo utilizado em diferentes areas como,
por exemplo, em processos industriais, metalurgia, sistemas elétricos, construcéo
civil, esportes, armas militares, saide humana e animal e nas ciéncias agrarias
(Gowen et al., 2010; Costa; Grant; Chaves, 2013). Na agricultura a termografia é
principalmente utilizada para avaliar o estresse hidrico em diversas culturas e no
solo com objetivo de entender e aumentar a eficiéncia no uso da agua, bem como
no planejamento da irrigacdo (Saraiva et al., 2014; Costa et al., 2015; Garcia-Tejero
et al., 2017; Khanal et al., 2017; Aragdo, 2019). Em condicbes de campo e céu
limpo, o melhor horario para avaliar as imagens termograficas e identificar o

estresse hidrico em dosséis de plantas é ao meio-dia (Liu et al., 2020).

3.6. Termografia na deteccao de doencas de plantas

Mudancas na transpiracao e no fluxo de agua sao provocadas pela infeccao
de patdgenos em 6rgaos das plantas. Essa diferenca no contetdo de agua provoca
diferenca de temperatura entre as regibes sadias e doentes, e as imagens
termogréaficas conseguem identificar essa infec¢cdo que muitas vezes € invisivel aos
olhos (Viana et al., 2018; 2019). Um forte indicador do aparecimento de doencas &
a diferenca de temperatura entre e dentro de folhas, frutos, plantas e talhGes
(Mahlein, 2016).

Diversos trabalhos evidenciam a aplicabilidade da técnica da termografia em
inmeras culturas. E uma abordagem que permite monitorar o aparecimento de
patégenos de forma pré-sintomaticamente, bem como no decorrer do
desenvolvimento da doenca (Mahlein et al., 2012). Em alguns trabalhos com a
sarna da macieira foi revelado que a gravidade da doenca é observada pelas
imagens térmicas (Oerke; Frohling; Steiner, 2011). Na cultura do pepino foi
constatado diferencas de temperatura superiores a 5°C em folhas devido a infeccao
de Pseudoperonospora cubensis (Wen et al.,, 2019). No trigo foram observadas
diferencas de 1,7°C em folhas atacadas pelo patégeno Puccinia triticina e a
identificacdo dos sintomas apareceu antes na termografia do que a olho nu (Zhu et
al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

Foram avaliados 11 gendtipos de quatros espécies de Capsicum spp. do
Banco de Germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), sendo cinco de C. chinense (UENF 1765, UENF 2078, UENF 2110,
UENF 2111 e UENF 2112), trés de C. annuum var. annuum (hibrido comercial
cultivar Ikeda cascadura, UENF 1381 e UENF 2285), dois de C. baccatum var.
pendulum (UENF 1732 e UENF 2124) e um de C. frutescens (UENF 1775), em
diferentes estadios de maturacdo, com variabilidade em cores, formatos e
tamanhos de frutos, além de diferentes graus de reacéo ao C. scovillei. Dez frutos
de cada genotipo foram colhidos em plantas conduzidas em casa de vegetacdo na
Unidade de Apoio a Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
da UENF, sendo cinco no estadio imaturo (35 dias apds a antese) e cinco no estadio

maduro (50 dias apés a antese).

4.2. Preparo dos frutos

Os frutos foram desinfestados em alcool 70% por um minuto, seguido de
hipoclorito de sédio 0,2% durante 5 minutos, e por fim lavados triplamente em agua
deionizada autoclavada. Em seguida foram secos em papel toalha e colocados em

bandejas de poliestireno expandido, corretamente identificados, e alocados em
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condicdes de camara umida em caixas plasticas e reservatérios contendo algodao

umedecido.

4.3. Isolado fungico

Para as inoculagdes foi utilizado o isolado de C. scovillei identificado como
8.1 [GenBank accession numbers MN 121780, MN121791, MN121802, MN121811
e MN121822 (Giacomin et al., 2020)]. O isolado foi incubado em meio Batata-
Dextrose-Agar (BDA) durante sete dias em BOD na temperatura de 28°C com 12
horas de luz e 12 horas de escuro. Apds esse periodo, a suspensao de conidios foi
preparada com agua deionizada e esterilizada, utilizando-se camara de Neubauer
e microscopio de luz, ajustando-se a concentracdo em 1x10° conidios por mL (Silva
et al., 2014).

Os frutos foram inoculados via aspersao em toda a sua superficie, utilizando-
se um borrifador manual a uma distancia de 15 centimetros (Figura 1). Frutos dos
genotipos também foram inoculados com agua deionizada autoclavada como
controle negativo. Apds a inoculagéo, os frutos foram acomodados em condicdes
controladas de umidade de 80%, temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12 horas

durante nove dias.

Figura 1. Inoculacdo por aspersdo em frutos maduros de Capsicum spp. na
concentracédo de 1x10° conidios por mL.
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4.4. Variadveis Analisadas

Quatro avaliadores, de forma independente, registraram as variaveis de
resisténcia: nota no Ultimo dia de avaliacdo (Nota9); area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD); periodo de incubacao (Pl), e periodo latente (PL).
A Nota9 foi atribuida no ultimo dia de avaliacdo (nono dia) com base em duas
escalas, sendo uma proposta por Montri et al. (2009) e uma nova escala elaborada
pela equipe do Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da UENF
(Aratjo et al., 2022), denominada de escala S.

A AACPD foi calculada com base nas notas diarias (Campbell; Madden,

1990): AACPD = Y71 W(tm — t;), emque n é o nimero de observacoes,

k3 [
| I -

yi € a severidade da doenga na “i”-ésima observacéo e ti € o tempo em dias na
ésima observacéo. O PI é o periodo em dias da inoculacéo até o aparecimento dos
sintomas e o PL é o tempo em dias da inoculagéo até o surgimento dos sinais, que
séo as estruturas do patogeno.

O avaliador A, muito experiente na avaliacdo da antracnose, foi considerado
como referéncia para os demais avaliadores, sendo estes avaliadores (B, C e D)
considerados com nenhuma experiéncia na avaliagdo da doenca uma vez que
nunca usaram as escalas, mas receberam instrucfes necessarias para realizar a
avaliacdo. Todos os avaliadores primeiramente atribuiam as notas segundo a
escala de Montri et al. (2009) e depois a escala proposta pelo LMGV a todos os
gendtipos, diariamente e sempre no mesmo horario.

Para as andlises termograficas foram avaliados o Ti (temperatura da area
sintomatica), Tc (temperatura da area nao sintomatica) e DTM (diferencial de
temperatura média), obtido pela diferenca entre a temperatura da area sintomatica

com a area assintomatica dado por: AT=|Ti-Tc| em graus celsius.
4.5. Escalas de severidade
A severidade da antracnose foi avaliada por duas escalas, a escala de Montri

et al. (2009) (Tabela 1) e a escala S proposta pelo LMGV (Tabela 2). Para as

analises termogréficas foi utilizada a escala S.
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Tabela 1. Escala de notas para avaliacdo da severidade da antracnose em frutos
de Capsicum spp. (Montri et al., 2009)

Nota Nivel de resisténcia

Descricao dos sintomas

0
1

3

Altamente Resistente
Resistente

Moderadamente Resistente

Moderadamente Suscetivel

Suscetivel

Altamente Suscetivel

Sem sintomas

1-2% da area do fruto com lesé@o necrética ou lesao
encharcada em torno do local da infecgéo

>2-5% da area do fruto com lesdo necrotica,
podendo ou nao ter acérvulo ou lesdo encharcada
acima de 5% da superficie do fruto

>5-15% da area do fruto com lesdo necrética,
presenca de acérvulo, ou lesdo encharcada acima de
25% do fruto

>15-25% da area do fruto com leséo necrotica e com
acérvulo

>25% da area do fruto com lesdo necrotica, leséo ao
redor do fruto com a presenca de acérvulos em
abundancia

Tabela 2. Escala de notas proposta (S) para avaliacao da severidade da antracnose
em frutos de Capsicum spp.

Nota Nivel de resisténcia

Descricdo dos sintomas

1

2
3
4

Imune Sem sintomas
Altamente Resistente ~ Sem aceérvulos  Necrose < 1 mm

Resistente Semacervulos 1 \ym < necrose < 3 mm
Moderadamente Semacervulos 3 ym < necrose < 5 mm
Resistente
Moderadamente Sem acérvulos  Encharcamento < 5mm e/ou 5 mm <
Suscetivel
necrose < 7 mm
Suscetivel Sem acérvulos Encharcamento >5 mm e/ou necrose >
7 mm

Altamente Suscetivel ~ Com acérvulos  Necrose ou encharcamento < 5 mm

Altamente Suscetivel Com acérvulos 5 mm < necrose ou encharcamento

entre <10 mm

Altamente Suscetivel Com acérvulos Necrose ou encharcamento > 10 mm

4.6. Andlises estatisticas

As variaveis Nota9, AACPD, Pl e PL ndo atenderam aos pressupostos de

normalidade dos residuos e homogeneidade de variancias, portanto, utilizou-se a
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estatistica tipo anova (ATS). A ATS foi usada devido a hipotese testada pela
ANOVA e a ATS serem semelhantes (Shah & Madden, 2004; Erceg-Hurn &
Mirosevich, 2008). Foi utilizado o pacote ‘nparLD’ (Noguchi et al., 2012). O pacote
‘corrplot’ foi utilizado para as correlagbes de Spearman. (Wei & Simko, 2021). As
analises de confiabilidade e concordancia pelo Kappa ponderado entre os
avaliadores menos experientes com 0 experiente para as quatro variaveis foram
determinadas utilizando-se o pacote ‘irr’ (Gamer et al., 2019). Todas analises foram
realizadas pelo programa R (R Core Team, 2020).

A variavel DTM em frutos imaturos e maduros também néo atenderam os
pressupostos da andlise de variancia de normalidade dos residuos e
homogeneidade de variancias, e por isso foram realizados testes ndo-parameétricos
de Kruskal-Wallis, com o post hoc de Dunn para verificar diferencas de DTM entre
0S genotipos para cada dia de avaliacéo.

Para as variaveis Ti (temperatura da area sintomatica) e Tc (temperatura da
area assintomatica) em frutos imaturos e maduros foram realizados testes de
Mann-Whitney entre a area doente e a area sadia para cada dia de avaliacao.
Todas as andlises foram realizadas pelo programa R (R Core Team, 2020),
utilizando os pacotes ggplot2 (Wickham, 2009), ggpubr (Kassambara, 2020),
patchwork (Pedersen, 2020), agricolae (Mendiburu, 2020), ExpDes.pt (Ferreira,
2021), rstatix (Kassambara, 2021), e AgroR (Shimizu, 2022).
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5. RESULTADOS

5.1. Escala de notas

O isolado fungico de Colletotrichum scovillei demonstrou viruléncia quando
se utilizou o método de inoculacdo por aspersao superando as barreiras fisicas,

tanto em frutos imaturos quanto em maduros (Figura 2).

Figura 2. Frutos de Capsicum spp. com sintomas de Colletotrichum scovillei
inoculados por aspersdo na concentracdo de 1x10° conidios por mL.

Pela andlise Anova type-statistics foi observado efeito significativo em frutos
imaturos para fonte de variagcdo escala para as variaveis Pl e PL, e para avaliadores
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em relagdo a variavel PL. Para os frutos maduros, houve efeito significativo para
avaliadores para as quatro variaveis (Nota9, AACPD, Pl e PL). A escala foi

significativa em frutos maduros para AACPD e PL (Tabela 3).

Tabela 3. Anova para estatistica ndo paramétrica (ATS) para efeito de avaliadores
e escalas em frutos imaturos e maduros de Capsicum spp. em relacéo a reacdo a
antracnose (Colletotrichum scovillei)

Efeito ATS GL P value Efeito ATS GL Pvalue
Frutos imaturos — Nota 9° dia Frutos maduros — Nota 9° dia
Avaliadores (A) 2,27 2,96 0,079 Avaliadores (A) 435 2,84 0,005
Escala (E) 1,07 1,00 0,299 Escala (E) 3,41 1,00 0,064
AxXE 5,88 2,34 <0,005 AxXE 1,19 2,43 0,307
Frutos imaturos — AACPD Frutos maduros — AACPD

Avaliadores (A) 1,16 2,97 0,321 Avaliadores (A) 4,93 2,96 <0,005

Escala (E) 3,48 1,00 0,062 Escala (E) 19,28 1,00 <0,005
AXE 12,00 2,64 <0,005 AXE 9,77 2,80 <0,005
Frutos imaturos — Pl Frutos maduros — PI

Avaliadores (A) 2,51 2,95 0,057 Avaliadores (A) 8,64 2,68 <0,005

Escala (E) 6,61 1,00 0,010 Escala (E) 1,57 1,00 0,209
AXE 1,19 2,55 0,307 AXE 0,76 2,06 0,472
Frutos imaturos — PL Frutos maduros — PL

Avaliadores (A) 4,15 2,95 <0,005 Avaliadores (A) 6,72 2,99 <0,005
Escala (E) 37,49 1,00 <0,005 Escala (E) 64,45 1,00 <0,005

AXE 2515 2,32 <0,005 AXE 3141 240 <0,005

Para frutos imaturos, pela escala de Montri et al. (2009) a correlacdo média
entre os avaliadores foi de 0,70 (0,45-0,86), 0,76 (0,72-0,83), 0,53 (0,30-0,66) e
0,77 (0,64-0,85) para Nota9, AACPD, PI e PL, respectivamente (Figura 3). Para
escala S, a correlagéo para a Nota9, AACPD, PI e PL foi de 0,70 (0,55-0,85), 0,84
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(0,79-0,91), 0,56 (0,45-0,65) e 0,86 (0,78-0,95), respectivamente. Para frutos
maduros, a correlacdo média entre os avaliadores para a escala de Montri et al.
(2009) para as variaveis Nota9, AACP, Pl e PL foram de 0,69 (0,59-0,74), 0,59
(0,37-0,71), 0,52 (0,33-0,71) e 0,51 (0,34-0,65), respectivamente. Na escala S
essas correlacdes foram de 0,48 (0,34-0,67), 0,53 (0,23-0,75), 0,37 (0,04-0,75) e
0,49 (0,23-0,69), respectivamente. As correlacdes do avaliador A entre as escalas
variou de 0,93 (Nota9, AACPD) a 0,97 (PL) para frutos imaturos, enquanto para
frutos maduros foi de 0,67, 0,83, 0,90 e 0,98 para as variaveis Nota9, PL, AACPD
e PI, respectivamente.

Os valores de Kappa ponderado entre o avaliador A com 0S menos
experientes (B, C e D) em frutos imaturos na escala de Montri et al. (2009) foi de
0,58 (0,51-0,67), 0,58 (0,53-0,62), 0,41 (0,31-0,47) e 0,56 (0,42-0,63) para Nota9,
AACPD, PI e PL, respectivamente, enquanto para escala S foram de 0,64 (0,52-
0,75), 0,62 (0,47-0,73), 0,57 (0,51-0,63) e 0,40 (0,17-0,60), respectivamente
(Tabelas 4 e 5). Para frutos maduros a confiabilidade na escala de Montri et al.
(2009) foi de 0,41 (0,34-0,5), 0,44 (0,36-0,5), 0,30 (0,18-0,46) e 0,32 (0,22-0,45)
para Nota9, AACPD, PI e PL, respectivamente, enquanto para a escala S foi de
0,18 (0,12-0,26), 0,58 (0,44-0,68) 0,29 (0,09-0,47) e 0,32 (0,14-0,41),
respectivamente.

A concordancia média entre o avaliador A com 0s menos experientes (B, C
e D) em frutos imaturos na escala de Montri et al. (2009) foram de 71,8% (64,1-
82,1%), 46,2% (35,9-51,3%), 31,6% (30,8-33,3%) e 40,2% (30,8-48,7%) para
Nota9, AACPD, PI e PL, respectivamente, enquanto para escala S foram de 65,8%
(56,4-79,5%), 46,1% (28,2-48,7%), 46,2% (38,5-48,7%) e 23,9% (7,69-41%),
respectivamente (Tabelas 4 e 5). Para frutos maduros a concordancia na escala de
Montri et al. (2022) foi de 74,2% (62,5-80%), 42,5% (40-45%), 30% (15-42,5%) e
23,3% (17,5-30%) para Nota9, AACPD, PI e PL, respectivamente, enquanto para
escala S foi de 74% (57,5-89,5%), 60,8% (55-67,5%), 29,2% (10-50%) e 21,7%

(7,5-32,5%), respectivamente.
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Figura 3.Correlacdo de Spearman para nota no ultimo dia, area abaixo da curva de
progresso da doenca, periodo de incubacéo e periodo latente em frutos imaturos e
maduros estimados por duas escalas (Montri et al. (2009) e S) e quatro avaliadores
(A = avaliador experiente; B, C, D = avaliadores menos experientes).
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Tabela 4. Confiabilidade e concordancia entre o avaliador A (experiente) com os
avaliadores B, C e D (menos experientes) estimados pelo Kappa ponderado para
nota no ultimo dia (Nota9), &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
periodo de incubacéao (PI), periodo latente (PL) em frutos imaturos, usando a escala
de Montri et al. (2009) e escala S (Araujo et al., 2022).

Frutos imaturos — Nota 9° dia — Montri Frutos imaturos — Nota 9°dia—S

Combinagbes AB AC AD Combinacbes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,67 0,57 051 K 0,66 0,75 0,52
Z 4,56 4,62 359 Z 4,14 7,22 34
p_value <0,005 <0,005 <0,005 p_value <0,005 <0,005 <0,005
Concordéancia (%) 82,1 64,1 69,2 Concordancia (%) 79,5 61,5 56,4
Frutos imaturos — AACPD — Montri Frutos imaturos — AACPD - S

Combinagbes AB AC AD Combinacbes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,53 0,62 058 K 0,73 0,65 0,47
z 6,36 8,08 912 Z 11,6 9,14 5,96
p_value <0,005 <0,005 <0,005 p_value <0,005 <0,005 <0,005
Concordéancia (%) 51,3 51,3 35,9 Concordancia (%) 61,5 48,7 28,2
Frutos imaturos — Pl — Montri Frutos imaturos —PI - S

Combinagdes AB AC AD Combinacbes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,45 0,47 0,31 K 0,63 0,57 0,51
Y4 4,14 4,72 330 Z 7,07 5,32 4,66
p_value <0,005 0,009 0,172 p_value <0,005 <0,005 <0,005
Concordéancia (%) 30,8 33,3 30,8 Concordancia (%) 48,7 51,3 38,5
Frutos imaturos — PL — Montri Frutos imaturos —PL - S

Combinagdes AB AC AD Combinacdes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,42 0,63 0,62 K 0,43 0,60 0,17
Z 4,79 9,07 8,88 Z 5,28 8,63 2,95
p_value <0,005 <0,005 <0,005 p_value <0,005 <0,005 <0,005
Concordéancia (%) 30,8 48,7 41 Concordancia (%) 23,1 41 7,69
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Tabela 5. Confiabilidade e concordéancia entre o avaliador A (experiente) com os
avaliadores B, C e D (menos experientes) estimados pelo Kappa ponderado para
nota no ultimo dia (Nota9), &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
periodo de incubacédo (PI), e periodo latente (PL) em frutos maduros usando a
escala de Montri et al. (2009) e escala S (Araujo et al., 2022)

Frutos maduros — Nota 9° dia - Montri

Frutos maduros — Nota 9°dia—S

Combinagbes AB AC AD Combinacdes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,5 0,34 0,4 K 0,26 0,12 0,16
Z 4,04 2,91 4,76 Z 2,14 1,83 1,89
p_value <0,005 <0,005 <0,005 p_value 0,032 0,067 0,058
Concordéancia (%) 80 62,5 80 Concordancia (%) 89,5 57,5 75
Frutos maduros — AACPD - Montri Frutos maduros — AACPD - S

Combinagbes AB AC AD Combinacbes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,5 0,36 045 K 0,61 0,44 0,68
V4 5,67 3,71 4,44 Y4 6,35 3,94 8,03
p_value <0,005 <0,005 <0,005 p_value <0,005 <0,005 <0,005
Concordéancia (%) 45 42,5 40 Concordancia (%) 60 55 67,5
Frutos maduros — Pl — Montri Frutos maduros —PI - S

Combinagdes AB AC AD Combinacbes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,46 0,25 0,18 K 0,47 0,09 0,31
Y4 4,63 3,22 3,76 4 4,35 1,04 4,17
p_value <0,005 <0,005 <0,005 p_value <0,005 0,3 <0,005
Concordancia (%) 42,5 32,5 15 Concordancia (%) 50 27,5 10
Frutos maduros — PL — Montri Frutos maduros - PL - S

Combinagdes AB AC AD Combinacbes AB AC AD
Avaliadores 2 2 2 Avaliadores 2 2 2

K 0,45 0,3 022 K 0,4 0,41 0,14
Z 5,11 3,34 2,44 Z 5,24 5,24 1,84
p_value <0,005 <0,005 0,015 p_value 0,029 <0,005 0,07
Concordéancia (%) 30 22,5 17,5  Concordancia (%) 25 32,5 7,5
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5.2. Andlises termograficas

Houve diferenca significativa entre os genotipos pelo teste de Kruskal-Wallis
em frutos imaturos pelo diferencial de temperatura a partir do terceiro dia apos a
inoculacdo. Isso mostra que houve reacdo diferencial entre os gendtipos pelas
imagens térmicas antes do aparecimento dos sintomas nos frutos, pois o periodo
de incubacao pela andlise a olho nu foi a partir do quarto dia apds a inoculacao.
Para os frutos maduros houve diferenca significativa a partir do quinto dia de
avaliagdo para o diferencial de temperatura, mesmo dia em que a maioria dos
genotipos no estadio maduro também apresentaram os primeiros sintomas visiveis.

Foram observados valores de p de 0,0057; 0,1671; 0,0651; 0,0299; 0,0341;
0,0101; 0,0327; 0,0036; 0,0034 e 0,0021 entre gendtipos parao dia 0, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8 e 9, respectivamente, para o diferencial de temperatura entre a area
sintomatica e assintomatica em frutos imaturos. Para os frutos maduros os valores
de p foram de 0,4128; 0,3688; 0,1301; 0,8777; 0,4400; 0,0463; 0,0104; 0,0025;
0,0084 e 0,0009 pelo teste de Kruskal-Wallis parao dia0, 1, 2,3,4,5,6,7,8e9

apos a inoculacao por aspersao de C. scovillei, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Teste de Kruskal-Wallis em genétipos de Capsicum spp. inoculados com
Colletotrichum scovillei para a variavel diferencial de temperatura em frutos
imaturos e maduros

FV GL X2 p-value | FV GL X? p-value
Imaturos - Dia0 9 23,21  0,0057 | Maduros - Dia0 9 9,26 0,4128
Imaturos - Dial 9 12,90 0,1671 | Maduros - Dial 9 9,77 0,3688
Imaturos - Dia2 9 16,08  0,0651 | Maduros - Dia2 9 13,78 0,1301
Imaturos - Dia3 9 18,48  0,0299 | Maduros - Dia3 9 4,47 0,8777
Imaturos - Dia4 9 18,09  0,0341 | Maduros - Dia4 9 8,86  0,4400
Imaturos - Dia5 9 21,63 0,0101 | Maduros - Dia5 9 16,54 0,0463
Imaturos - Dia6 9 18,22  0,0327 | Maduros - Dia6 9 21,53 0,0104
Imaturos - Dia7 9 24,42  0,0036 | Maduros - Dia7 9 25,38  0,0025
Imaturos - Dia8 9 24,62  0,0034 | Maduros - Dia8 9 22,12 0,0084
Imaturos - Dia9 9 25,92 0,0021 | Maduros - Dia9 9 28,09 0,0009
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O gendtipo UENF 2285 considerado suscetivel & antracnose demonstrou
sintomas tanto em frutos imaturos como frutos maduros indicando viruléncia do
isolado fangico. A diferenca de temperatura entre o tecido sintomético e
assintomético foi de 0,36, 0,13, 0,56, 1,86 e 2,46°C para os dias 1, 3,5, 7 € 9 ap0s
a inoculacdo em frutos imaturos, respectivamente. Em frutos maduros a diferenca
de temperatura foi de 0,55, 0,63, 2,15, 3,65 e 3°C entre o tecido sintoméatico e
assintoméatico para os mesmos dias (Figura 4). Esse gendtipo apresentou tanto em
frutos imaturos quanto em frutos maduros um aumento gradativo no diferencial de
temperatura do primeiro até o nono dia de avaliacdo. Comparando as duas imagens
térmicas verifica-se que, em frutos maduros, esse diferencial que chegou a 3,65°C
no sétimo dia, foi mais contrastante.

O gendtipo UENF 1381 ndo apresentou sintomas visiveis em frutos imaturos
pela imagem RGB e pela imagem termal. As diferengas entre a area mais quente
e a mais fria do fruto foram de 0,175, 0,025, 0,05, 0,1 e 0,075 para os dias 1, 3, 5,
7 e 9, respectivamente. Em frutos maduros as diferencas foram de 0,05, 0,1, 0,125,
0,475 e 0,125°C paraos dias 1, 3, 5, 7 e 9, respectivamente (Figura 5).

Para o gendtipo UENF 1381 o diferencial de temperatura ndo oscilou ao
longo dos dias de avaliacdo para os dois estadios de maturacéo. Verifica-se nas
imagens termais 0 mesmo padrdo de cor nos frutos oscilando pouco nos tons
avermelhados. Trabalhos como o de Fukuji (2020) e Andrade (2020) em folhas de
feijdo mostraram que gendtipos considerados resistentes tém uma menor mudanca
no diferencial de temperatura comparado com 0s genotipos suscetiveis. Andrade
(2020) trabalhando com o patossistema C. annuum-Botrytis cinerea encontrou
1,73°C de diferencial de temperatura em genotipo suscetivel ja no primeiro dia apos
a inoculacéo.

Verificou-se que existe um aumento significativo em frutos imaturos e
maduros para o diferencial de temperatura a partir do quarto dia ap6s a inoculacéo
do patégeno. Esse aumento do diferencial de temperatura é devido principalmente
ao conteudo de agua no tecido (Andrade, 2020; Fukuji, 2020). O maior valor de
diferencial de temperatura foi de 6,1°C encontrado no sétimo dia para frutos
imaturos e de 4,9°C em frutos maduros, indicando variacdo no contetdo de agua.
No patossistema Phaseolus — Xanthomonas a maior amplitude de temperatura

ocorreu no terceiro dia de avaliagdo com o valor de 6.02°C em folhas de feijoeiro
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demonstrando a importancia do contetdo de 4gua na folha e sua influéncia direta

na temperatura (Fukuji, 2020).

Figura 4. Frutos do gendtipo UENF 2285 (Suscetivel) inoculados com o fungo
Colletotrichum scovillei. a) imagem termal (pseudo-cores) do fruto imaturo. b)
imagem RGB do fruto imaturo. c) imagem termal (pseudo-cores) do fruto maduro.
d) imagem RGB do fruto maduro. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ.
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Dia 1l

Dia 3

Dia 5

Dia 7

Dia 9

Figura 5. Frutos do genodtipo UENF 1381 (Resistente) inoculados com
Colletotrichum scovillei. a) imagem termal (pseudo-cores) em frutos imaturos. b)
imagem de reflexdo (RGB) em frutos imaturos. c) imagem termal (pseudo-cores)
em frutos maduros. d) imagem de reflexdo em frutos maduros.

Até o quarto dia apos a inoculacéo, o diferencial de temperatura sempre ficou
abaixo de 1°C para todos o0s genadtipos imaturos. Os maiores valores de diferencial
de temperatura ocorreram no sétimo dia de 4,3°C para o gendétipo UENF 2110, no
oitavo dia de 4,23°C para o genoétipo UENF 2078 e no nono dia de 3,47 para o
gendtipo UENF 2078 (Figura 6). O gendtipo UENF 1381 teve valores de diferenciais
de temperatura variando de 0,025 no dia 3 a 0,175°C no dia 1.
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Figura 6. Diferencial de temperatura média entre 10 gendtipos de Capsicum spp.

inoculados com Colletotrichum scovillei em frutos imaturos.

Em frutos maduros o gendtipo UENF 2285 obteve os maiores valores de
diferencial de temperatura para os dias 2, 3, 4,5, 6 e 7 com 0,63, 0,63, 0,75, 2,15,
2,5, 3,65°C, respectivamente (Figura 7). O genétipo UENF 1381 obteve valores de
diferencial de temperatura de 0,025, 0,05, 0,05, 0,1, 0,05, 0,125, 0,075, 0,475, 0,1

e 0,125 do primeiro ao nono dia apos a inoculacéo, respectivamente.
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Figura 7. Diferencial de temperatura média entre 10 gendétipos de Capsicum spp.

inoculados com Colletotrichum scovillei em frutos maduros.

Valores de diferenciais de temperatura em frutos imaturos sempre foram

menores que 1°C até o terceiro dia apds a inoculacdo. No quarto, quinto, sexto,

sétimo, oitavo e nono dia 0 maior diferencial de temperatura foi de 1,8, 3,3, 3,5, 6,1,

5,0 e 3,9°C, respectivamente (Figura 8). Os valores de mediana para o diferencial

de temperatura foramde 0, 0, 0,1, 0,1, 0,2, 0,6, 1, 1 e 1,5 para o dia zero até o nono

dia apos a inoculacéo.

Em frutos maduros os maiores valores de diferencial de temperatura foram
de 0,3; 2; 1,6; 2,3; 2,8; 2,6; 3,6; 4,9; 4,9 e 3,9 do dia zero até o nono dia apés a

inoculacao, respectivamente (Figura 9). Para os valores de mediana de diferencial

de temperatura em funcao dos dias obteve-se 0,1; 0,1; 0,1, 0,1; 0,1; 0,2; 0,7; 0,85;

2,35e25°Cdodan,1,2,3,4,5,6, 7, 8 e9, respectivamente.
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Observa-se os valores do teste de Mann-Whitney entre a temperatura da
area assintomatica com a area sadia de p=0,54, 0,019, 0,26, 0,1, 0,31, 0,01, 0,039,
5,1 E®, 0,0004 e 2,4 E® para os dias zero ao nono dia apés a inoculacdo em frutos
imaturos (Figura 12, 13, 14, 15 e 16).

Para o teste de Mann-Whitney em frutos maduros entre area assintomatica
e sintomética os valores de p foram 0,36, 0,027, 0,077, 0,33, 0,21, 0,0016, 0,00076,
72E5 1,7E%e45E®paraosdias 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8e9 apbs ainoculacio
por asperséo (Figura 17, 18 19, 20 e 21).

Dia 0 Imaturos Dia 1 Imaturos

Grupo $ Controle $ Inoculado Grupo $ Controle $ Inoculado
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l 31
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Figura 12. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos imaturos para 0 e 1 dia apés a inoculacgéo.
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Figura 13. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos imaturos para 2 e 3 dias apos a inoculagéo.
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Figura 14. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a

area assintomatica em frutos imaturos para 4 e 5 dias apos a inoculagéo.
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Figura 15. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos imaturos para 6 e 7 dias apos a inoculagéo.
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Figura 16. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos imaturos para o 8 e 9 dias apds a inoculacéao.
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Figura 17. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos maduros 0 e 1 dias apds a inoculacao.
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Figura 18. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos maduros 2 e 3 dias ap0s a inoculacao.
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Figura 19. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos maduros 4 e 5 dias ap0s a inoculacao.
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Figura 20. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos maduros 6 e 7 dias ap0s a inoculacao.
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Figura 21. Teste de Mann-Whitney entre a temperatura da area sintomatica com a
area assintomatica em frutos maduros 8 e 9 dias apds a inoculacéao.

Os gendtipos de Capsicum UENF 1765, UENF 2078, UENF 2110, UENF
2111 e UENF 2112 foram estudados por Alencar (2018) sendo considerados
suscetiveis a antracnose nos dois estadios de maturacéo. Os genoétipos UENF 2078
e UENF 1775 foram considerados suscetiveis e UENF 1381 resistente a antracnose
(Alencar, 2018; Geronimo, 2018). E importante observar que o gen6tipo UENF 2111

considerado suscetivel finalizaram o nono dia com o diferencial de temperatura de
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0,93°C e 1,1°C em frutos imaturos e maduros, respectivamente. Isso demonstra
que valores de diferenciais de temperatura proximos a 1°C em Capsicum spp.
denotam acessos suscetiveis. O acesso UENF 1381 obteve os menores valores de
diferencial de temperatura nos nove dias de avaliagdo tanto em estadio imaturo
guanto maduro, o que concorda com os menores valores de AACPD registrados a
olho nu pela escala proposta por Aradjo et al. (2022).

Trabalhando com feijdo, Andrade (2020) verificou que o diferencial de
temperatura diminuiu do dia zero até o segundo dia, posteriormente subiu até o
sétimo dia e posteriormente caiu novamente até o décimo terceiro dia. No presente
trabalho, verificou-se que também houve uma oscilacdo no diferencial de
temperatura, possivelmente causada por fatores ambientais e pela presenca de
peptideos antimicrobianos tais como o IIFFCa na qual demonstrou atividade
antifngica no combate a antracnose em pimentao (Maracahipes et al., 2019).

Comparando a area sintomatica com a area assintomatica de todos os
genotipos observou-se que a regido sintomatica sempre € menor e estatisticamente
significativa pelo teste Mann-Whitney a partir do quinto dia apés a inoculacdo em
frutos imaturos e maduros. Comparando individualmente cada acesso nota-se que
todos os genotipos obtiveram diferencas significativas de temperatura entre a area

sintomatica e assintomatica.
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6. DISCUSSAO

6.1. Escala de notas

A discrepancia na concordancia observada entre os avaliadores para as
variaveis Nota9, AACPD e Pl em frutos imaturos (sem significancia) e frutos
maduros (significancia) possivelmente esta relacionada com um controle genético
distinto para a resisténcia em frutos imaturos e maduros (Giacomin et al., 2020).
Genes diferentes controlando resposta de resisténcia/suscetibilidade em érgaos
distintos da planta ja foram observados em outros patossistemas, como, por
exemplo, em feijoeiro (Rodrigues et al., 1999; Santos et al., 2003). Em Capsicum
pesquisas vém demonstrando a expressao diferencial em diferentes estadios de
maturacdo dos frutos verificados em estudos de heranca e via transcriptoma
(Almeida et al., 2020; Baba et al., 2020; Giacomin et al., 2020).

Para PL houve efeito significativo entre avaliadores e entre escalas para
frutos imaturos e maduros. Na escala de Montri et al. (2009) o aparecimento de
acérvulos pode ser representado pela nota 3 e € obrigatéria na nota 5. Pela escala
S, a definicdo de avaliacdo para o surgimento dos sinais € mais precisa, sendo
atribuido a partir da nota 7, em funcéo da presenca de estruturas de reproducao do
patdgeno devido ao estadio avancado da doenca. O periodo latente constitui um
importante parametro epidemiologico entre a inoculacdo e a esporulagdo do
patdgeno, sendo quanto maior valor, menor serd o grau de infeccdo na planta

(Jeger, 2004; Marquez et al., 2007; Amorim et al., 2011). No melhoramento de
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plantas o periodo latente tem o papel de classificar os genétipos quanto ao nivel de
resisténcia uma vez que maiores valores de PL resultardo em menores graus de
infeccdo do patégeno.

Independente da escala, ndo foi observada uma alta concordancia dos
avaliadores pouco experientes com o avaliador experiente tanto para frutos
imaturos quanto maduros. A alta correlacdo observada entre o avaliador A e as
duas escalas testadas demonstrou a importancia da experiéncia desse avaliador
com o patossistema para frutos imaturos e maduros. Isso mostra a relevancia do
papel do avaliador no processo de identificacdo de plantas resistentes, seja na
busca por fontes de resisténcia ou durante as etapas de desenvolvimento de um
programa de melhoramento. A escolha de mais de um avaliador, dependendo das
variaveis analisadas, pode comprometer a sele¢céo de plantas. Porém, em muitos
programas de melhoramento que lidam com grande namero de plantas e muitas
geracOes a indicacdo e participacdo de varios avaliadores € uma etapa muito
importante para viabilizar mdultiplas avaliacbes. Destaca-se, portanto, a
necessidade de treinamento de equipes multidisciplinares que possam atuar no
programa de melhoramento para resisténcia a antracnose em pimentdes e
pimentas que estejam aptos a reconhecer as diferentes fases da doenca
manifestada nos frutos imaturos e maduros. Adicionalmente, o uso de algoritmos e
sistemas de selecdo baseados em inteligéncia computacional e analise de imagens
poderao ter um papel importante na automacéao da identificacéo de resisténcia em
plantas.

Nota-se que pela escala de Montri et al. (2009) e pela escala S o Pl tem
correspondéncia quando as escalas recebem nota 1 e 2, respectivamente. O
periodo de incubacdo é uma das etapas mais dificeis de identificar, pois muitas
vezes é necessario inserir uma leve pressao no fruto para verificar se existe ou nao
lesdo decorrente da antracnose. Nota-se que os valores de confiabilidade e
concordancia para o periodo de incubagédo foram baixos em frutos imaturos e
maduros quando comparado o avaliador experiente com 0S menos experientes.
Como a inoculacéo foi realizada por asperséao, o fungo teve de passar pela etapa
de infecgao, colonizar o tecido do hospedeiro, caracterizado pelo encharcamento e
realizar o processo de reproducdo, definido pela presenca dos acérvulos para,
posteriormente, com auxilio do vento ou chuva disseminar para outra planta

saudavel. A grande parte dos trabalhos visando identificar genétipos resistentes em
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programas de melhoramento de Capsicum spp. focam na metodologia por
microinjecao (Bento et al., 2017; Alencar 2018; Baba et al., 2020; De Almeida et.
al., 2020; Aratjo 2020). No entanto, genotipos que possuam mais defesas
constitutivas podem ser retirados de programas de melhoramento devido a quebra
da primeira linha de defesa das plantas. A doenca em condi¢cbes de campo €
propagada pela disseminacdo do inoculo naturalmente por meio do vento e da
chuva, e é beneficiada pela ocorréncia de ferimentos nos frutos. A inoculacdo por
aspersédo simula de modo mais proximo ao que ocorre na natureza em termos de
infeccdo pelo patdégeno.

A escala S possui sete niveis de severidade com notas que vao do 1 ao 9,
contra seis niveis de severidade e notas que vao do 0 ao 9 da escala de Montri et
al. (2009). Por isso a escala S torna-se mais escalonada e com maior possibilidade
de atender os pressupostos da ANOVA, além de ser mais precisa ha avaliacao da
severidade da doenca. Entretanto, ambas as escalas para avaliar frutos inoculados
com antracnose obtiveram resultados similares de concordancia para Nota9 e
AACPD em frutos imaturos e maduros. Isso demonstra que ambas as escalas,
apesar de serem desenvolvidas para a fenotipagem de frutos inoculados por
microinjecao, podem ser usadas para fenotipar frutos inoculados pela metodologia
de aspersao.

Os valores de Kappa variando de 0 a 0,20 indicam nenhuma confiabilidade,
de 0,21 a 0,39 indicam uma minima confiabilidade, de 0,40 a 0,59 uma fraca
confiabilidade, de 0,60 a 0,79 uma moderada confiabilidade, de 0,80 a 0,90 uma
forte confiabilidade, e acima de 0,90 uma confiabilidade quase perfeita (Mchugh,
2012). Nota-se que com base nos valores de concordancia entre avaliadores para
as duas escalas nao se justifica colocar avaliadores pouco experientes para avaliar
a antracnose considerando as variaveis periodo de incubacéo e periodo latente.
Entretanto, para as variaveis AACPD e nota9 a concordancia de avaliadores pouco
experientes com o avaliador experiente foi forte, demonstrando que as duas
escalas e avaliadores mesmo sem experiéncia podem contribuir na avaliacdo de
um grande namero de genatipos, considerando a avaliacao por aspersao em frutos
imaturos e maduros. E importante salientar que em programas de melhoramento
genético de plantas ranquear gendétipos com melhor desempenho da maneira mais
fidedigna possivel € muito importante. No caso da fenotipagem de doencas,

geralmente um grande numero de plantas precisam ser avaliadas e o trabalho de
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7

dois, trés ou mais avaliadores ndo é incomum. Entretanto, é preciso que as
avaliacOes feitas pelos diferentes participantes estejam concordantes de modo a
permitir uma correta estimacado dos parametros genéticos e seja possivel direcionar

corretamente os cruzamentos ou métodos de melhoramento a serem utilizados.

6.2. Andlises termograficas

Os sintomas da antracnose em frutos de Capsicum séo lesdes necroticas,
arredondadas, deprimidas, de cor marrom a preta, geralmente Uumidos e com
presenca de conidios podendo em muitos casos gerar podridao do fruto (Montri et
al., 2009; Liu et al., 2016; Saxena et al., 2016). Esses sintomas se devem ao fato
do patdgeno possuir estruturas como 0 apressorio para penetrar no tecido do
hospedeiro, colonizar o tecido celular de onde absorve nutrientes liberando toda a
agua presente na célula e consequentemente colapsando toda a epiderme do fruto
(Jeffries et al., 1990). Por aumentar o contetdo de agua no tecido vegetal de areas
sintomaticas a temperatura diminui consideravelmente a ponto de chegar proximo
a 6°C a diferenca de temperatura comparando com areas assintomaticas no
mesmo fruto. Zhu et al. (2018) trabalhando com trigo e utilizando o fungo Puccinia
triticina mostraram que os diferenciais de temperatura variaram de 0,4 a 2°C. Em
um estudo com a cultura da uva Zia-Khan et al. (2022) encontraram um aumento
de 3,2°C na temperatura do dossel de folhas indicando a presenca de mildio antes
dos sintomas visiveis.

A forma ambientalmente mais segura, econémica e ecoldgica para a reducao
do uso de defensivos é o uso de cultivares resistentes a antracnose, entretanto até
0 momento nao ha cultivares resistentes. Considerando os genétipos utilizados no
estudo suscetiveis a antracnose em frutos imaturos e maduros e os diferenciais de
temperatura sendo maiores que 1°C entre a area sintomatica e assintomatica
indicam que esta ocorrendo extravasamento celular, muitas vezes com presenca
de 4gua na epiderme do tecido. Apenas o gendtipo UENF 1381, identificado no
trabalho de Bento et al. (2017) como resistente em frutos imaturos e
moderadamente resistente em frutos maduros, manteve niveis de diferencial de
temperatura baixos até o ultimo dia de avaliacdo indicando ser uma referéncia para

uso na avaliagéo de resisténcia utilizando imagens térmicas com C. scovillei.
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O uso da termografia por infravermelho também tem potencial de possibilitar
a identificacdo de lotes ou frutos com problemas fitossanitarios dos frutos de
pimentas e pimentdes colhidos e levados as distribuidoras, supermercados e feiras.
No presente trabalho foi identificado que em frutos imaturos houve diferenga para
o diferencial de temperatura um dia antes dos sintomas visiveis aparecerem
demonstrando a eficiéncia no diagndstico precoce da doenga principalmente por
ser um produto perecivel. Outro fato importante € o aumento progressivo do
diferencial de temperatura ao longo dos dias nos dois estadios de maturacdo devido
ao avanco do patégeno no tecido do hospedeiro levando consequentemente ao
crescimento da area lesionada.

Em programas de melhoramento de pimentas e pimentdes o processo de
avaliacdo de frutos a reacao ao C. scovillei é laborioso e caro. A fenotipagem de
um grande numero de plantas em condi¢cées de campo ou laboratério € sempre
exaustivo e demanda muita méao de obra. Contudo, com o auxilio de imagens
termogréaficas é possivel avaliar centenas de frutos ou folhas de forma mais
acurada, precisa e rapida. Pode-se selecionar os melhores genotipos ou excluir os
piores e diminuir a quantidade de material a se avaliar, bem como utilizar a
termografia como suporte na avaliacdo da antracnose.

Diferentes métodos de fenotipagem em plantas estdo surgindo, cada vez
mais rapidos, precisos e disponiveis aos melhoristas, fitopatologistas e também aos
produtores. O uso da termografia possui vantagens por ndo ser destrutivo a planta
e de rapida visualizacdo e tomada de decisdo. Portanto, o presente trabalho
encoraja a utilizacdo desta metodologia na avaliacado do patossistema Capsicum —
Colletotrichum com objetivo de auxiliar na deteccdo precoce e na triagem da

doenca atraveés de diferenciais de temperatura.
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7. CONCLUSOES

Ambas as escalas podem ser empregadas para a avaliacdo da antracnose
em frutos maduros e imaturos de Capsicum spp. inoculados via asperséao.

A andlise termografica € uma ferramenta robusta na identificacdo de
sintomas em frutos do patossistema Capsicum-Colletotrichum inoculados por

aspersao.
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