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RESUMO

A antracnose € a enfermidade mais importante da pimenta-de-cheiro (Capsicum
chinense), podendo ocasionar perdas de mais de 50% da producdo. A espécie Capsicum
chinense é amplamente cultivada em dreas de terra firme no Amazomas e apresenta
bastante relevancia para o comércio de hortalicas do Estado. Apresenta alta diversidade
genética e por isso, elevado potencial para uso no melhoramento genético. Frutos
maduros de pimenta-de-cheiro foram obtidos das propriedades produtoras da cultura nos
municipios de Iranduba, Manacapuru, Rio Preto da Eva e Presidente Figueiredo. Foram
realizados experimentos em plantulas (Fase I) e em frutos destacados (Fase II). O
primeiro foi conduzido em casa-de-vegetacdo em delineamento inteiramente casualisado
com 102 gendtipos e quatro repeticdes. As plantulas foram pulverizadas com o in6culo
do isolado INPA 2787 (Colletotrichum brevisporum) na concentracio de 10° conidios
mL. Aos 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculacdo foram realizadas avaliagdes de severidade da
doenca utilizando escala de notas (l=resistente a 6=altamente suscetivel), e foram
selecionados gendtipos com resisténcia, os quais foram levados a campo. Os frutos de 28
gen6tipos foram colhidos para proceder-se ao segundo experimento, que foi conduzido
para dois estadios de frutificacao (imaturo e maduro), com 15 frutos cada. Os frutos foram
inoculados com o patdgeno e tiveram as suas dreas lesionadas pela antracnose mensuradas
ap6s 7 e 14 dias. Os resultados mostraram que as dreas lesionadas nos frutos imaturos
variaram de 0,3 a 9,7 cm? e nos maduros as dreas variaram de 0,2 a 9,9 cm?. Os genétipos
RPE41 e MPU29 indicaram resisténcia a antracnose, em ambos estadios. Também foi
realizada a caracterizagdo morfoagrondmica dos frutos. Houve variabilidade para massa
(5,58 a 13,74 g), comprimento [C] (4,08 a 8,16 cm), didametro [D] (1,74 a 2,54 cm), e
relacdo C/D (1,88 a 4,70) do fruto. Adicionalmente foram identificadas nas folhas das
pimenteiras a infec¢ao natural por virus, por microscopia eletronica de transmissao e teste
molecular, que confirmaram a presenca dos virus Cucumber mosaic virus € Pepper mottle
virus, com transmissdo por meio do vetor afideo da espécie Aphis gossypii.

Palavras-chave: = Controle  genético, diversidade  genética,  caracterizacdo
morfoagronomica, virus.



ABSTRACT

Anthracnose is the most important disease of the “pimenta-de-cheiro” (Capsicum
chinense), which can cause losses of more than 50 % of the production. The species C.
chinense is widely cultivated by farmers in the Amazon and it is relevant in the State’s
vegetable trade. It presents high genetic diversity and therefore, high potential for use in
crop breeding. Ripe red fruits were obtained from fields the crop produced of peppers in
the districts of Iranduba, Manacapuru, Rio Preto da Eva and Presidente Figueiredo.
Experiments were carried out on seedlings (step 1) and on detached fruits (step II). The
first was conducted in greenhouse in a completely randomized design with 102 genotypes
and four replicates. Seedlings were inoculated with INPA 2787 isolate (Colletotrichum
brevisporum) at the concentration of 10° spores mL'. At 7, 14 and 21 days after
inoculation, disease severity evaluations were performed using scale of notes (1 =
resistant to 6 = highly susceptible), and resistance genotypes were selected, which were
taken to field. The fruits of 28 genotypes were harvested to proceed to the second
experiment, which was conducted for two stage fruiting (immature and mature), with 15
replicates. The fruits were inoculated with the virulent pathotype and had their lesion size
measured after 7 and 14 days. The results showed that lesion size in the immature fruits
ranged from 0.3 to 9.7 cm? and size in the mature fruits ranged from 0.2 to 9.9 cm?. The
genotypes RPE41 and MPU 29 indicated resistance to anthracnose in both stages.
Morphoagronomic characterization of fruits was also performed. There was variability
for mass (5.58 to 13.74 g), length [C] (4.08 to 8.16 cm), diameter [D] (1.74 to 2.54 cm),
and C/D ratio (1.88 to 4.70) of the fruit. In addition, a natural virus infection, transmission
electron microscopy and molecular tests were identified in the peppermint leaves,
confirming the presence of Cucumber mosaic virus and Pepper mottle virus, with
transmission through the aphid vector of the species Aphis gossypii.

Key words: Genetic control, genetic diversity, morphoagronomic characterization,
viruses.
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1. INTRODUCAO

A ‘pimenta-de-cheiro’ (Capsicum chinense) possui importancia principalmente
para os agricultores familiares do Amazonas, que obtém sua renda com a venda dos
frutos. Essas pimentas representam mais de 13% do valor de comercializacdo das
hortalicas produzidas no Estado (IBGE 2006). Sendo tradicionalmente cultivada na
regido (Moreira et al. 2010), seja como mono ou policultura. No entanto, a produtividade
¢ limitada com a perda de frutos devido a doencga antracnose. Além da reducdo da
producdo, ha depreciacio no valor comercial e reducdo drdstica no tempo de

armazenagem podendo ocasionar perdas de até 50% (Hanada ez al. 2011).

A disseminacdo do patégeno pode ocorrer, principalmente, por sementes
infectadas e por respingos de dgua da chuva ou de irrigacdo (Correia 1984). O fungo
sobrevive nos restos da cultura no campo, em plantas voluntarias e em outros hospedeiros
(Gasparotto et al. 2014). A propagacao do fungo € favorecida por condi¢des de alta
umidade e temperatura e, também, pela presenca de ferimentos em 6rgaos suculentos

(Bedendo et al. 1995).

A sintomatologia ocorre principalmente nos frutos, em qualquer estigio de
maturagdo, com lesdes concéntricas, marrom-escura, que evoluem para o necrosamento
do tecido. Em algumas situagdes, pode-se observar necrose em botdes florais, flores e a
seca de frutos recém-formados (Tofoli et al. 2015). A principal forma de controlar a
antracnose em plantios de pimenta-de-cheiro tem sido através do uso de fungicidas

(AVRDC — The Word Vegetable Center 2004).

Selecdo de plantas com genes de resisténcia € uma importante ferramenta em
busca de solucionar problemas fitossanitarios causados pela antracnose em plantios de
pimenta-de-cheiro. Para Lee et al. (2010) a introgressdo de resisténcia pode ser a melhor
maneira de controlar a antracnose, devido a possibilidade de selecionar gendtipos com

caracteristicas de importancia comercial.

No Amazonas muitos produtores desistem da cultura devido as perdas de
producdo e aos altos custos com insumos agricolas para controlar a antracnose. Sendo

assim, a busca por genotipos de pimenta-de-cheiro resistentes a doenca é importante para
9



a sustentabilidade de sistemas de pequenos agricultores. Além disso, a dificuldade por
parte dos produtores em identificar sintomas em mudas, aliada a caréncia de cultivares
com um bom nivel de resisténcia sdo fatores que favorecem a introdu¢do da doenca em

novas areas (Kososki et al. 2001).

E sabido na literatura que as pimentas (Capsicum spp.) sdo suscetiveis a um
complexo de espécies de Colletotrichum, pelo menos onze espécies vém sendo citadas
por causar danos a cultivos de pimenta no mundo: Colletotrichum truncatum,
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum coccodes,
Colletotrichum  fructicola, Colletotrichum siamense, Colletotrichum dematium,
Colletotrichum boninense, Colletotrichum brevisporum, Colletotrichum cliviae e
Colletotrichum scovillei (Liu et al. 2016). No Estado do Amazonas ja foram relatadas
sete espécies de Colletotrichum causando antracnose em cultivos de pimenta-de-cheiro
conforme mencionado por Almeida (2015). Mais recentemente, em 2017 a espécie C.
brevisporum foi relatada como agente causal da antracnose em pimenta-de-cheiro, até

entdo nao havia sido referida no Estado do Amazonas nessa cultura (Almeida et al. 2017).

Os primeiros registros da antracnose causada por C. brevisporum foram em
bromelidceas do género Neoregalia sp. e Pandanus pygmaeus Thouars, na Tailandia
(Noireung et al. 2012), de forma endofitica em Lycium chinense Miller, na Coréia (Paul
et al. 2014), em mamao, Carica papaya L., (Vieira et al. 2013) e chuchu, Sechium edule
Jacq. (Bezerra et al. 2016), ambos no Brasil. Em pimentas, até entdo, a antracnose havia
sido descrita por Liu et al. (2016) e Silva et al. (2017) em pimentdes, Capsicum annuum

L.

Segundo Silva et al. (2014) o primeiro passo para obtencdo de cultivares
resistentes a doengas € a identificacdo correta do patégeno e o entendimento dos seus
mecanismos de colonizacdo na planta, posteriormente, a identificacdo de fontes de
resisténcia e a determinac¢do do seu controle genético. A espécie C. chinense ¢ uma
espécie peculiar (Montri et al. 2009) porque conserva genes importantes (Fonseca et al.
2008) para obten¢do de variedades resistentes a antracnose e também para a conservagao
da espécie, além de apresentar diversidade fenotipica visivel na variedade de formatos,

tamanhos, cores e pungéncias dos frutos (Nascimento Filho2007).

10



Os programas de melhoramento de Capsicum spp. ja identificaram genes de
resisténcia a antracnose em C. chinense (Lee et al. 2010). Acessos como o ‘PBC 932’ da
espécie C. chinense € resistente ao fungo C. capsici devido a expressdo dos genes col e
co2 (Pakdeevaraporn et al. 2005; Mahasuk et al. 2009a). Além disso, esses genes podem
atuar em diferentes estddios do fruto de pimentas, uma vez que C. capsici promovem
sintomas em maior grau em frutos maduros e C. gloeosporioides infecta tanto frutos

verdes quanto maduros (Kim ef al. 2008; Lee et al. 2010).

No entanto, ainda ndo estd claro se todas as espécies de Colletotrichum sao
igualmente patogénicas a todos Capsicum spp. ou especificas de uma espécie (Liu et al.
2016). Isto devido a grande variabilidade inter e intra-especificas associada ao amplo
perfil patogénico de Colletotrichum spp. (Reis et al. 2009). Este comportamento interfere
em medidas de controle da doenga. Por outro lado, o grande desafio tém sido selecionar
cultivares com alta producdo, protegidos contra estresses bidticos e abidticos € com
melhores caracteristicas de qualidade do fruto, de acordo com a finalidade para a inddstria
ou para o consumo in natura (Régo et al. 2011). Dentro desse contexto, o presente estudo
teve como objetivo selecionar gendtipos de pimenta-de-cheiro resistentes ao C.
brevisporum e caracterizid-los morfologicamente, além de relatar infec¢des causadas por

virus.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Centro de origem e domesticacao de Capsicum spp.

No género Capsicum sdo conhecidos 32 tidxons, dentre os quais, cinco sao
domesticados: C. annuum L., C. frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L. e C.
pubescens Ruiz et Pav. Trés complexos sao considerados: a) annuum com C. annuum, C.
frutescens, C. chinense e C. galapagoense; b) baccatum com C. baccatum C.

praetermissum e C. tovarii e c) pubescens com C. pubescens, C. eximium e C. cardenasii

(Bosland e Votava 2012).

Com base em evidéncia de seu cultivo, em 7.000 a 5.000 aC., ou, pelo menos, sete
mil anos atrés, as espécies de Capsicum ja eram utilizadas, sendo, portanto, um dos mais
antigos temperos usados pela humanidade (Andrews 1999). Seu centro de origem ¢é
apontado como sendo o Novo Mundo ou América (Pickersgill 1997). Admite-se,
inicialmente que as sementes foram dispersas por meios naturais e transportadas pelo
homem durante a migragao pelo Estreito de Bering para a América e posteriormente para

a Mesoamérica tornando-se pantrépica (Andrews 1999).

Uma combinacdo de provas arqueoldgicas, andlises genéticas e distribuicao
moderna de cultivo levaram os pesquisadores a sugerir que C. annuum foi, inicialmente,
domesticado no México ou no Norte da América Central, C. chinense, nas planicies do
Norte da Amazonia, C. baccatum, nas Varzeas Bolivianas, C. pubescens, nas elevagoes
dos meados do Sul dos Andes e C. frutescens, na Amazdnia Ocidental, possivelmente, o

centro de origem desta espécie (OECD 2006).

Para Clement (1999) a domesticagdo € um processo coevolutivo, sendo assim,
podem encontrar populagdes de plantas da mesma espécie que exibem varios graus de
domesticacdo. Os povos indigenas contribuiram intensamente no processo de
domesticacdo de Capsicum spp., dando origem a novos morfotipos. Sem duivida, C.
chinense é a mais importante espécie cultivada ao leste dos Andes e de maior

variabilidade de morfotipos na regido Amazdnica, Roraima (Nascimento Filho 2007).
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2.2. Capsicum chinense

As espécies de Capsicum pertencem a classe Magnoliopsida, ordem Solanales,
familia Solanaceae (Bosland e Votava 2012). A espécie C. chinense apresenta morfotipos
conhecidos popularmente como, pimenta-de-cheiro, pimenta-de-bode, cumari-do-Par4,
murupi, habanero, biquinho e olho-de-peixe (EMBRAPA 2002). A pimenta-de-cheiro

apresenta ainda tipos que se distinguem por suas formas, cores e tamanhos.

A morfologia de C. chinense apresenta duas a cinco flores por né6 e, o pedicelo, se
encontra geralmente na forma pendente (Smith e Heiser 1957), possui uma constri¢do
anelar na juncdo do cdlice com o pedicelo. O célice apresenta-se com frequéncia com
forte constri¢ao na base, a corola é verde-amarela ou raramente esbranquicada, as anteras
sdo azuis, purpuras ou amarelas (Casali e Couto 1984). A forma de crescimento
predominante € como arbusto perene, embora manifeste o crescimento herbaceo bienal
(Martins et al. 2010). O sistema radicular € pivotante, com um numero elevado de
ramificacoes laterais, podendo atingir profundidades de 70-120 cm. O sistema de
ramificacdo segue um unico modelo de dicotomia e, inicia-se quando a planta atinge 15
a 20 cm de altura (Carvalho e Bianchetti 2005). As folhas podem ter formato ovalado,
lanceolado a deltoide; a coloracdo € tipicamente verde. As hastes podem apresentar
antocianina ao longo de seu comprimento e/ou nds, bem como presenga ou auséncia de
pélos. A flor € tipicamente pentamera, hermafrodita e hipégina. A corola € rotada e, na
maioria das espécies, apresenta de cinco a sete pétalas, com 10 a 20 mm de comprimento

(Reifshneider 2000).

O fruto é uma baga, de estrutura oca, que lembra uma capsula. Eles apresentam-
se de multiplas formas, tamanhos, coloracdes e pungéncias (Buso et al. 2001), com
comprimento de 1,0 a 12,0 cm. Essas formas podem ser: esféricas a alongadas, pouco ou
muito enrugados, de cores salmao, laranja, amarela, vermelha ou marrom (Carvalho e
Bianchetti 2005). Ribeiro et al. (2008) acrescenta que os frutos maduros sdo geralmente
vermelhos, podendo apresentar coloracao amarelo-leitoso, amarelo-forte, alaranjada,
salmao, vermelha, roxa, até preta. Podem ter aspecto brilhante ou opaco. O formato do

fruto pode ser alongado, arredondado, triangular ou cdnico, campanulado, quadrado ou
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retangular. As sementes sdo reniformes, aplanadas, escuras ou claras, "testa" geralmente

foveolada e embrido curvo.

Uma caracteristica tnica do género Capsicum é o teor de pungéncia existente
devido a presenca do principio ativo alcaldide capsaicina na placenta, e, em menor
quantidade, nas sementes e no pericarpo do fruto (Reifschneider 2000). Para o morfotipo

“de cheiro”, essa pungéncia € classificada como média e baixa (Barbosa et al. 2002).

As formas de fecundag@o de acordo com Diaz Rodrigues (1990) sdo distintas
podendo ser autdgama, alégama ou parcialmente al6gama. Pickersgill (1997) encontrou
cerca de 2 a 90% de taxa de cruzamento natural. As espécies domesticadas geralmente
sdo autdégamas, ou seja, autopolinizadas, o que facilita a sua reproducao (Ribeiro et al.
2008). Para Casali e Couto (1984), os niveis de polinizacio cruzada variam entre e dentro
das espécies (0,5 a 70%), o que possibilita colocd-las no grupo intermedidrio entre
alégamas e autdogamas. O elevado grau de polinizagdes cruzadas pode ser explicado
devido a presenca de insetos polinizadores (Breese 1989). Especificamente em C.

chinense a taxa de fecundac¢do cruzada pode chegar a 68% (Costa et al. 2008).

Geneticamente, estudos citolégicos demonstram que o género Capsicum tem um
nimero cromossdmico bdsico n = 12 (Ohta 1962; Pickersgill 1991), porém trabalhos
recentes tém registrado um ndmero cromossdmico bédsico n = 13, para muitas espécies
silvestres, distribuidas em véarios paises da América do Sul (Moscone et al. 1993). Dados

publicados por Pozzobon et al. (2006) confirmam 2 n = 24 em C. chinense.

Capsicum chinense possui destaque por apresentar maior diversidade na Bacia
Amazonica (Casali e Couto 1984), no entanto, tem sido sub-representada em colecdes de
germoplasma (Moses e Umaharan 2012). Além disso, tem sido relativamente pouco
estudada, com um ndmero limitado de estudos sobre a estrutura genética e diversidade de
C. chinense (Toquica et al. 2003; Baral e Bosland 2004). Somente a partir do final do
século passado, esforcos de paises caribenhos e latinos foram iniciados no sentido de
resguardar a diversidade genética em Capsicum, ainda encontrada com populagdes
tradicionais, como ribeirinhos, indigenas e pequenos agricultores (Hernandez 2002;

Adams 2004; Carvalho e Bianchetti 2005).
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A espécie C. chinense possui um grande apelo de interesse ecoldgico e cientifico
por sua diversidade na Bacia AmazoOnica. Sua manipulagdo tardia conservou
caracteristicas silvestres de alta variabilidade, fontes de genes com caracteristicas de
interesse agrondmico, com morfotipos de diferentes cores, tamanhos e pungéncia,
caracteristicas essas que devem ser resguardadas em bancos de germoplasma para fins de

estudo conforme Barbosa er al. (2002) e Nascimento Filho (2007).

Um estudo recente com base em marcadores RAPD — Random Amplified
Polymorphic DNA (Moses e Umaharan 2012) revelaram a presenca de trés grupos
genéticos de C. chinense tipos correspondentes a regioes do Alto Amazonas, Peru,
Equador e Bolivia; regiao do Baixo Amazonas, Brasil e Guianas e a regido do Caribe. O
Alto e Baixo Amazonas sao as duas regides geograficas com maior diversidade seguida
pelas Guianas, América Central, Grandes Antilhas, Trinidad e Pequenas Antilhas. O
grupo filogeografico mais diversificado no que diz respeito aos indices de diversidade
foram as adesdes do Baixo Amazonas, seguido pelas adesdes, Alto Amazonas que foi o
grupo mais geograficamente diversificado e predominante, que se estende desde a
América Central, no Norte as Guianas, Venezuela, Trinidad e Pequenas Antilhas para o

leste, nessa ordem.

Moses et al. (2014) realizaram um trabalho inédito na investiga¢cdo da diversidade
genética e estrutura de C. chinense a partir de uma ampla regido geografica. Este estudo
mostrou que a espécie estd estruturada em trés pools genéticos distintos; um especifico
para a regido do Alto Amazonas, um especifico para a regido do Baixo Amazonas e outro
pool gene mais onipresente. Em conclusdo, o Alto Amazonas e as populacdes do Baixo
Amazonas foram as mais diversas, com pouca ou nenhuma sobreposi¢do considerdvel

sugerindo divergéncia genética sobre sua histéria evolutiva.

Publica¢des nacionais sobre o género destacam principalmente caracteristicas
morfoldgicas e aspectos etnobotanicos. Fonseca et al. (2008) avaliou 38 acessos de C.
chinense nativos da regiao do Alto Rio Negro, Amazonas, que estavam representados em
seis morfotipos, distribuidos em: trés pimentas de olho-de-peixe (7,9%), trés de
passarinho (7,9%), quatro dedo-de-moca (10,5%), quatro curabid (10,5%), nove murupi
(10,5%) e quinze de pimenta-de-cheiro (39,5%). Essas variedades foram caracterizadas
morfologicamente utilizando-se 51 descritores. Apenas oito desses descritores nao

apresentaram variacdo morfoldgica, eles foram: a cor vermelha escuro de fruta madura
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(42%), frutos alongados (36,8%) e frutas triangulares (42,1%), comprimento do fruto
entre 2,0 e 4,0 cm (39,5%) e 4,0 e 8,0 cm (39,5%), largura de frutas entre 1,0 e 2,5 cm
(44,7%), peso do fruto com mais de 27,0 e menos de 81,0 g (89,4%), superficie enrugada
(42,1%), permanéncia do pedicelo (73,7%) e posi¢do pendente dos frutos (68,4%).

Barbosa et al. (2010) mencionam em seus estudos que os acessos de C. chinense
sdo os mais frequentemente encontrados, possuem maior variabilidade genética, e,
representam mais de 70% das subamostras. Barbosa er al. (2002) descreve que dos 180
acessos de pimentas (163 de espécies domesticadas) coletados em Roraima, 78
morfotipos foram distinguidos pela forma, cor e pungéncia. Desses, 23 morfotipos foram
observados especificamente para etnias indigenas: Wapixana (10), Macuxi (9), Patamona
(1), Yanomami (1) e Yekuana (1). Nestas comunidades, os morfotipos predominantes
foram: malagueta (C. frutescens), murupi (C. chinense) e olho-de-peixe (C. chinense)

(Nascimento Filho et al. 2007).

Os frutos de menor peso e alta pungéncia das espécies C. chinense e C. frutescens
sdo os preferidos dos usudrios indigenas e ndo indigenas para producdo de molhos e
Jiquitaia (p6 de pimenta) (Barbosa ef al. 2010). Dos morfotipos encontrados em Roraima,
os de maior distribuicdo sdo, sem divida, as pimentas "murupi” (com alta a média
pungéncia), "de cheiro" (média a baixa pungéncia), "olho-de-peixe" (alta pungéncia),
"murici" (alta pungéncia) e "doce" (baixa pungéncia) (Barbosa et al. 2002). Diferente dos
indigenas, as cultivares mais adotadas sdo popularmente conhecidas como pimenta-de-
cheiro, que possuem mercado cativo tanto em Boa Vista (capital de Roraima) como em

Manaus (capital do Amazonas) (Nascimento Filho et al. 2007).

2.3 Importancia econdomica e produtividade de Capsicum spp.

A pimenta (Capsicum spp.) tornou-se, depois do sal, o produto mais
frequentemente utilizado como tempero e condimento no mundo e um importante vegetal
fresco ao longo das zonas temperadas (Andrews 1999). Seu cultivo constitui um
segmento muito importante no mercado mundial (Pereira e Criséstomo 2011). A
importancia econdmica, nutritiva e farmacoldgica deste género € responsdvel pela sua
alta demanda. E ricamente nutritivo em vitaminas (A, B e C), minerais (molibdénio,
manganés, acido félico, potdssio e tiamina) (Simonne et al. 1997; Rodriguez-Burruezo et

al. 2010), apresenta em sua composi¢ao capsaicindides, sendo a capsaicina um principio
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ativo com fungdes antioxidantes, anticarcionogenicas, termogénicas e antiinflamatdria

(Reyes-Escogido et al. 2011).

Estdo entre os dez maiores produtores de pimenta Capsicum, os paises: India,
China, Etiopia, Myanmar, México, Vietnam, Peru, Paquistdo, Gana e Bangladesh,
contribuindo com mais de 85% da produ¢do mundial em 2009 (Karpate e Saxena 2010).
De acordo com estimativas da Divisdo de Estatistica da Organiza¢do das Nacgdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura - FAOSTAT, durante os ultimos cinco anos, a produgdo
mundial de pimentas e pimentdes aumentou de 28 milhdes de toneladas para mais de 32
milhdes de toneladas. A India é atualmente o maior exportador, consumidor e produtor
de pimentas e pimentdes, apenas o Estado de Andhra Pradesh contribui com 70% das

exportacdes do pais (Mongkolporn et al. 2010).

Os produtos e subprodutos das pimentas representaram para a economia mundial
um movimento de cerca de US$ 4,3 bilhdes referentes a produtos frescos e US$ 1,3
bilhdes de produtos secos, nos anos de 2000 a 2012 (FAOSTAT, 2016). No Brasil, as
pimentas (Capsicum spp.) tem relevancia no mercado interno com a comercializac¢do in
natura, processada e também com o cultivo ornamental da planta em todos os estados
brasileiros (Ribeiro et al. 2008). As pimentas vermelhas tipo dedo de moca (C. baccatum),
representam a 3* posicdo na producdo e no consumo de vegetais para tempero no pais,
perdendo apenas para o alho e a cebola (Reifschneider 2000; Dias et al. 2012). Cerca de
13 mil hectares de pimentas e pimentdes anuais geraram uma producio de 18.682 mil
toneladas (IBGE 2006). Nos dltimos anos 2006 a 2016 a safra de pimentas ndo tem sido
citada entre os 63 produtos oriundos de lavouras tempordrias e permanentes da agricultura

nacional (PAM 2016).

Segundo o dltimo censo agropecudrio do IBGE publicado em 2006, a regido Norte
apresentou producdo de 4.231 mil toneladas, sendo 1.482 mil toneladas de pimentas
produzidas no Amazonas. Dados de produgdo de lavouras temporarias no Amazonas, no
ano de 2013 citam que em uma &rea plantada de 204 hectares foram produzidas 3 mil
toneladas somente do cultivo de pimenta-de-cheiro (Almudi e Pinheiro 2015). De acordo
com IDAM - Instituto de Desenvolvimento Agropecudrio e Florestal do Sustentdvel do
Amazonas (2016) a estimativa de producao de pimenta doce subiu de 6.202,92 toneladas

em 501,05 hectare, no ano de 2015 para 7.228,66 toneladas em 516,40 hectare em 2016.
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Os frutos de pimenta-de-cheiro produzidos no estado do Amazonas sao
provenientes de pequenos produtores, que cultivam em quintais agroflorestais ou em
areas menor que 1 hectare a aproximadamente 5 hectares (observagado prépria), com pélos
produtivos nos municipios das calhas dos rios Rio Negro, Solimdes e Médio Amazonas,
segundo os dados do IDAM (2016). Dados da quantificacdo das dareas de cultivo e
producdo por hectare dessas localidades muitas vezes ndo é mensurada, alguns dos
motivos € a falta de um registro formal ou vinculo com associagdes, outro fator que

dificulta a estatistica € que se trata de um mercado de oportunidade: quando o preco esta

atrativo, se cultiva e quando estd baixo, deixa-se de produzir (Spigariol 2015).

Os produtores de pimenta-de-cheiro t€m tido outro incentivo desde que a
alimentacdo servida nas escolas passou a incluir produtos regionais, no ano de 2012. O
fruto da pimenta-de-cheiro foi inserido no carddpio da merenda escolar de escolas
estaduais. No ano de 2017 o Estado comprou dos produtores 22,824 kg de pimenta-de-
cheiro ao prego de R$5,40, injetando na economia local R$123.249,60, de acordo com os
dados do PREME/SEDUC (Programa de Regionalizacdao da Merenda Escolar/Secretaria

de Educacao do Estado do Amazonas).

O Amazonas apresenta médias de produtividade que apontam bastante variagdao
nos anos. No entanto, Oliveira et al. (2011) demonstraram que a cultura da pimenta-de-
cheiro tem potencial para a produtividade superiores a 507 toneladas por hectare com
estande de 10.000 a 12.500 plantas por hectare. Berni e Cardoso (2013) realizaram
estimativas da renda familiar em vdrzea do Amazonas no ano de 2011 e levantaram as
receitas liquidas obtidas com o cultivo de pimenta-de-cheiro. Em um cultivo de 1 hectare,
usando espacamento de 1 x 1, durante ciclo de 7 meses a produ¢do acumulada pode
chegar a 20 toneladas, ao preco de R$ 3,00, a receita pode atingir R$ 60.000,00.

Constatando-se que a cultura € economicamente vantajosa.

Dados de produtividade da pimenta-de-cheiro apresentam valores de massa que
podem variar 0,1 a 22,7 g (Jarret e Berke 2008). Acessos provenientes dos Estados do
Amazonas, Pard e RondOnia foram caracterizados morfoagronomicamente e
apresentaram valores para o peso médio de frutos (PMF) de 11,17 a 5,41 gramas e para a

producdo total de frutos por planta (PTF) de 7,46 a 42,18 kilos (Oliveira et al. 2011).
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2.4 Colletotrichum spp. associados a Capsicum chinense

O género Colletotrichum esté entre os dez géneros fitopatogénicos mundialmente
mais comuns e importantes (Dean et al. 2012) por serem causadores de danos nos mais
diversos cultivos, especialmente em culturas tropicais e subtropicais (Sutton 1992).

Colletotrichum spp., causador da antracnose, provoca grandes perdas de pré e pds-
colheita. Os paises produtores apontam essa doenca como sendo a principal restricdo a
producdo de pimentas em todo o mundo, resultando em perdas de alto rendimento (Than
et al. 2008) e que podem atingir reducdes comerciais em torno de 10% a 80% da produgao

de colheita (Sahitya et al. 2014).

No Amazonas, Noda et al. (2007) relataram a ocorréncia da antracnose em uma
variedade de hospedeiros sendo, as pimentas, a cultura mais afetada pela doenca em
regides produtoras da Calha do Rio Solimdes, Amazonas. Hanada et al. (2011),
identificou morfologicamente a antracnose em pimenta-de-cheiro na regido metropolitana
de Manaus, Amazonas. Segundo o autor, a doenca afeta toda parte aérea da planta com
maior severidade nos frutos, reduzindo pela metade a producdo de frutos. Segundo
Almeida (2015), as espécies de fungo, C. scovilleii, C. siamense, C. truncatum e C.
brevisporum sdo responsaveis pela alta incidéncia da antracnose em plantios de pimentas
dos municipios de Presidente Figueiredo, Iranduba, Manacapuru e Rio Preto da Eva, no

Amazonas.

Tradicionalmente Colletotrichum spp. (Snowdon 1991) é classificado como
pertencente ao  género  Glomerella  (Sordariomycetes;  Hypocreomycetidae;
Glomerellaceae; Glomeralles), tinico membro da familia Glomerellaceae, uma das trés
familias que coletivamente compdem a ordem Glomerellales (Réblova et al. 2011).
Existem diferentes complexos do Colletotrichum que afetam as pimentas (Capsicum spp.)
(Tofoli et al. 2015). Seis espécies sao apontadas como os principais agentes patogénicos:
Colletotrichum acutatum (Simmonds), telemorfo Glomerella acutata (Guerber &
J.C.Correl); C. capsici (Syd.) Butler e Bisby, sinonimo de C. dematium; C.
gloeosporioides (Penz.) Penz. e Sacc, telemorfo Glomerella cingulata (Stoneman); C.
coccodes (Wallr.) S. Hughes e C. graminicola (Simmonds 1965; Johnston e Jones 1997;
Jones 2004; Kim et al. 1999; Nirenberg et al. 2002; Voorrips et al. 2004; Sharma et al.
2005; Pakdeevaraporn et al. 2005). Sendo, C. gloeosporioides e C. acutatum as mais

destrutivas (Park er al. 2009).
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A antracnose afeta o caule, raizes, frutos verdes e maduros, entretanto, a
capacidade do patégeno em causar infecgdes latentes dificulta a visualizagcdo de sintomas
(Tanaka et al. 1996). As graves perdas pds-colheita sdo devido ao inicio tardio dos
sintomas da doenca (Prusky e Plumbley 1992). Muitas doengas de pds-colheita de frutas
apresentam o fendmeno da imobilidade em que os sintomas nao se desenvolvem até que

o fruto amadureca (Than ef al. 2008).

A manifestagdo da antracnose ocorre em fases distintas. Colletotrichum
gloeosporioides e C. acutatum atacam os frutos em todas as fases de desenvolvimento,
mas geralmente ndo atacam as folhas e hastes, essas, sdo em sua maioria danificadas por
C. coccoides e C. dematium (Kim et al. 2004). Colletotrichum capsici geralmente infecta
frutos vermelhos maduros, enquanto C. gloeosporioides infecta tanto os frutos verdes

quanto os maduros (Kim et al. 1989).

Espécies de Colletotrichum utilizam duas principais estratégias de infeccgdo:
colonizagdo intracelular ou coloniza¢@o intramural subcuticular (Bailey et al. 1992). As
estratégias estdo associadas ao “estilo de vida” dos fungos, isto €, a forma com que eles
irdo interagir com os seus hospedeiros. Os fungos fitopatogénicos, que colonizam os
tecidos vegetais, sdo reconhecidos pelo sistema imune da planta manifestando respostas

de hipersensibilidade na superficie celular da planta (Libera et al. 2015).

A disseminacao do patégeno de uma planta para outra pode ocorrer por meio de
agentes do ambiente favorecendo o inicio de uma infeccdo. A presenga de dgua livre ou
em elevada umidade relativa (>90%) contribui parra a sobrevivéncia de estruturas
reprodutivas do fungo. As sementes infectadas também podem disseminar o patégeno de
uma 4rea para outra e, quando semeadas, poderdo transmiti-lo para plantulas (Menezes

2006).

Com o processo de colonizacdo do patégeno, nos tecidos da planta afetada,
surgem os sintomas de antracnose, que podem ser reconhecidos macroscopicamente por
lesdes visiveis de manchas circulares. A medida que a fruta amadurece as manchas
aumentam de 2 a 3 cm de didmetro e sua por¢cdo central torna-se mais escura e
ligeiramente rugosa, devido ao desenvolvimento de um acérvulo, apresentando massas
mucilaginosas de conidios cor de salmdo, muitas vezes cor-de-rosa (Agrios 2005).

Microscopicamente sdo caracterizados por acérvulo que frequentemente produzem cerdas
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marrons escuras e conidios asseptados que germinam para produzir apressorio (Mueller

et al. 2004).

A colonizacdo intracelular ou intramural subcuticular do Colletotrichum spp.
(Bailey et al. 1992) tem inicio com a aderéncia a cuticula, essencial para a iniciacdo da
doenca, o crescimento de tubos germinais sobre a superficie da planta e a diferenciacao
de estruturas de infec¢do apressério ou hifopddios, no caso de fungos fitopatogénicos.

(O’Connell et al. 2006; Rich et al. 2014).

O apressorio € uma estrutura de infec¢do especializada na invasao do hospedeiro.
Essa estrutura possui parede melanizada desenvolvida a partir de tubos germinativos de
conidios (Pérez-Martin e Di Pietro 2012). J4 os conidios sd@o produzidos no acérvulo e
incorporados em uma mucilagem de glicoproteinas, essa mucilagem contém inibidores
de germinagdo, bem como uma variedade de enzimas, que podem funcionar como
protecdo para os conidios contra a dessecagdo e também, metabolitos toxicos da planta

(Nicholson 1992).

O género Colletotrichum € hemibiotréfico, combina uma fase biotréfica com uma
necrotrofica (Libera et al. 2015). Inicialmente desenvolvem hifas abauladas invasivas
biotréfica que, mais tarde se transformam em hifas finas necrotréficas (O’Connell et al.
2006). O comportamento hemibiotréfico estabelece uma fase inicial biotréfica curta,
durante o qual a célula hospedeira permanece viva, seguido de um desenvolvimento
necrotréfico altamente destrutivo caracterizado por areas alargadas de tecido do
hospedeiro morto (Mu'nch et al. 2008) expressando efetores fingicos (Libera et al.
2015). A planta hospedeira responde imunologicamente acionando padrdes moleculares
associados de agentes patogénicos moleculares (PAMPs) e padrdes moleculares
invariantes expostos pelo micrébio (MAMPs), secundariamente produzindo proteinas de

resisténcia (proteina R), rico em leucina (Libera et al. 2015).

Medidas de controle de fungos fitopatogénico visam impedir o desenvolvimento
da doenca. Um conjunto de a¢des preconizam: o uso criterioso de fungicidas, a exploragao
do “pool” genético da planta e seus descendentes em programas de melhoramento, a
compreensdo e o combate a mecanismos de viruléncia do patégeno, o controle biolégico,
a protecdo poés-colheita e o melhor desempenho da planta por meio da biotecnologia

(Strange 2005).
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De acordo com Maffia e Mizubuti (2005) o agricultor pode adotar medidas de
exclusdo, adquirindo material comprovadamente sadio, de fornecedores idoneos,
evitando a introducdo de material vegetal, principalmente de mudas, dos quais ndo se
conhece o estado fitossanitario. E, medidas de imunizacdo, utilizando variedades
resistentes, que sdo eficazes, pois a intensidade de doenga serd menor e muitas vezes

abaixo do limite de dano econdmico.

A erradicacdo da antracnose em plantios no estado do Amazonas tem sido
desenvolvida a partir de recomendacdes como: evitar o plantio em dreas com histérico da
doenca, realizagdo da rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras do patdégeno,
como o feijao-caupi, abacaxi e mandioca, elimina¢do dos frutos com sintomas da doenca
e a realizacdo correta de adubacdo nitrogenada, pois o excesso do nitrogé€nio favorece o

aumento da doenca (Hanada et al. 2011).

2.5 Selecao de material genético do género Capsicum com resisténcia a antracnose

Diferentes técnicas s@o utilizadas para isolar genes de alta herdabilidade, como a
resisténcia. O pioneiro e mais comum método de melhoramento usado no
desenvolvimento de cultivares € a sele¢do massal e a selecdo individual de plantas, a partir
de uma populagao original (Borém 1998). Marcadores moleculares t€ém sido nos dltimos
anos extensivamente utilizados para esse fim, como os polimorfismos de comprimento

de fragmentos amplificados (AFLP) (Vos et al. 1995).

O estudo da resisténcia a uma dada doenga de plantas tem a sua base na
composi¢do genética da planta hospedeira, mas a expressio dos genes pode ser
modificada por fatores nutricionais e ambientais (Barnett 1959). A resisténcia pode ser
compreendida como a habilidade da planta em suprimir, retardar ou prevenir a entrada ou
a subsequente atividade do patégeno (crescimento e desenvolvimento) em seus tecidos

(Parlevliet 1997).

Na natureza ha resisténcia nas culturas a maioria das doengas e ela envolve genes
maiores ou de efeito principal, apresentando uma resisténcia tempordria e
invariavelmente monogénica para a qual patégenos especializados, do tipo hipersensivel,
aparentemente, adaptam-se muito facilmente, e, genes menores ou de efeito secundario,
apresentando uma resisténcia durdvel do tipo poligé€nica, na qual o patégeno permanece

efetivo por muito mais tempo (Ribeiro do Vale et al. 2001).
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Fontes de resisténcia genética e heranca da resisténcia tém sido encontradas para
antracnose em programas de melhoramento de espécies de Capsicum (Lee et al. 2010).
A identificacdo da resisténcia em C. chinense e C. baccatum foi descoberta em 1998 pelo
AVRDC - Research Vegetal Asidatico (Mahasuk et al. 2009a; Mahasuk et al. 2009b) e
desde entdo essas espécies vém sendo frequentemente utilizadas devido a elevada

resisténcia presente. (Pakdeevaraporn et al. 2005; Kim et al. 2007; Kim et al. 2008).

Em C. chinense PBC 932, foram encontrados dois genes recessivos, col e co2,
que conferem resisténcia a antracnose. (Pakdeevaraporn et al. 2005; Mahasuk et al.
2009a). Esses genes tém sido utilizados para a introgressao de resisténcia em cultivares
elite de C. annuum. E frequente que cultivares de C. annuum, tenham auséncia de
resisténcia a Colletotrichum spp., mas Kim et al. (2008) descobriram uma variedade
coreana local C. annum ‘Daepoong-cgo’ resistente ao C. capsici. Essa resisténcia foi
conferida a partir do cruzamento com AR, uma linhagem resistente a antracnose derivada

de C. chinense.

Lee et al. (2010) revisaram os modos de heranga de resisténcia a antracnose (C.
acutatum e C. capsici) e mostraram que a resisténcia ao C. acutatum em C. baccatum
PBC 80 ¢ herdada dominante e quantitativamente (Yoon e Park 2005). Enquanto que a
resisténcia em C. annuum (linhagem AR resistente a antracnose derivada de C. chinense
PB(C932) € controlada por um gene recessivo (Kim et al. 2008). Park et al. (1990)
relataram que a resisténcia ao C. capsici seria explicada pela dominancia parcial. Lin et
al. (2002) descobriram que um gene dominante era responsdvel pela resisténcia em
C. annuum 83-168. Além disso, Voorrips et al. (2004) constataram que a resisténcia em

C. chinense PRI 95030 € explicada por efeito poligénico.

Programas de melhoramento genético estdo identificando germoplasmas
resistentes em parentes silvestres de espécies domesticadas e utilizando esses para
beneficio agricola (Kosack e Jones 1997). O germoplasma pode ser caracterizado com
base em descritores morfoldgicos, caracteristicas agrondmicas, e marcadores moleculares

(Gongalves et al. 2008).

Segundo Régo et al. (2011) o melhoramento de pimenteiras tem sido feito por
meio de selecdo massal em ragas criolas e, nos ultimos tempos, alguns melhoristas tém

dado énfase ao uso de hibrida¢do em programas de melhoramento. De acordo com Régo
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o sucesso da selecao € devido a continuagdo da selecdo. Nao se sabe quais alelos serao

uteis em futuras variedades comerciais, até que a necessidade surja.

Para Fonseca et al. (2008) o germoplasma de Capsicum spp. da regido do Alto
Rio Negro ¢ uma fonte potencial de genes com caracteristicas agrondmicas importantes,
tais como resisténcia a doencas, cor, tipo de fruto e produtividade, o que justifica a

caracterizacdo e avaliacdo da diversidade genética.
2.6 Virus em Capsicum spp.

As pimenteiras (Capsicum spp.) sao hospedeiras de diferentes virus, dentre eles,
os do género Potyvirus: Potato virus - PVY (Nagai 1983) e Pepper yellow mosaic virus -
PepYMV (Inoue-Nagata et al. 2001) e, do género Cucumovirus: Cucumber mosaic virus

- CMV (Palukaitis 1992; Boari et al. 2000).

De acordo com Régo et al. (2011) os sintomas causados por viroses sao muito
variaveis, dependendo da espécie e da variedade de pimenta, da espécie do virus, do grau
de viruléncia da estirpe do virus, da época em que a planta foi infectada e das condicdes

ambientais, principalmente de temperatura.

O clima da Amazdnia tropical imido favorece o cultivo das pimentas ao longo do
ano, assim como a incidéncia de doencas e pragas nesta espécie. A infec¢do viral,
geralmente, causa sintomas visiveis, com vdrias formas de mosaico e distor¢des nas
folhas, com consequentes reducdes no crescimento e rendimento da cultura, e, embora a
redug@o no tamanho da planta seja um sintoma comum, provavelmente hd um atraso no
desenvolvimento da planta mesmo com infec¢des “mascaradas” ou “latentes”, em que a

planta ndo apresenta sinais 6bvios da doenca (Brunt et al. 1978).

A transmissdo das doencgas em condi¢des de campo depende essencialmente da
presenca de vetores dos virus, insetos da familia Aphididae, e da presenca de plantas
infectadas, vegetacdo espontanea ou plantas cultivadas, que sao reservatorios de virus e

hospedeiros naturais dos insetos vetores (Palukaitis et al. 1992).

Segundo Mauk et al. (2012), os insetos estdo entre os vetores mais importantes de

doencas causadas por virus nos vegetais. De acordo com Venzon et al. (2006) as espécies
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transmissoras de viroses em pimentas sao Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae e

Aphis gossypii.

Para Arogundade et al. (2010), a alta incidéncia de viroses no campo pode ser
devido a intimeras espécies de plantas hospedeiras alternativas que podem ser
encontradas em torno dos plantios. Os autores relataram que as espécies de ervas
daninhas: Solanum nigrum, S. gracil, Physalis angulata, Vigna rosea, V. sinensis,
Commelina nudiflora, Petunia hybrida, Physalis floridana, P. micrantha e S. incanum

contribuem grandemente com a propagac¢ao de doengas virais da pimenta.

O acometimento de doencas causadas pelos virus Pepper yelow mosaic virus
(PepYMV) e Cucumber mosaic virus (CMV) vém sendo observado em campos de
pimentdo e pimenta no Brasil devido ao aumento significativo da incidéncia de mosaico.
O PepYMV anteriormente considerado uma estirpe severa do Potato virus (PVY™) ja
causava prejuizos desde a década de 60 (Inoue-Nagata ef al. 2002) e o CMV ja havia sido
relatado causando doencas em mais de mil espécies de plantas (Brunt et al. 1990) com

relatos de perdas de producao de até 80 % em plantios de pimenta (Bergmann et al. 2003).

O PepYMYV, de ocorréncia no Brasil, é caracterizado por apresentar uma
sequéncia de 9745 nucleotideos. O genoma contém um “open reading frame” (ORF)
codificando uma poliproteina de 3085 aminoacidos, com uma regido adicional P3-PIPO
como diferencial a outros membros do género Potyvirus (Lucinda et al. 2012). Os
membros do género Potyvirus apresentam particulas filamentosas flexuosas,
encapsidando um genoma monopartido de RNA de fita simples de sentido positivo
(Fauquet et al. 2005). A formagdo de inclusdes citoplasticas cilindricas, conhecidas como
cata-vento, sdo efeitos caracteristicos de infec¢des por membros deste género (Dougherty

e Hiebert 1980; Edwardson 1966).

O CMV ¢ caracterizado por apresentar RNAs gendmicos, codificam as proteinas
ndo estruturais envolvidas na replicagdo viral e RNA sub-gendmico, implicado na
gravidade dos sintomas, contém um “open reading frame” que codifica a proteina
capsidial. Alguns isolados tém a presenca de RNA satélite. As estirpes desse virus
apresentam alta variabilidade patogénica podendo ser classificado em dois subgrupos
CMV-I e CMV-II. Apresenta RNA de sentido positivo com um genoma tripartido,

composto de trés particulas isométricas com cerca de 30 nandmetros, contendo
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subunidades protéicas idénticas que formam o capsideo (Roossinck et al. 1999; Palukaitis

et al. 1992; Boari et al. 2002; Eiras et al. 2002).

Plantas do género Capsicum sao suscetiveis a diferentes espécies de virus com
sintomas muito semelhantes, por isso, métodos para detec¢ao de virus em plantas e
vetores transmitindo o virus desempenham um papel critico no gerenciamento de doengas
de virus (Shetti et al. 2012). Devido a diferengas de especificidade a identificacdo do virus
deve ser realizada com diferentes técnicas em conjunto que podem definir com maior

precisao qual ou quais espécies de virus estdo afetando o plantio.

Os virus podem ser caracterizados com auxilio de hospedeiros diferenciais e por
meio de técnicas de identificagdo soroldgica, a exemplo do teste ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay); molecular, pela reacdo de polimerase em cadeia (PCR) e
transcricao reversa associada a PCR (RT-PCR); sequenciamento de nucleotideos, que
apontam o grau de identidade (acima de 95 %) com outras sequéncias nucleotidicas

depositadas em banco de dados (GenBank) e microscopia eletronica (Dias 2004).
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Selecionar e identificar gendtipos de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense) com

potencial resisténcia a antracnose (Colletotrichum brevisporum).
3.2 Objetivo Especificos

- Selecionar produtores de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense) e obter

gendtipos promissores.
- Avaliar a severidade da antracnose em plantulas e frutos de pimenta-de-cheiro.

- Caracterizar morfoagronomicamente os gendtipos resistentes e suscetiveis em

fase de fruto maduro.
- Caracterizar cultural e morfologicamente o isolado INPA 2787.

- Identificar viroses da pimenta-de-cheiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos genétipos de pimenta-de-cheiro

Nos meses de julho e agosto de 2016 foram realizadas coletas de frutos maduros
de plantas presumivelmente resistentes e produtivas pela referéncia dos agricultores e
pela avaliagao visual (selecdo massal), em diferentes propriedades produtoras de pimenta-
de-cheiro dos municipios de Iranduba, Manacapuru, Rio Preto da Eva e Presidente

Figueiredo.

De cada planta foram removidos 3 a 5 frutos com pedinculo, armazenados em
sacos de papel, etiquetados e transportados para o laboratério de fitopatologia do INPA.
Os frutos foram despolpados e suas sementes removidas. Estas foram desinfestadas em
uma soluc¢do de hipoclorito de sédio (NaClO) a 1% e lavadas em dgua destilada, secadas
em temperatura ambiente, sobre papel toalha, por trés dias. As sementes foram
armazenadas em garrafas de pléstico fechadas hermeticamente e identificadas de acordo

com a sua procedéncia.

4.2 Reativacio da patogenicidade do Colletotrichum brevisporum e obtencao da

cultura monosporica e inéculos

O isolado INPA 2787, Coletotrichum brevisporum, depositado na colecdo de
fungos do Laboratério de Fitopatologia do INPA em 20135, estava preservado em método
Castellani (Castellani 1967), para reativa-lo o fungo foi repicado em placas de Petri
contendo meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), mantido a 27 °C por 10 dias para
producgdo de conidios. Foram utilizadas cinco plantas com 50 cm de altura, mantidas em
vaso sob casa-de-vegetacao. Quatro plantas foram inoculadas com suspensdo de conidios
com concentracdo de 10° conidios.mL™! e uma planta foi inoculada com dgua destilada
estéril, como testemunha. A suspensdo e a dgua foram pulverizadas nas plantas até o
ponto de escorrimento pelas folhas, mantendo-as em camara imida por 24 h. Depois de
trés dias procedeu-se ao reisolamento do fungo por meio da coleta de estruturas do fungo

presentes em uma Unica lesdo (Alfenas e Mafia 2007).

A partir da formacdo das colonias preparou-se o cultivo monospdrico, na qual
foram transferidas, com alca de platina, uma parte superficial do meio BDA, da regiao
central da colonia, com mucilagem alaranjada, contendo os conidios do fungo para um

microtubo de 2 mL contendo 0,5 mL de dgua destilada e esterilizada. Em seguida, foram
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feitas cinco dilui¢des para o ajuste da concentracio em 400 conidios mL™'. Desta
suspensdo foram transferidos 50 pL para placas de Petri com meio Agar-Agua (2%),
espalhados com al¢a de drigalski de vidro e as placas mantidas a 27 °C por 12 h sob a luz.
Posteriormente, por meio da visualizagdo em lupa, uma tnica ponta de hifa produzida por
coldnia foi transferida isoladamente para o centro de placas de Petri contendo meio de
cultura BDA, mantidas em camara de crescimento B.O.D., a 27 °C, em fotoperiodo de 12

h por 10 dias. O procedimento garantiu a uniformidade genética do isolado.

As colonias formadas a partir do cultivo monospdrico foram utilizadas para o
preparado do inoculo. Foram adicionados 10 mL de dgua destilada estéril sobre cada placa
utilizada e com auxilio de uma espatula a superficie da colonia foi raspada para a
formacdo de uma suspensio de conidios. Em seguida, essa suspensdo foi filtrada em duas
camadas de gazes com o objetivo de remover fragmentos de micélio e estruturas
reprodutivas do fungo. A suspensio foi ajustada para concentracio de 10° conidios.mL!

com auxilio da cAmara de Neubauer.

4.3 Avaliacao de resisténcia das plantulas de pimenta-de-cheiro a antracnose

O experimento foi desenvolvido em casa-de-vegetacdo no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia-INPA, campus V8. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualisado, com 102 tratamentos (gendtipos) e 4 repeticoes para cada tratamento, sendo
uma planta por parcela experimental. Dois desses gendtipos foram utilizados como
testemunhas. A testemunha positiva, um genétipo coletado com sintomas da antracnose,
considerado, portanto, como suscetivel, foi inoculada com o patégeno. A testemunha
negativa, um genétipo coletado sem sintomas da antracnose, foi inoculada apenas com

agua estéril destilada.

A semeadura foi feita em bandejas de 128 células com substrato organomineral
Plantmax® e depois transplantadas para copos de plastico de 300 mL com latossolo
peneirado. Ao atingir 15 cm de altura e com seis a oito folhas, as plantulas foram
inoculadas com suspensio de inoculo na concentracio de 10° conidios.mL. Esta
inoculagdo foi realizada com o auxilio de um pulverizador préximo ao ponto de
escorrimento pelas folhas, em seguida as plantulas foram mantidas por 24 h em camara

umida. Posteriormente, mantidas em casa-de-vegetacao com irrigagcao controlada.
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Os sintomas da antracnose nas folhas foram avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds a
inoculagdo (DAI), utilizando a escala de notas de severidade da doenca, conforme
descrito na Tabela 1. A escala de notas foi desenvolvida por Montri et al. (2009) e,

posteriormente, alterada por Mahasuk et al. (2009a).

Tabela 1 - Escala de avaliagdo de severidade da antracnose em folhas de pimenta-de-
cheiro (Capsicum chinense).

Notas Descricao dos sintomas em folhas

1 Auséncia de sintomas

Morte celular localizada, lesdes (>1 mm) com margem definida, reacdo de

2 hipersensibilidade.

3 Pequenas lesdes necréticas isoladas, abrangendo cerca de 1% da érea foliar.

4 Aumento discreto nas lesdes necrdticas, abrangendo cerca de 5% da érea foliar.

5 Lesdes que cobrem aproximadamente 10% da area foliar e com presencga do acérvulo.

6 Lesdes que cobrem aproximadamente 25% da 4rea foliar e com presenga abundante de

acérvulos.

Fonte: MAHASUK et al. 2009a (com alteracdes).

Para andlises estatisticas as pontuacdes da severidade das plantulas foram
tabuladas e os dados foram comparados pela andlise da variancia (ANOV A) aplicando-
se o teste de médias Scott e Knott (1974) (P<0,05) utilizando o software Sisvar, versdo

5.6 (Ferreira 2014).

4.4 Avaliacao da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro

A partir dos resultados da inoculagdo em plantulas foram selecionados os
gendtipos para conducdo de um plantio em campo aberto, realizado na Estacdo
Experimental de Hortalicas Dr. Alejo Von der Pahlen, localizada no Km 14, BR174,
Rodovia AM 010, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, AM.

O solo dessa drea € do tipo Podzdlico, vermelho-amarelo dlico, com textura
arenosa € de baixa fertilidade; o clima local € caracterizado como “Afi” conforme
Koppen. A instalagcdo do plantio ocorreu nos meses de dezembro de 2016 a junho de 2017.
Segundo o Instituto Nacional de Meteorologia — INMET a precipitacdo de chuvas nesse
periodo variou da mais alta no més dezembro com aproximadamente 500 mm e a menor

de 200 mm nos meses de maio e junho.

A condugao do transplante das mudas seguiu o espacamento de 1 x 1m em solo

adubado com esterco de galinha (2 kg por cova), 30 g de NPK (15-15-10) com as
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seguintes fontes: sulfato de amdnia, fosfato natural de Araxa e cloreto de potdssio, mais
30g de calcario dolomitico conforme sugestdes para cultura (Filgueira 2008). Para
adubacdo de cobertura foram utilizados 30 g de NPK (4-14-8). Adubacdes foliares foram
realizadas a cada 15 dias utilizando 6 g por litro de Plantafol (Valagro®) (NPK-20-20-
20). A floragdo iniciou aos 65 dias apds a semeadura e a colheita dos frutos aos 85 dias,

aproximadamente.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
com 28 tratamentos (genotipos), 3 repeticdes por tratamento (uma planta como unidade
experimental), sendo os frutos sub-repeticdes. De cada planta foram colhidos 5 frutos,
perfazendo 15 frutos por tratamento, para cada estddio de matura¢do (maduro e imaturo).
Os frutos coletados foram levados para o laboratorio de Fitopatologia do INPA, onde foi

avaliada a severidade dos frutos a antracnose em dois periodos (7 e 14 dias).

No laboratério os frutos foram imersos em uma soluc¢do de hipoclorito de sodio
NaClO a 1% (v/v), por um minuto e entdo lavados em dgua destilada. Os frutos ja secos
foram acondicionados sob papel toalha, previamente esterilizados, dentro de caixas do
tipo gerbox contendo algodao embebido com dgua estéril para manter 100% da umidade
relativa (HR). A inoculag@o no fruto consistiu em depositar sobre o fruto uma gota de
aproximadamente 10 uL da suspensio de conidios na concentragio de 10° conidios.mL"!
e, sobre a gota, foi realizada uma perfuracdo com uma agulha esterilizada (método de
pinpricking) até a ruptura do pericarpo (Lin et al. 2002). A testemunha seguiu 0s mesmos

procedimentos, porém com dgua destilada-estéril ao invés da suspensdo de conidios.

A avaliacdo da resisténcia dos frutos de pimenta-de-cheiro a antracnose foi

conforme as seguintes consideracdes:

(i) Area da lesdo mensurada por meio de imagens dos frutos fotografados ao 7
DAI e aos 14 DAI, em estadio imaturo e maduro, com o auxilio de ferramentas do
software Autocad 2016 (Anexo III); com isso, tornou-se possivel classificar os gendtipos
em grupos: resistentes com <10% da area lesionada (R), moderadamente resistentes 11-

20% (MR), suscetivel 21-40% (S) e altamente suscetivel > 41% (AS) (Park et al. 2009).

(i1)) Numero de dias para o surgimento dos primeiros sintomas do patégeno,

periodo de incubagao.
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(iii) Contagem de conidios apds 14° DAI com auxilio da cadmara de Neubauer. O
fruto foi lavado com 1 mL de 4gua destilada e esterilizada, sobre uma placa de Petri, com
auxilio de um pincel nimero zero para ajudar a desprender os conidios dos conidiéforos.
Em seguida, se retirou uma amostra da suspensdo para a quantificacdo dos conidios
(Anexo IV) (Alfenas e Mafia 2007). Os resultados foram calculados para obter a

quantidade de conidios por cm? da lesio.

Os dados foram submetidos a analise da varidncia (ANOVA) e ao teste de médias

de Scott e Knott (1974) (P<0,05) utilizando o software Genes (Cruz 2001).

4.5 Caracterizacio cultural e morfolégica do fungo

A caracterizagdo consistiu na determinagdo da velocidade de crescimento micelial
e a morfometria das estruturas reprodutivas do fungo. Discos de micélio com 6 mm de
diametro, obtidos de um cultivo monosporico, apds um més de crescimento em meio
BDA, foram removidos das bordas das colonias e repicados para cinco placas de Petri,
para determinacdo do crescimento micelial. O crescimento das colOnias foi acompanhado
diariamente por sete dias medindo-se os diametros perpendiculares das colOnias, expressa
em mm/dia com auxilio de uma régua milimetrada. A partir dos dados obtidos calculou-

se a velocidade de crescimento micelial por meio de regressao linear.

As medicdes dos conidios, apressorios e setas foram realizadas em microscopio
de luz com camara acoplada (modelo Axio Imager M2 Carl Zeiss, objetiva de 40 vezes e
ocular de 10 vezes). O software utilizado para as medigdes foi o Zen 2012 (blue edition).

De cada estrutura foi realizada 30 observagdes e calculado a média.

4.6 Caracterizacao dos genétipos de pimenta-de-cheiro

A caracterizagdo dos gendtipos considerou os frutos em estddio imaturo,
colocaragdo verde, em estddio maduro, aparecimento da cor do fruto maduro (fase de
senescéncia) e o habito de crescimento das plantas. Os descritores utilizados estdo de
acordo com o catdlogo de descritores do género Capsicum (IPGRI 1995) (Anexo II).

As avaliacoes dos frutos foram obtidas de uma amostra de 150 frutos por genétipo,
e foram: massa /fruto (g), comprimento do fruto (cm), didmetro do fruto (cm), formato
do fruto ( 1 - alongado; 2 - arredondado; 3 - triangular; 4 - campanulado; 5 -retangular; 6
—outro) (IPGRI 1995), cor do fruto no estadio maduro ( 1 - branco; 2 - amarelo limao; 3

- amarelo-laranja pélido; 4 - amarelo-laranja; 5 - laranja palido; 6 - laranja; 7 - vermelho
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claro; 8 - vermelho; 9 - vermelho- escuro; 10 - violeta; 11 - marrom; 12 - preto; 13 -
amarelo; 14 - amarelo palido; 15 — salmao).

A avaliagdo do habito de crescimento da planta foi avaliada como: 3 —prostrado;
5- compacto; 7- ereto.

Os dados foram submetidos a andlise da varidncia (ANOVA) e ao teste de médias

de Scott e Knott (1974) (P<0,05) utilizando o software Genes (Cruz 2001).

4.7 Identificacao de virus

Foram avaliadas a presenca de virus nas plantas, no campo, por meio da
visualizagdo de sintomas causados por virus (bolhosidade, encrespamento e mosaico). As
folhas com os sinais da doenga foram destacadas e levadas para o laboratério. Foram
realizados os exames de extratos e de seccdes, ambos observados em um microscopio
eletronico de transmissdo JEO JEM 1011, as imagens obtidas foram registradas
digitalmente. Posteriormente, as amostras foram identificadas molecularmente por RT-

PCR.

As amostras foram enviadas para a Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz -ESALQ, USP e para o Instituto Agrondmico de Campinas — IAC. Os virus
foram identificados pelo grupo de pesquisa do Dr. Elliot Watanabe Kitajima - Laboratério
de Microscopia Eletronica e Dr. Jorge Alberto Marques Rezende — Laboratério de

Biologia Molecular. O inseto vetor foi identificado pelo Dr. Valdir Atsushi Yuki.

4.7.1 Microscopia eletronica de transmissao

No exame de extratos, pequenos fragmentos de folha sintomadtica foram
maceradas em um tubo “eppendorff” na presenga de tampao fosfato 0,01 M e pH 7,2. A
suspensdo foi transferida para uma telinha porta espécime coberta com pelicula de
Formvar reforcada com carbono e contrastada negativamente com acetato de uranila

aquoso a 1%.

No exame de sec¢do pequenos fragmentos de 1 x 3 mm do tecido foliar
sintomatico foram fixados com glutaradeido (2,5%) e paraformaldeido (2%) em tampao
cacodilato 0,05 M e pH 7,2 por 2 horas, pds-fixada com OsO4 a 1%, desidratados em
etanol, infiltarados e emblocados Leica UTC, equipado com navalha de diamante. As
seccoes (70 nm) foram montadas em telinhas de cobre 300 mesh, contrastadas com

acetato de uranila (3%) e citrato de chumbo de Reynolds.
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4.7.2 Deteccao de virus por RT-PCR

O RNA obtido de cada uma das amostras foi avaliado mediante RT-PCR usando
oligonucleotideos iniciadores especificos para a deteccdo do Cucumber mosaic virus

(CMV) e oligonucleotideos universais para o género Potyvirus (PepYMV) (Tabela 2).

Tabela 2 - Oligonucleotideos usados na RT-PCR.

VIRUS  PRIMERS SEQUENCIA (5’ - 3") PRODUTO REFERENCIA
ESPERADO
CMV CMV-1 GCCGTAAGCTGGATGGACAA 480 pb Wylie et al. (1993)
CMV-2 TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG
PepYMV PV1/SP6 GATTTAGGTGACACTATAGT 7V 800 pb Mackenzie et al. (1998)
WCIEN sense  ATGGTTTGGTGYATYGARAAT Maciel et al. (2011)

A RT-PCR One Step foi realizada em 25 pl, contendo 5 pl de RNA total extraido
do virus purificado, 12,5 ul de 2X PCR Master mix (Fermentas), 0,4 ul de 100 mM
oligonucleotideo antisenso, 0,4 pl de 100 mM oligonucleotideo senso, 0,04 U/ul AMV
transcriptase reversa (Promega) e 0,4 U/ul RNase inhibitor (Ambion). As condi¢des do
termociclador no caso do Cucumber mosaic virus (CMV) foram: um ciclo de 42 °C por
30 min, um ciclo de 94 °C por 3 min, seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por
40 s e 72 °C por 40 s, e um ciclo de extensdo final a 72 °C por 10 min, e no caso do
Potyvirus (PepYMV) foram um ciclo de 42 °C por 30 min, um ciclo de 94 °C por 3 min,
seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 45 s, 60 °C por 1 min e 72 °C por 1 min, e um ciclo

de extensao final a 72 °C por 10 min.

Os amplicons foram analisados mediante eletroforese em gel de agarose 1%
corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) e visualizados em transiluminador.
Os amplicons do tamanho esperado foram purificados usando o kit PureLink® PCR

purification (Invitrogen K3100-01).

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram editadas para obtencdo do consenso e
alinhadas usando os programas Electropherogram quality analysis (Embrapa)
(http://bioinformatica.cenargen.embrapa.br/phph/) e Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). As identidades das sequéncias obtidas foram
definidas usando BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) ferramenta
disponibilizada pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information) que permite

a comparacao com sequéncias depositadas no GenBank.
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S. RESULTADOS

5.1 Selecao de genétipos de pimenta-de-cheiro em propriedades produtoras da

cultura

Foram realizadas coletas de frutos de pimenta-de-cheiro em 37 propriedades, dos
municipios do entorno de Manaus/Amazonas, sendo oito do municipio de Iranduba
(IRA); sete de Manacapuru (MPU); treze de Presidente Figueiredo (PF) e nove de Rio
Preto da Eva (RPE) (Anexo I). Dessas coletas, resultaram 100 genétipos presumivelmente
resistentes e dois gendtipos testemunhas. Os gendtipos foram nomeados com a sigla do

municipio, seguido por um ndmero.

5.2 Confirmacao da patogenicidade do isolado INPA 2787 (Colletotrichum
brevisporum)

As cinco plantas de pimenta-de-cheiro inoculadas com o isolado INPA 2787
apresentaram, no terceiro dia, sintomas caracteristicos de antracnose nas folhas e no
sétimo dia em peciolos e ramos. Por outro lado, a planta testemunha ndo manifestou
sintomas decorrentes da doenca, confirmando a patogenicidade do isolado. Apds sete dias
de inoculagdo, em lesdes, foram observados sob microscopico estereoscopico os sinais
do fungo, caracterizados pela presenga abundante de setas e massas de conidios (Fig. 2).
O fungo foi reisolado e cultivado em meio BDA. Para garantir a uniformidade genética
foram obtidas culturas monospdricas e estas armazenadas em refrigeradores a 5 °C. A
partir da cultura monosporica, prepararam-se suspensao de conidios para inoculacdo em
plantulas e posteriormente em frutos de pimenta-de-cheiro. E importante ressaltar que
este patdgeno tem sido muito agressivo a pimenteira causando lesdes praticamente em

todos os 6rgaos da planta.
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Figura 1 - Sintomas de antracnose (Colletotrichum brevisporum - isolado INPA 2787) no caule; a -
aspecto do caule e ramos de pimenta-de-cheiro com sintomas de antracnose; b - visdo microscdpica das
regides necrosadas do caule com presenga de acérvulos; c - visdo microscopica da formacao de setas e
producio de conidios no tecido vegetal.

5.3 Severidade da antracnose em plantulas de pimenta-de-cheiro

Os primeiros sintomas da antracnose nas plantulas foram o surgimento de
manchas cloréticas na parte superior, inicialmente com drea menor ou igual a 1 mm (Fig.
2 a). Gendtipos mais suscetiveis apresentaram lesdes que evoluiram sem margem definida
tornando-se necrdticas. Isso levou a uma clorose generalizada das folhas afetadas (Fig. 2

b). Genétipos com resisténcia responderam ao processo infeccioso com reacdo de

hipersensibilidade com o abortamento das folhas.

)

Figura 2 - Sintomas iniciais da antracnose em folhas e peciolo de plantulas de pimenta-de-cheiro. a -
sintomas aos 7 DAI; b - sintomas aos 21 DAI do Colletotrichum brevisporum - isolado INPA 2787.
Experimento em casa-de-vegetacao.
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As avaliacdes realizadas aos 7, 14 e 21 (DAI) apontaram um aumento progressivo
de niveis de severidade da doenca, com médias de 2,70 a 4,41 (Tabela 3). Apds 21 dias
houve colonizacado do patégeno em 100% dos genétipos, porém com diferentes niveis de
severidade (Tabela 4). O genétipo CN (controle negativo), inoculado com dgua, nao
manifestou sintomas decorrentes da antracnose, ja o inoculado com o patégeno, genétipo

CP (controle positivo), apresentou sintomas decorrentes da antracnose apds 7 DAL

A distribuicdo dos genétipos nas avaliagdes de severidade aos 7, 14 e 21 DAI
foram de: 38,61% menor e 61,39 % maior que a média de 2,70, na primeira semana,
32,67% menor e 54,46% maior que a média de 3,50, na segunda semana e 40,59% menor
e 59,41% maior que a média de 4,41, na terceira semana. Destacando-se os gendtipos
MPU10, IRAO3 e RPE33 que apresentaram area lesionada menor que 1 mm até 14 DAI
(Tabela 4).

N

Considerou-se genétipo com resisténcia precoce a antracnose aqueles que
apresentaram auséncia de sintomas da doenga ou com lesdes necréticas isoladas
abrangendo area foliar de até 1% ou reacao de hipersensibilidade. De acordo com Lima
(2002), reacdes de hipersensibilidade como o abortamento de folhas ocorrem como
resultado do processo infeccioso, o efeito da desfolha é tratado como um mecanismo

importante, pois a planta elimina a fonte de indculo, reduzindo a epidemia.
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Tabela 3 - Andlises de varidncias da severidade da antracnose, causada por
Colletotrichum brevisporum, em genétipos de pimenta-de-cheiro avaliados aos 7, 14 e 21

dias apds a inoculagao.

FV (7 DAI)! GL SQ QM Fc P
Gendtipo 101 192,17 1,90% 2,47 0,0000
Erro 306 235,75 0,77
Total 407 427,92
CV (%) 32,53
Meédia geral 2,70 Nuamero de observacdes 408
FV (14 DA ! GL SQ oM Fc P
Gendtipo 101 215,49 2,13* 2,65 0,0000
Erro 306 246,50 0,80
Total 407 462,00
CV (%) 25,61
Média geral 3,50 Niimero de observagdes 408
FV (21 DAD! GL SQ QM Fc P
Gendtipo 101 193,75 1,92% 2,78 0,0000
Erro 306 211,25 0,69
Total 407 405,00
CV (%) 18,82
Média geral 4,41 Nuamero de observacdes 408

* significativo (p < 0,05)
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Tabela 4 - Severidade da antracnose em escala de notas em plantulas de Capsicum

chinense inoculadas com Colletotrichum brevisporum (isolado INPA 2787).

Severidade da antracnose !

Genétipo 7 DAI 14 DAI 21 DAI2
CN3 1,00 a 1,00 a 1,00 a
MPU10 1,25 a 1,25 a 325 b
IRAO3 1,25 a 1,75 a 2,75 b
RPE33 1,50 a 1,50 a 3,50 b
MPUO5 1,25 a 2,50 b 3,50 b
MPU0O4 1,75 a 225 b 3,50 b
MPU16 1,75 a 225 b 3,50 b
MPUO3 1,75 a 225 b 3,75 b
RPE16 1,75 a 2,50 b 2,75 b
MPUO6 1,75 a 2,50 b 325 b
IRA24 1,75 a 2,50 b 3,50 b
MPUOS8 2,00 a 2,50 b 3,00 b
MPU29 2,00 a 3,00 b 3,75 b
MPU31 2,00 a 3,00 b 4,00 b
RPE02 2,50 a 2,50 b 3,50 b
MPUO09 1,50 a 2,50 b 425 ¢
MPU12 1,50 a 3,00 b 4,50 ¢
IRA02 1,75 a 2,75 b 4,50 ¢
MPUO1 2,00 a 2,50 b 425 ¢
IRA20 225 a 2,75 b 475 ¢
IRA9 2,25 a 3,00 b 425 ¢
IRA25 275 b 2,75 b 4,00 b
IRAO1 3,00 b 3,00 b 4,00 b
IRA28 275 b 2,75 b 475 ¢
MPU13 2,00 a 3,25 ¢ 4,00 b
IRA04 2,00 a 3,50 ¢ 4,00 b
RPEQ7 2,00 a 3,75 ¢ 4,00 b
RPE37 2,50 a 325 ¢ 3,50 b
PF18 1,75 a 3,25 ¢ 425 ¢
IRA1Db 1,75 a 3,75 ¢ 4,50 ¢
IRA21 2,00 a 3,50 ¢ 425 ¢
MPU31b 2,00 a 3,50 ¢ 425 ¢
MPU23 2,00 a 3,75 ¢ 5,00 ¢
PF09 225 a 4,00 c 5,00 ¢
CPs3 2,25 a 425 ¢ 4,50 ¢
MPU33 2,50 a 325 ¢ 4,50 ¢
IRAO5 2,50 a 3,50 ¢ 425 ¢
MPU34 2,50 a 3,75 ¢ 4,50 ¢
PF4a 2,50 a 3,75 ¢ 4,75 ¢
RPE20 2,50 a 3,75 ¢ 475 ¢
IRA19 2,50 a 4,00 c 425 ¢
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Tabela 4 - continuagdo

Genotipo 7 DAI 14 DAI 21 DAI?
RPEI1S5 2,50 a 4,00 c 4,50 c
MPU24 2,50 a 4,50 c 5,00 ¢
IRA06 275 b 325 ¢ 4,00 b
PF29 2775 b 4,00 c 4,00 b
IRA23 3,00 b 325 ¢ 350 b
PF25 350 b 3,50 ¢ 4,00 b
RPE4a 350 b 3,50 ¢ 4,00 b
RPE18 2775 b 325 ¢ 425 ¢
RPE30 275 b 325 ¢ 5,00 ¢
MPU25 2775 b 3,75 ¢ 425 ¢
RPE17 275 b 3,75 ¢ 425 ¢
MPUO2 2775 b 3,75 ¢ 4775 ¢
MPU26 275 b 4,00 c 4,75 ¢
RPEO06 2775 b 4,00 c 4775 ¢
PF 4c 275 b 4,00 c 5,00 ¢
MPU22 2775 b 4,25 ¢ 4775 ¢
PF11 275 b 4,25 c 525 ¢
PF15 2775 b 4,25 ¢ 525 ¢
RPEI19 2,75 b 4,25 c 5,50 ¢
PF33 3,00 b 325 ¢ 4,50 c
RPEI0 3,00 b 3,50 ¢ 425 ¢
MPU30 3,00 b 3,50 ¢ 4,50 c
RPEO3 3,00 b 3,50 c 4,75 ¢
PF2 3,00 b 3,50 ¢ 5,50 ¢
RPE41 3,00 b 3,75 ¢ 4,50 c
RPEO1 3,00 b 375 ¢ 525 ¢
IRA18 3,00 b 4,00 c 4,75 ¢
PF3 3,00 b 4,00 c 475 ¢
IRA4b 3,00 b 4,00 c 5,00 ¢
PF 5c 3,00 b 4,25 ¢ 475 ¢
PF9b 3,00 b 4,25 c 5,00 ¢
RPEO5 325 b 325 ¢ 425 ¢
PF19 325 b 3,50 ¢ 4,50 c
PF31 325 b 3,50 ¢ 475 ¢
IRA22 325 b 3,75 ¢ 4,50 c
RPE31 325 b 375 ¢ 5,00 ¢
IRA17 325 b 4,00 c 425 ¢
RPE24 325 b 4,00 c 4,25 ¢
IRA11 325 b 4,00 c 4,50 c
PF22 325 b 4,00 c 475 ¢
RPEI18c 325 b 4,00 c 4,75 ¢
IRA14 325 b 4,25 c 5,00 ¢
PF34 325 b 4,50 ¢ 5,50 ¢
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Tabela 4 - continuagdo

Genotipo 7 DAI 14 DAI 21 DAI?
RPE38 325 b 4,75 c 5,00 ¢
PFO8 325 b 4,75 c 525 ¢
MPUO07 350 b 3,50 ¢ 4,75 ¢
PF35 350 b 375 ¢ 4,50 c
RPEO4 350 b 3,75 ¢ 4,50 c
IRA 10 350 b 375 ¢ 475 ¢
IRA 12 350 b 3,75 ¢ 5,00 ¢
RPE42 3,50 b 4,00 c 4,50 c
PF28 350 b 4,00 c 4,75 ¢
PFO7 350 b 4,25 c 525 ¢
PF14 350 b 4,25 c 5,50 ¢
IRA7 3715 b 375 ¢ 4,50 c
PF20 375 b 4,00 c 425 ¢
IRA15 3715 b 4,00 c 4775 ¢
RPE34 375 b 4,00 c 5,00 ¢
PF5a 375 b 4,00 c 5,50 ¢
PF26 375 b 4,25 c 5,00 ¢
PF17 3715 b 4,50 c 5,25 ¢

1 Escala de notas: 1 — sem sintomas; 2 — lesdo > 1mm; 3 — lesdo 1 % da area foliar; 4 — lesdo 5 % da area

foliar; 5 — lesdo 10 % da area foliar; 6 — lesdo 25 % da area foliar.

2 Médias de quatro repeti¢des. Coluna com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste

de Scott & Knott ao nivel de 5 % de probabilidade.

3 CN - controle negativo (inoculado com 4gua) e CP — controle positivo (inoculado com o isolado INPA

2787).
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As médias de severidade da doenga apresentaram valores crescentes de 1,25 a 5,50
para as avaliagdes dos genoétipos, em uma escala que variou de 1 = resistente a 6 =
altamente suscetivel. O boxplot (Fig. 3) conjectura valores outliers, pontos fora do
conjunto de dados, e, uma distribui¢do normal dos dados entre 2,50 a 4,75 no 14 DAl e
2,75 a 5,50 no 21 DAL Poderiamos considerar outliers como indicativo da confirmagao
de gendtipos resistentes. No entanto, para confirmar a resisténcia dos genétipos (MPU10,
IRAO03, RPE33 e RPE16) serdo necessdrias avaliacdes da resisténcia em outros estagios
de desenvolvimento da planta e dos frutos. O genétipo CN (testemunha negativa)
apareceu como outliers ¢ CN (testemunha positiva) ndo diferiu estatisticamente dos

outros gendtipos, mostrando-se sucetivel a antracnose.
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Figura 3 - Boxplot da severidade da antracnose em pimenta-de-cheiro aos 7, 14 e 21 dias apds
a inoculacao.

A avaliagdo de plantulas recorre a uma forma simples e rdpida de identificar
genotipos resistentes que permite aumentar a eficiéncia e a escala do sistema de sele¢ao
(Pereira et al. 2011). Em experimentos similares t€ém encontrado fontes de resisténcia a
antracnose em C. chinense em fase de plantulas (Silva 2014; Pereira et al. 2011; Suhardi
et al. 1991; Mahasuk et al. 2009a). Isto indica que o melhoramento desta espécie pode

ser realizado por sele¢do ou por cruzamentos genéticos.
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Resultados semelhantes aos obtidos nesse trabalho foram observados nos
trabalhos de Mahasuk et al. (2009b) que ao realizar a inoculagdo em plantulas da cultivar
suscetivel Capsicum annum cv. Bangchang e da variedade resistente PBC932 obteve
reacOes diferenciais nos hospedeiros. Apds 3 DAI, ‘Bangchang’, apresentou sintomas
necraticos cobrindo cerca de 5% a 25% da area foliar, enquanto que ‘PBC932’ apresentou
reacdo de hipersensibilidade com lesdes menores que 1 mm. Neste trabalho, nas
avaliacdes aos 7, 14 e 21 DAI, obtiveram 25, 3 e 0 genétipos, respectivamente, com lesdes
menores que 1 mm de média. Levando em consideracdo que a variedade “PBC932” ¢
considerada resistente, os gendtipos que obtiveram, neste trabalho, resultados

semelhantes, apresentam também resisténcia a antracnose.

Por outro lado, verifica-se que a selecdo baseada apenas na reagdo de plantulas a
antracnose nao € suficiente. Pereira (2005) afirmou que a selecdo apenas nesse estagio
pode trazer inconsisténcia e inviabilizar testes de selecao, portanto, a avaliacdo em frutos

faz-se necessdria para confirmacgao da resisténcia.
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5.4 Severidade da antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro

Os frutos de genétipos resistentes maduros (Fig. 4 a) e imaturos (Fig. 4 b)
apresentaram dreas lesionadas pela antracnose menores que 1 cm? aos 7 DAIL Por meio
da visualiza¢do em estereoscopio observou-se a presenca de acérvulos com setas ao redor
da regiao perfurada. Fatores quimicos e genéticos provavelmente estariam atuando no
nao desenvolvimento das estruturas reprodutivas do fungo. A perfuracdo realizada para

controle, inoculada com dgua, ndo apresentou sinais do patdégeno.

as— )

a - fruto maduro resistente; b - fruto imaturo resistente, (I) inoculado com o patégeno; (C) controle,
inoculado com dgua destilada.

Nos frutos com antracnose mais progredidos, aos 14 DAI, foram observados
sintomas de lesdes circulares e aprofundamento do tecido. As lesdes formaram anéis
concéntricos que evolufam até o acometimento de toda a drea do fruto caracteristico de
antracnose (Fig. 5 b). Outra caracteristica observada foi a produ¢do de massas de conidios

de cor laranja, as vezes branca ou acinzentada, que tornavam a superficie do fruto

molhada (Fig. 5 a - e).
b ‘ c ‘ d | e

Figura 5 - [a - e] Sintomas de antracnose (Colletotrichum brevisporum) aos 14 DAI, em frutos de
pimenta-de-cheiro apds 14 dias de inoculacéo.
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A amplitude de areas lesionadas em frutos imaturos aos 7 DAI foi entre 0,3 e 3,2
cm?2 e em frutos maduros entre 0,2 a 3,8 cm?. Em um estudo desenvolvido por Silva (2016)
observou-se em frutos de C. chinense, do tipo pimenta-de-cheiro, dreas lesionadas que
variaram entre 1,13 cm?e 2,26 cm? ap6s 10 DAI e Padilha (2017) observou as menores
lesdes com drea de 1,53 cm? em frutos imaturos aos 10 DAL E importante ressaltar que

os dois trabalhos citados utilizaram outras espécies de Colletotrichum.

Conforme a avaliag¢do da severidade da antracnose em frutos imaturos aos 7 DA,
os gendtipos que apresentaram médias de dreas lesionadas com amplitude que variaram
entre 0,3 e 0,8 cm? foram considerados resistentes, os que tiveram médias de dreas
lesionadas entre 0,9 e 1,8 cm? foram considerados moderadamente resistentes € 0os com
média entre 1,9 e 3,2 cm? os suscetiveis (Tabela 5). Em frutos maduros, os gendtipos que
apresentaram areas lesionadas entre 0,2 e 1,0 cm? foram considerados resistentes, entre
1,1 e 1,8 cm? considerados moderadamente resistentes e entre 2,2 e 3,8 cm? gendtipos
suscetiveis (Tabela 6). Santos er al. (2004) consideraram materiais resistentes de C.
chinense os acessos que obtiveram drea de lesdo entre 1,62 cm? e 2,54 cm?, em frutos
maduros, aos 8 DAI. Enquanto que Pereira ef al. (2011) consideraram, sem distinguir os
estddios de maturacdo dos frutos, os acessos de C. chinense resistentes aqueles que
obtiveram drea de lesdo menor que 2,0 cm?, intermedidrio entre 2,0 a 2,3 cm? e suscetivel

0s que obtiveram acima de 2,4 cm?.

Seguindo a classificacdo das reagdes nos frutos aos 7 DAI, os resultados
mostraram que os genotipos resistentes (R), moderadamente resistentes (MR), suscetiveis
(S) no estadio de fruto imaturo compunham 17,86%, 32,14% e 50%, respectivamente e,
no estadio de fruto maduro compunham 17,86%, 50% e 32,14% respectivamente (Tabelas
5 e 6). Os gendtipos resistentes, em estaddio de frutos imaturos, foram: RPE02, MPU29,
IRAO3, RPE33 e RPE 41. Em frutos maduros, foram: MPU29, PF09, IRA02, IRA 01 e
RPE 41. Em contraposicao, os genotipos suscetiveis foram: em estddio imaturo, MPU 02,
IRA18, IRA21, IRAO1, MPUO6, IRA24, MPUOS e IRA05, em estddio maduro, RPE 02.
Os genétipos MPU29 e RPE41 foram classificados como resistente em ambos estadios
de maturacdo, MPU 29 apresentou a menor média de 4rea lesionada (0,2 cm?) em estadio

de fruto maduro (Tabela 5).
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As reacdes diferenciais em frutos vermelhos podem ser devido a camada cuticular
dos frutos que desempenham um papel importante na prevencdo da infeccdo e
colonizagdo do fungo. Ko (1986) demonstrou que os frutos verdes apresentaram maiores
atividades em peroxidase e polifenoloxidase do que os vermelhos, mas menores niveis de
fendis, aminodcidos e carboidratos totais, alguns dos quais foram relacionados a
resisténcia do hospedeiro. Além disso, Manandhar et al. (1995) acrescentaram que o
desenvolvimento da antracnose estd correlacionado negaticamente com a espessura da

cuticula e do exocarpo, com a producao de conidios e com a expansao da lesao nos frutos.

A amplitude de dreas lesionadas em frutos imaturos aos 14 DAI foi entre 2,1 € 9,7
cm? e em frutos maduros entre 4,2 e 9,9 cm?. Neste caso foram observados genotipos
altamente suscetiveis, em estadio de fruto imaturo com dareas entre 4,2 € 9,7 cm? € em
estddio de fruto maduro foram encontrados gendtipos altamente suscetiveis com dreas

lesionadas de 4,3 € 9,9 cm?2 conforme tabelas 5 e 6.

O periodo de incubagdo variou de 2 a 6 DAI tanto para frutos maduros como
imaturos (Tabela 5 e 6). Esses dados corroboram com as observacdes realizadas por
Ranathunge et al. (2002), que descreveram os mecanismos de colonizacdo e infeccdo de
C. truncatum e observou que no 6 DAI ocorre a dissolug@o das paredes celulares causando
a aparéncia de afundada na superficie do fruto e somente no 7 - 9 DAI a epiderme entao

se rompe e revela a presenca de setas e conidios.

O periodo de incubacao (tempo decorrido entre a inoculagdo até o surgimento dos
sintomas) e o periodo de laténcia (tempo decorrido entre a inoculagdo até o surgimento
das primeiras estruturas do fungo) sdo indices que podem inferir se o patégeno € mais ou
menos agressivo a um determinado gendtipo. Na natureza, um sistema policiclico como
o da antracnose pode gerar uma alta variabilidade. Portanto, periodos mais longos de
laténcia representam um menor numero de geragdes do patdgeno por ciclo do hospedeiro
(Amorim 1995). Neste experimento, ndo foi possivel relacionar o periodo de incubagdo
com a classificagdo da resisténcia, visto que, os gendtipos classificados como resistentes
nao apontaram um padrdo, os sintomas se manifestaram precocemente, com dois dias ou

tardiamente, com 6 dias.

Embora, foi possivel observar nos genétipos resistentes estruturas reprodutivas do
fungo, porém com a aparente estabilizacdo do desenvolvimento. Segundo Adikaram,
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Brown e Swinburne (1983), a infecc@o pode iniciar pela germinagdo do esporo, formagao
do esporo e formacgdo de apressdrios sobre os frutos verdes, os quais podem permanecer
quiescentes e continuar o processo de infec¢io e colonizacdo do hospedeiro somente apds
a maturacdo dos frutos. Além disso, Do (2003), menciona que plantas resistentes tém
inibicao de dcido ascorbico, resultando no acimulo de H,O; e aceleragdo da morte celular
e Pereira et al. (2005) mencionam que frutos de plantas resistentes produzem altas

concentracdes de capsaicindides e dcido ascorbico e baixas concentragdes de acucares.
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Tabela 5 - Severidade da antracnose em area da lesdo/cm? de frutos imaturos de
Capsicum chinense inoculados com Colletotrichum brevisporum (isolado INPA 2787).

Severidade da antracnose em frutos imaturos

Area lesionada (cm?)

Incubacio
Genétipo  7DAI'2  Reacio? 14 DAI Reacio (dias)
MPUO02 32 a S 70 b AS 6
IRA18 3,0 a S 9,0 a AS 2
IRA21 29 a S 83 a AS 2
IRAO1 29 a S 8,0 a AS 3
MPU06 29 a S 8,0 a AS 3
IRA24 2,8 a S 9,7 a AS 3
MPUOS8 2,6 a S 76 b AS 4
IRAO5 2,6 a S 6,6 b AS 5
IRA04 2,1 b S 84 a AS 2
IRA25 2,1 b S 53 ¢ AS 4
IRA06 20 b S 73 b AS 3
RPEO7 20 b S 7,0 b AS 3
IRA02 19 b S 72 b AS 2
MPUO3 19 b S 49 ¢ AS 3
IRA23 1,8 b MR 85 a AS 3
MPU13 1,8 b MR 72 b AS 3
IRA15 1,7 ¢ MR 7,2 b AS 5
RPEO3 1,6 ¢ MR 3,6 d S 3
MPU31 1,5 ¢ MR 6,4 b AS 6
MPU25 1,5 ¢ MR 49 c AS 6
RPEO4 1,3 ¢ MR 6,2 b AS 4
PF09 1,2 ¢ MR 5,8 ¢ AS 3
PF25 1,1 ¢ MR 2,6 d S 2
RPE41 0,8 d R 5,8 ¢ AS 5
RPE33 0,7 d R 52 ¢ AS 4
IRAO3 0,7 d R 54 ¢ AS 3
MPU29 0,6 d R 4,6 ¢ AS 2
RPEO02 03 d R 2,1 d S 3
Pr>F 7,8 ** 14,0 **
Cv 27,2 13,5
dms 1,6 2,8

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

'Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna ndo diferem pelo teste Scoktt & Knott ao nivel de
5% de probabilidade.
2Média de 4rea lesionada de 15 frutos por gendtipo.

3Reacdo: R - resistente; MR-modernamente resistente; S - suscetivel; AS-altamente suscetivel.
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Tabela 6 - Severidade da antracnose em area da lesao/cm? de frutos maduros de Capsicum
chinense inoculados com Colletotrichum brevisporum (isolado INPA 2787).

Severidade da antracnose em frutos maduros

Area lesionada (cm?)

. B B Incubacao

Genotipo 7 DAI 12 Reacio 3 14 DAI Reacio (dias)
RPEO02 38 a S 92 a AS 3
RPEO7 3,1 b S 89 a AS 3
MPU13 30 b S 58 ¢ AS 2
MPUO2 2,7 ¢ S 58 ¢ AS 5
IRAO4 26 ¢ S 9,7 a AS 2
IRAI18 23 ¢ S 6,8 b AS 2
RPEO3 22 ¢ S 9,0 a AS 2
MPUO06 22 ¢ S 74 b AS 5
IRA23 22 ¢ S 99 a AS 3
PF25 1,8 d MR 80 a AS 4
MPU25 1,7 d MR 7,5 a AS 5
IRA21 1,6 d MR 9,2 a AS 2
IRAO5 1,6 d MR 6,5 b AS 3
IRA24 1,6 d MR 94 a AS 3
IRAO3 1,5 d MR 85 a AS 4
RPE0O4 1,5 d MR 5.8 ¢ AS 3
MPUO3 1,5 d MR 58 ¢ AS 2
MPUOS 14 d MR 72 b AS 4
IRA06 1.4 d MR 43 ¢ AS 2
RPE33 14 d MR 42 ¢ AS 4
MPU31 1,3 d MR 4,8 ¢ AS 6
IRAI1S 1,1 e MR 6,7 b AS 5
IRA25 1,1 e MR 57 ¢ AS 3
RPE41 1,0 e R 6,4 b AS 3
IRAO1 1.0 e R 59 ¢ AS 3
IRA02 0,6 e R 6,2 b AS 2
PF09 05 e R 55 ¢ AS 4
MPU29 02 e R 59 ¢ AS 2

Pr>F 10,7 ** 9,3 **

Ccv 25,2 13,7

dms 1,4 3,1

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

'Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna néo diferem pelo teste Scoktt & Knott ao nivel de
5% de probabilidade.
2Média de érea lesionada de 15 frutos por genétipo.

3Reacio: R - resistente; MR-modernamente resistente; S - suscetivel; AS-altamente suscetivel.
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Ao analisar o estddio de maturacdo foi observado que ndo houve diferenca
significativa da area que foi lesionada aos 7 DAI entre os frutos imaturos € maduros, o
tamanho das dreas, equipararam-se. Diferencas significativas (p < 0,05) foram apontadas
com 14 DAI, onde podemos analisar que ha maiores areas lesionadas, um dado esperado,
devido a fatores fisioldgicos dos frutos que sdo acelerados pelas condicdes experimentais

(Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacao de dois estddios de maturacao de frutos sobre suas dreas lesionadas
avaliadas aos 7 e 14 dias apds a inoculacio do Colletotrichum brevisporum em pimenta-
de-cheiro (Capsicum chinense).

Area lesionada em cm?

Estadio de maturacao 7 DAI 14 DAI
Imaturo 1,86 al 6,44 al
Maduro 1,73 a 7,00 b
dms 0,14 0,28

1 as médias seguidas por letras mintsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste Scoktt & Knott ao nivel de 5
% de probabilidade.

Estudos precursores avaliaram principalmente a resisténcia a antracnose em fase
de frutos. Kim et al. (1999) consideraram que a resisténcia nos frutos se comporta de
forma diferente de acordo com seu estaddio de maturacdo. Para Mongkolporn et al. (2010)
genes diferentes com mecanismos de expressao distintos reagem diferencialmente as
espécies de Colletotrichum. Neste estudo, ndo houve diferenca em relagao a severidade

entre os frutos imaturos e maduros aos 7 DAL, porém houve diferenca aos 14 DAL

Oh et al. (1998) observaram uma invasdao bem sucedida e uma colonizacao de C.
gloeosporioides ocorrendo em frutos verdes, mas ndao em frutos vermelhos. Apesar da
severidade ndo ter apresentado diferenca significativa aos 7 DAI, porém numericamente
os frutos verdes apresentaram maior média de drea lesionada em relacdo aos frutos
maduros. E importante ressaltar que aos 14 DAI os frutos maduros apresentavam

decomposicdo maior em relagdo ao fruto verde, por isso a drea média da lesdo foi maior.

Além disso, é importante considerar as interagdes especificas entre os tipos de
genoétipos, os tipos de isolados e a maturidades dos frutos. Mahasuk et al. (2009a)
analisaram o espectro da resisténcia a antracnose de 3 gendtipos de Capsicum apds serem

inoculados com 13 isolados de Colletotrichum spp. e observaram que C. chinense (PBC
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932) foi altamente suscetivel, exceto ao isolado C. capsici ‘158ci’, que ndo causou
infecc¢des. Park et al. (2009) estudaram a interacao de 41 gendtipos de Capsicum spp. a
11 isolados de Colletotrichum e observaram que os acessos de C. chinense foram
suscetiveis ou altamente suscetiveis a maioria dos 11 isolados testados, exceto para um
isolado, que apresentou baixos indices da doenga a trés genétipos, que foram classificados
como moderadamente resistentes. Mongkolporn et al. (2010), demonstrou que os isolados
de C. acutatum, C. capsici e C. gloeosporioides sdo geralmente mais virulentos em frutos
maduros, diferente do que foi observado em C. chinense que apresentou maior resisténcia
ao isolado C. capsici em frutos vermelhos maduros e verdes imaturos. Silva et al. (2014)
avaliaram a reacdo de 37 acessos ao C. gloeosporioides em dois estadios de
desenvolvimento do fruto e os acessos de C. chinense manifestaram resisténcia em frutos

imaturos de dois acessos e em frutos maduros de quatro acessos.

Outro indice que permite determinar a capacidade de uma espécie fungica se
proliferar na natureza com maior efici€éncia e assim, garantir um maior nimero de
geragdes do patdgeno por ciclo do hospedeiro € o potencial de esporulacdo do fungo.
Ap06s a deposicao na superficie do hospedeiro, os conidios emitem o tubo germinativo e
inicia-se a penetracao. Em condi¢des de laboratério, foi detectada uma produgao méxima

de 19,57 x 10° conidios/cm? e produgio minima de 3,27 x 10° conidios/cm?, ap6s 14 DAL

Comparando os resultados da esporulagdo do C. brevisporum com a reagao das
lesdes em fruto maduro (Tabelas 6) observa-se que hé certa correspondéncia dos dados,
no entanto, este parametro pode ser um referencial, mas ndo determinante. Os gendtipos
RPEO2, MPU13 e RPEO7 foram classificados como altamente suscetivel (AS) e
apresentaram concentragdes de conidios de 19,57 x 10%, 16,57 x 10° e 12,36 por cm? da
lesdo, respectivamente (Tabela 8). E o genétipo MPU?29, classificado como resistente (R),
apresentou concentracio de conidios/cm? da lesdo de 4,61 x 10° (Tabela 8). Porém, esse
comportamento ndo pode ser considerado o padrdo, pois o gendtipo RPE41, classificado
como resistente (R), apesar da baixa esporulacdo (0,51 x 10°), apresentou drea lesionada
grande e producio de conidios de 12,55 x 10° conidios/cm? (Tabela 8). Isto significa que

a maior produc¢do de conidios ndo necessariamente indica reacio de suscetibilidade.
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Tabela 8 - Esporulacdo de Colletotrichum brevisporum (isolado INPA 2787) apds 14
dias da inoculacao) sob frutos de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense).

Gendétipo Area final! Esporulaciao? Conidios.10° por cm? da lesdo?
MPUO3 5,8 0,35 a 16,57
MPU13 5,8 0,35 a 16,57
RPEO2 9,2 0,47 a 19,57
MPU25 7,5 0,50 a 15,00
IRAO3 8,5 0,50 a 17,00
RPE41 6,4 0,51 a 12,55
IRAOS 6,5 0,52 a 12,50
IRAO2 6,2 0,61 a 10,16
RPE33 4,2 0,64 a 6,56
RPEO7 8,9 0,72 a 12,36
MPU31 4.8 0,73 a 6,58
PF25 8,0 0,78 a 10,26
IRAO1 5,9 0,95 a 6,21
IRA25 5,7 0,95 a 6,00
IRA21 9,2 1,02 a 9,02
PF09 5,5 1,05 a 5,24
MPUO02 5,8 1,09 a 5,32
RPEO3 9,0 1,16 b 7,76
IRA06 43 1,27 b 3,39
MPU29 5,9 1,28 b 4,61
IRA18 6,8 1,31 b 5,19
IRA04 9,7 1,42 b 6,83
IRA24 9,4 1,49 b 6,31
IRA15 6,7 1,51 b 4,44
IRA23 9,9 1,53 b 6,47
RPE0O4 5,8 1,72 b 3,37
MPUOS8 7,2 1,86 b 3,87
MPUO6 7.4 2,26 b 3,27

Pr>F 3,11 **
! média da area lesionada final do fruto maduro apés 14 dias; 2 concentragdo de conidios em 1 mL; 3 relagdo da drea
lesionda/quantidade de conidios.

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem pelo
teste Scoktt & Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Semelhante aos resultados obtidos neste trabalho, Tozze Jr. (2007) constatou que
em isolados de C. acutatum houve esporulacdo superior aos das demais espécies de
Colletotrichum avaliadas, com quantidade média de conidios, variando entre 16,4 x 10°
e 32,6 x 10° conidios/cm? da lesdo, causando lesdes grandes, acima de 8 cm?, com
sintomas tanto em frutos maduros como imaturos. Entretanto, os isolados de C. acutatum
apresentaram menor variabilidade em relacdo aos isolados de C. gloeosporioides e C.
capsici. Demonstrando que o comportamento dessas duas espécies ndo € uma

caracteristica estavel e, apresenta niveis distintos de agressividade.
5.5 Caracterizacao cultural e morfolégica do isolado INPA 2787

O isolado INPA 2787, reisolado a partir do isolado MPU 108 (genbank:
KU315570.1), identificado molecularmente na descri¢do do complexo C. brevisporum,
Noireung (Almeida 2015), apresentou-se com produgdo de coldnias inicialmente cinza
que posteriormente tornaram-se marrom-escuro, com micélio aéreo ralo, nao cotonoso,
de cor cinza claro, com lado reverso também de cor marrom-escuro. O centro das colonias
apresentou massas de conidio de cor laranja brilhante (Fig. 6 a - b). O crescimento foi do
tipo radial com taxa de crescimento de 0,82 mm/dia. A morfologia do conidio foi do tipo
longo cilindrico, com extremidades obtusas e ligeiramente arredondadas, hialino e
asseptados (Fig. 6 f). A média do comprimento e da largura dos conidios foi de 15,97 um
e 129,1 um, respectivamente. A morfologia do apressdrio apresentou formas ovoide,
clavado e ligeiramente irregular com contornos bem definidos (Fig. 6 c). A média do
comprimento e da largura dos apressoérios foi de 9,29 pm e 7,38 um, respectivamente. As
setas eram lisas, de forma cOnica, a base, algumas vezes parecia inflada e a ponta de forma
aguda, com colora¢dao marrom escura (Fig. 6 d). A média do comprimento das setas foi
de 85,58 um. Conidi6foros foram do tipo lageniformes a subcilindricos, com média de
comprimento de 13,43 um, hialinos, com 1 a 3 septos, lisos, ramificados na base,
formados a partir da parede de conidiomas (Fig. 6 €). As células conidiogénicas terminais,

enterobldsticas, fialidicas, cilindricas, hialinas e lisas (Fig. 6 e).
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Figura 6 - Caracteristicas cultural e morfolégica de Colletotrichum brevisporum isolados de pimenta-
de-cheiro (Capsicum chinense). a - visdo superior da coldnia; b - vis@o reversa da coldnia; ¢ - apressorios
dos tipos: oval (OV), irregular (IR) e clavado (CL); d - setas (S); e - conidi6éforos (CN) e células
conidiogénicas (CO) e Hifa (H); f - conidios (C). Barra de escala=50 pm.

A caracterizacdo morfoldgica do isolado fungico INPA 2787 assemelha-se com
as descricdes de Noireung et al. (2012) que observou conidios cilindricos a clavados de
dimensdes de 14.9 x 5.9 um, apressérios com tamanho médio de 11.3 x 9.8 pum, com
formas variando de ovoide, clavado e ligeiramente irregular. A colonia era de cor branca
por cima, e no reverso cinza. Taxa de crescimento de 6,7-7,2 mm dia’!. Liu et al. (2016)
identificou conidios longos e cilindricos com 16,3-22,2 uym de comprimento e 4,2-6,3 pm
de largura. Os apressorios apresentaram comprimento de 6,1-9,5 um e largura de 5-7,9
pm. A forma variou de ovoide a ligeiramente irregular. A aparéncia da coldnia era cinza
claro com o centro laranja. A velocidade de crescimento foi de 0,6 mm dia™!. Silva et al.
(2017) identificou apenas conidios de forma cilindrica que apresentaram comprimento de
17,17 (13,63-23,72) um e largura de 5,54 (4,47-7,02) um. As coldnias apresentaram cor

rosa e verde no centro, com crescimento de 0,28 cm/dia.
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5.6 Caracterizacao morfoagronomica dos frutos de Capsicum chinense

Os valores de massa dos frutos variaram entre 5,58 g (MPUO3) e 13,74 g (IRA18),
os valores de comprimento dos frutos variaram entre 4,08 cm (MPUO02) e 8,16 cm
(IRA21), os valores do didmetro variaram entre 1,61 (IRA04) e 2,55 (IRAO3 e PF25), a
relacdo comprimento/diametro variou entre 1,88 (MPUO2) e 4,70 (IRA21) (Tabela 9).

Os gendtipos de Rio Preto da Eva apresentaram valores de massa do fruto de 7,88
a 11,19 gramas, o comprimento variou de 4,68 a 6,81 cm, o didmetro variou de 1,92 a

2,48 e a relagao comprimento/diametro foi de 1,93 a 3,55.

O conjunto de gendtipos oriundos do municipio de Manacapuru, apresentaram
valores de massa do fruto que variaram de 5,58 a 11,12 gramas, o comprimento variou de
4,08 a 6,67 cm, o diametro variou de 1,95 a 2,38 e a relacdo comprimento/diametro foi
de 1,88 a 2,98. Os genétipos MPUO2 e MPUO3 apresentaram as menores médias para

comprimento (4,08 e 4,10 cm) e relagdo comprimento/diametro (1,88 e 1,90).

Os genétipos do municipio de Presidente Figueiredo sdo apenas dois, PF25 e
PF09, com massa de 12,59 e 10,43, comprimento de 5,39 e 7,51, didmetro de 2,54 ¢ 1,99

e relagdo comprimento/didmetro de 2,16 e 3,93.

Os gendtipos classificados como resistentes obtiveram médias de comprimentos
de 4,68 (RPE 33), 5,49 (IRA 01), 5,59 (RPE 02), 6,33 (MPU 29), 6,41 (RPE 41), 6,47
(IRA 03), IRA 02 (7,03) e 7,51 (PF 09). O gendtipo IRA 03 destaca-se agronomicamente,
com relacao massa/fruto de 13,59 gramas e didmetro do fruto de 2,55 centimetros (Fig.
7). Os gendtipos IRA25, MPU25, IRA24, PF25, IRA21 indicaram tolerancia a
antracnose, visto que tiveram um desenvolvimento normal e boa produtividade, com

médias de massa/fruto que variaram de 10,43 (PF 09) a 12,59 (IRA 25) (Tabela 9).

Quanto ao formato dos frutos (Tabela 10) os gendtipos distinguiram-se em quatro
tipos: alongado, triangular, campanulado e bloco. Em relacdo a cor dos frutos, trés
variagdes da cor vermelha foram observadas, o vermelho-claro, o vermelho e o vermelho
escuro, além do amarelo-limao. Quanto ao habito de crescimento das plantas os genétipos

diferiram nas formas: ereto, compacto e prostrado.
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Tabela 9 — Caracterizacdo morfoagrondmica de 28 gendtipos de pimenta-de-cheiro
(Capsicum chinense).

Genétipo massa/fruto comprimento do diametro do com.[A)rimentO/
(! fruto (cm) fruto (cm) didmetro
MPUO03 5,58 a 4,10  a 2,14 b 1,90 a
IRAO1 6,13  a 549 a 1,74  a 325 b
MPUO2 7,28 a 4,08  a 2,18 b 1,88 a
IRA0O4 7,33 | a 7,11 b 1,61 a 444 b
MPUO8 7,53 a 4,88  a 1,95 a 244 a
TIRA06 7,86 | a 6,66 b 1,85  a 364 b
RPE41 7,88 | a 6,41 b 2,09  a 3,08 a
RPE04 8,12 a 5,50  a 2,10 a 2,61 a
MPU13 845 a 5,60 a 2,19 b 2,57 a
IRAO05 8,66 a 693 b 1,81 a 3,88 b
MPUO06 9,25 a 527  a 2,38 b 2,23 a
RPEO7 9,38 a 6,81 b 1,92 a 355 b
IRA1S 940 a 727 b 1,80 a 4,08 b
MPU29 9,86 | b 6,33 | b 2,38 b 2,73 a
MPU31 9,90 b 578 ' a 224 b 2,58 a
RPE02 10,16 b 5,59 a 227 b 2,46  a
IRA02 10,39 b 7,03 b 2,07 a 344 b
PF09 10,43 b 7,51 b 1,99 a 393 b
RPEO3 10,66 b 5,90  a 2,35 b 2,51 a
IRA21 10,75 b 8,16 b 1,76  a 4770 b
IRA23 10,99 b 720 b 2,19 b 330 b
MPU25 11,12 b 6,67 b 224 b 298 a
RPE33 11,19 b 4,68 a 248 b 1,93 a
IRA24 11,33 b 7,66 b 2,03 a 381 b
PF25 11,75 b 539 a 254 b 2,16 a
IRA25 12,59 b 7,79 b 2,04  a 379 b
IRAO03 13,59 b 6,47 b 254 b 2,55 a
IRA18 13,74 b 733 b 242 b 3,08 a
Pr>F 2,09  ** 4,98 k* 2,66 ** 6,91 **
Ccv 24,50 13,67 12,75 16,91

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade
! média da massa de 150 frutos por genétipo
2 Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scoktt & Knott (P< 0,05).
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Tabela 10 - Caracteristicas descritivas do formato e cor do fruto, habito de crescimento

da planta de 28 genétipos de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense).

Genotipo Formato do Fruto Cor do fruto maduro Habito de crescimento
RPEO7 campanulado vermelho-escuro prostrado
MPU13 campanulado vermelho-escuro prostrado
IRA25 alongado vermelho-escuro compacto
RPE04 triangular vermelho-escuro ereto
RPE41 campanulado vermelho-escuro ereto
IRAQ2 alongado vermelho-claro compacto
IRA18 triangular vermelho-escuro ereto
MPU06 triangular vermelho-escuro prostrado
MPUO2 bloco amarelo-limao compacto
MPU31 triangular vermelho-escuro ereto
MPU25 triangular vermelho-escuro ereto
RPEO03 triangular vermelho-escuro ereto
IRA23 triangular vermelho compacto
IRA06 alongado vermelho ereto
MPUO03 bloco amarelo-limao compacto
IRA04 alongado vermelho-claro ereto
IRAO1 triangular vermelho-escuro compacto
MPUO08 bloco vermelho-escuro prostrado
IRA24 alongado vermelho prostrado
RPE02 bloco vermelho-escuro compacto
RPE33 bloco vermelho-escuro ereto
PF25 bloco vermelho compacto
IRA21 alongado vermelho-escuro ereto
IRA05 alongado vermelho-claro compacto
PF09 alongado vermelho-escuro compacto
IRA03 triangular vermelho-claro ereto
IRA15 alongado vermelho-escuro compacto
MPU29 alongado vermelho-escuro ereto
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Figura 7 - [A-J] Caracterizacdo morfoldgica dos frutos de pimenta-de-cheiro. a - PF25; b - RPE02; ¢ -
RPE33; d - IRAO03; e - PFQ9; f - RPE41; g - IRA02; h - MPU29; i - IRA06; j - IRAO1.

No Amazonas o mercado consumidor demonstra preferéncias por frutos maiores
em comprimento (Alves 2009) e segundo os agricultores, por frutos de cor verde, mais
procurado para o consumo in natura na culinéria local, os frutos maduros sdo reservados
para retirada de sementes (observacdo propria). Foram observados gendtipos
classificados como resistentes com bom desempenho agrondmico apresentando frutos
com comprimentos que variaram de 4,68 cm a 7,66 cm, comprimento/diametro de 1,87 a

3,93 cm e massa/fruto de 6,13 a 13,60 g.

Oliveira et al. (2011) caracterizou gendtipos provenientes dos Estados do
Amazonas, Pard e Ronddnia e obteve frutos que apresentaram variacdo no comprimento
do fruto de 3,2 cm a 7,5 cm e didmetro do fruto de 1,9 cm a 3,2 cm. Domenico (2012)
caracterizou acessos de C. chinense provenientes do banco de germoplasma de pimenta
de Campinas, SP e obteve frutos de C. chinense com valores médios de comprimento que
variaram de 2,3 a 7,7 cm e para largura os valores médios variaram de 1,1 a 2,5 cm. Costa
(2012) caracterizou 40 acessos de Capsicum spp. € o morfotipo pimenta-de-cheiro
apresentou frutos com tamanho de 2,0 a 4,0 cm de largura por 4,0 a 7,0 cm de
comprimento. Fonseca et al. (2008) caracterizaram 38 acessos da regido do Alto Rio
Negro, AM e categorizaram os diferentes comprimentos em cinco classes, cujas medidas
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variaram de 1 a 12 cm, enquanto que, para a largura, foram trés classes, cujas medidas
variaram de 1,0 a 2,5 cm. Essas variagdes de comprimento e largura também foram

constatadas neste estudo.

5.7 Identificacao de virus

5.7.1 Microscopia eletronica de transmissao

Em andlises ao microscépio eletronico de transmissao foram observadas folhas de
pimenta-de-cheiro, naturalmente infectada, indicios de infeccdo mista por virus dos
géneros Cucumovirus e Potyvirus. Cortes histolégicos ultrafinos foram observados pela
técnica de contrastacdo negativa e, revelaram a presenga de particulas isométricas e
particulas alongado-flexuosas (Fig. 8A (a, b)) correspondente as espécies Cucumber
mosaic virus e Pepper mottle virus, respectivamente. Também foram observadas
inclusdes citoplasmaticas cilindricas, dos tipos: catavento e tdbulos seccionados
transversalmente e longitudinalmente (Fig.8 B-D), tipicos aos induzidos por virus
pertencentes ao género Potyvirus. Ambos os virus tiveram como vetor um afideo da

espécie Aphis gossypii Glover, 1877 (Auchenorrynca: Aphididae) (Fig. 11).
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AL,
Figura 8 - (A) - Micrografia eletronica de transmissao de extrato foliar de Capsicum chinense com sintomas
de infecgdo por virus mostrando dois tipos de particulas, onde: a - particula viral isométrica do CMV e b -
particula viral alongada-flexuosa do PepYMV. Barra de escala=100 nm. (B - D) - micrografia eletronica de
transmissdo de corte ultrafino de folhas de C. chinense infectadas por virus, apresentando inclusdes
citoplasmadticas cilindricas: tdbulos seccionados transversalmente (TT), 0,5 um, tibulos seccionados

longitudinalmente (TL), 100 nm, e catavento (CV), 200 nm.

o g R - ?-ﬁ:_.-
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5.7.2 Deteccao de virus por RT-PCR

A presenca das espécies Cucumber mosaic virus e Pepper mottle virus foi
confirmada via RT-PCR. Fragmentos de 480 pb e 800 pb foram amplificados para CMV
e PepYMV a partir das amostras dos genétipos PF18, PF09 e MPU16 (Fig. 9).

HQE94525.1 PF18A
EUSE86122.1 PFO9

Gl AF348610.1 MPU1E
ChV 480 ph

W H0504525.1 PF18A

B0 EUsE6122.1 PFOS

=W AF348610.1 MPU16G
PepYMV 800 ph

(4]

Figura 9 - Deteccdo do Cucumber mosaic virus e Potyvirus mediante RT-PCR (MP), marcador de peso
molecular 1 Kb plus DNA (Invitrogen). (1 - 8) amostras de pimenta-de cheiro; (9) controle positivo:
espinafre infectado com CMV e pimenta infectada com Pepper yellow mosaic virus; (10) controle
negativo: dgua.

As sequéncias de nucleotideos dos amplicons obtidos (665 pb) revelaram
identidade de 98% com sequéncias de nucleotideos correspondentes de diferentes

isolados de Pepper yellow mosaic virus (PepYMV).

A andlise das sequéncias obtidas no sequenciador mostrou que os isolados
HQ594525.1 PF18A (665 nt), EU5S86122.1 PF09 (665 nt) e AF348610.1 MPU16 (665 nt)
apresentaram variacdo de identidade de nucleotideos de 98-99% com o acesso
HQ594520, isolado 6Q da espécie Capsicum spp. depositados no genbank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#1200775775).
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Figura 10 - Plantas cultivadas em campo na regido de Manaus — AM, apresentado sintomas de viroses.
a - bolhosidade; b — reduc@o do limbo foliar; ¢ — definhamento da planta; d - distor¢do foliar e mosaico
amarelo.

Figura 11 - Afideos em diferentes estddios de desenvolvimento nas pimenteiras cultivadas a campo na
regido de Manaus-AM. Foto: Luiz Alberto

Foram observadas nas amostras de pimenta-de-cheiro colhidas sintomas tipicos de
virus, que se apresentam como encrespamento das folhas, bolhosidade, o
desenvolvimento de mosaico com tonalidade verde-amarelada, redu¢do geral do tamanho

das folhas e dos frutos, deformagdo inicialmente das folhas mais novas e
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subdesenvolvimento da planta (Figura 10 a - d), conforme descrito por Truta et al. (2004)

e Régo et al. (2011).

Neste estudo foram identificadas a acdo sinergistica dos virus das espécies Pepper
mottle virus - PepYMV (virus do mosqueado do pimentdo) e Cucumber mosaic virus -
CMV (virus do mosaico do pepino), tendo como vetor um inseto afideo da espécie Aphis
gossypii Glover, 1877 (Auchenorrynca: Aphididae) (Fig. 11). Esse trabalho traz o
primeiro relato dessas espécies de virus em pimentas da espécie Capsicum chinense no

estado do Amazonas.
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6. CONCLUSAO

Os gendtipos provenientes dos municipios de Iranduba, Manacapuru, Rio Preto
da Eva e Presidente Figueiredo ainda estdao em processo de segregacao genética
para a resisténcia a antracnose.

Em cada um dos estddios de fruto imaturo e maduro, apés 7 DAI, foram
identificados 5 genétipos resistentes ao Colletotrichum brevisporum.

A esporulacao pode ser utilizada como um referencial para o estudo da severidade
em frutos, mas ndo como um padrdo de resposta para a resisténcia ou a
suscetibilidade.

Os gendtipos classificados como resistentes apresentaram frutos com
comprimentos de 4,68 cm a 7,51 cm, comprimento/didmetro de 1,87 cm a 3,93
cm e massa/fruto de 6,13 ga 13,59 g.

O isolado INPA 2787 € patogénico a pimenta-de-cheiro causando lesdes de até
9,7 cm? em frutos imaturos e de até€ 9,9 cm?2 em frutos maduros.

O isolado INPA 2787 apresentou velocidade de crescimento micelial de 0,82
mm/dia’!, colénia com coloragio marrom escura e centro laranja brilhante.
Utilizando o método de sele¢dao massal € possivel selecionar gendtipos com fontes

de resisténcia a antracnose, avaliando-se plantulas e posteriormente frutos.
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Anexo 1 - Levantamento das areas de coleta

Agricultor Municipio Estrada Ramal Localizacao Propriedade Coordenadas
Presidente Sitio préximo do

Lino Alves Vieira Figueiredo BR 174 Ramal Boa Esperanga Estrada de Balbina Pacu S0,1°54'58,8" W 60° 0,1'48,8"
Presidente

Maria Rejane B. Tavares Figueiredo BR 174 Ramal do Adelmo Estrada de Balbina Sitio Rosa de Saron S 0,1°56'53,1" W 59° 58'41,3"
Presidente

Juvenes Bezerra de Lima Figueiredo BR 174 Ramal do Paraiso Estrada T do Paraiso Sitio sem nome S0,1°46'21,6" W 60° 18'47,7"
Presidente Ramal do Novo Assentamento do Rio

Francisco Machado do Vale Figueiredo BR 174 Paraiso Pardo, km 139 Sitio sem nome S 0,1°46'32,9" W 60° 19' 20,5"
Presidente Ramal Sao Salvador,

José Neris Alves Barbosa Figueiredo BR 174 km7 Estrada de Balbina, km 26 Sitio Chapadao S0,2°6'20" W 59° 48' 50,6"
Presidente

Francisco Sampaio Figueiredo BR 174 Ramal Micadi, km 20 Comunidade Sdo Salvador Sitio Munique S0,2°5'51,8" W 59°48'51,8"

Maria Antdénia da R. Presidente Sitio préximo a

Sampaio Figueiredo BR 174 Ramal Micadi, km 20 Comunidade Sdo Salvador associag@o S0,2°5'49.4" W 59° 48' 53,3"
Presidente Ramal Sio Salvador, Sitio Toca do

José Taumaturgo Gomes Figueiredo BR 174 km7 Estrada de Balbina, km 26 Curupira S 0,2°6,1'36" W 59° 48.8' 86"
Presidente

Edenildo Sena de Souza Figueiredo BR 174 Ramal Cristo Rei Estrada de Balbina, km 28 Sitio Nova Canaa S0,2°3"11,1" W 59° 46' 57,2"
Presidente Ramal Sio Salvador, Estrada de Balbina, Km

Gilberto de Oliveira Junior  Figueiredo BR 174 km7 26 Stio sem nome S0,2°7'9,1" W 59° 48' 49,8"
Presidente Comunicade Sao

Ester de Moraes Figueiredo BR 174 Ramal Vicinal, km 24 Francisco de Assis Sitio Sol S0,2°15,4'3" W 59°49'22,9"
Presidente Ramal Sao Salvador,

José Teixeira da Rocha Figueiredo BR 174 km7 Estrada de Balbina, km 26 Sitio Sdo Tomé S0,2°0,72' 3" W 59° 48' 50,3"
Presidente Estrada de Balbina, Km

Mario Sérgio Gome da Silva Figueiredo BR 174 Ramal 42 Sitio Maiana S0,2°0,2'52,4" W 59°40'0,4"
Rio Preto da

Aldenor dos Santos Gomes Eva AM 010 Ramal da Pedreira km 134 Sitio Nova Conquista S 0,2° 53' 50,5" W 59° 24,7 0,7"

Anderson Teixeira Rio Preto da Ramal Casa Branca, Comunidade Santo

Hiroiaque Eva AMO010 km7 Antdnio, km 114 Sitio Hiroiaque S0,2°48'12,5" W 59° 30' 59,2"
Rio Preto da

Isaias Conceicdo dos Santos Eva AM 010 Ramal Boa Sorte km 125 Sitio Canaa S 0,2°50'33,5" W 59°26' 19"

Francisco de Assis de Rio Preto da Ramal do Banco, Km Sitio Recanto dos

Arruda Eva AMO010 6 km 126 Arruda S0,2°48' 18,3" W 59°22'47,7"
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Agricultor Municipio Estrada Ramal Localizacao Propriedade Coordenadas

Rosenildo de  Oliveira Rio Preto da

Fonseca Eva AM 010 Ramal km 88 Sitio Amazonia S0,2°38'0,50" W 59° 38'13,3"

Rio Preto da

Moises Ferreira Aradjo Eva AM 010 ZF km 03 km 91 Sitio Dois Irmaos S0,2°36'34,5" W 59°37'13,9"

Edimilson Nogueira da Rio Preto da Ramal Casa Branca, = Comunidade Santo

Fonsec Eva AM 010 km6 Antonio, km 114 Sitio Everton S0,2°48'19,6" W 59° 30' 32,5"

Rio Preto da Ramal Casa Branca, Comunidade Santo

Rony Nonato da Silva Paes Eva AMO010 km7 Antdnio, km 114 Sitio Vinicius S 0,2°48'19,6" W 59° 30' 32,5"

William Roberto Vieira Rio Preto da Ramal da Pedreira, Sitio N. Sra de

Lemes Eva AM 010 km 1 Comunidade 6 de Janeiro  Aparecida S0,2°52'20,5" W 59°22'49,4"
Comunidade Monte

Emerson Maia de Souza Iranduba AM 070 Ramal Castelo Sitio Fortaleza S0,3°12,9' 60" W 60° 11,7' 55"
Comunidade Caldeirdo,

Angela Moraes da Silva Iranduba AM 070 Ramal do Incra km 26 Sitio Sonho Real S0,3°14,2' 49" W 60° 12,5' 2"

Sitio Nossa Sra de
Damial Guedes Piheiro Iranduba AM 070 Ramal Jandira km 26 Fatima S0,3°0,5'48" W 59°58'2"
Raimundo Edinilson Souza Iranduba AM 070 Ramal Jandira Km 26 Sitio Sempre Alegre S 0,3° 16,2'46" W 60° 19' 6"
Sitio Nossa Sra de

Vander Lopes da Costa Iranduba AM 070 Ramal Ubirajara km 26 Fatima S0,3°15'65,9" W 60°16'75,8"
Comunidade Nossa Sra de

Rosiney Favela Nascimento Iranduba AM 070 Ramal Fatima Sitio S0,3°15'44,6" W 60°17'3,4"

Maique  Rodrigues de

Oliveira Iranduba AM 070 Ramal do Vovo Ariauzinho Sitio Quatro Irmaos S0,3°12,5'51,4" W 60° 18'40,4"
Estrada do Caldeirdo, km

Edna Pereira Ramos Iranduba AM 070 Ramal do Incra 26 Sitio Ramos S 0,3°14' 2,08" W 60° 12'5,2"

Jailson de Aradjo Pereira Manacapuru AM 070 Comunidade Sao Jodo Sitio Sdo Raimundo S0,3°16' 11,1" W 60° 18'51,7"

Raimundo Nonato A. Souza Manacapuru AM 070 Ramal Vai quem quer Comunidade Boa Vista Sitio Nova Vida S0,3° 15" 55,4" W 60° 28' 07"

Anderson Ruis Barbosa Manacapuru AM 070 Ramal Bela Vista km 55 Sitio Joao Filho S0,3°17" 8,2" W 60° 26' 574"

Edimundo Farkas Manacapuru  AM 070 Ramal Nova Alianga  km 17 Sitio Boa Vista S0,3°8' 52,7" W 60° 41'27,5"

Jodo Paulo Colares dos Com.Nossa Sra de

Santos Manacapuru AM 070 Ramal Terra Preta Aparecida, km 56 Sitio Sao Sebastido S 0,3° 15" 41,9" W 60° 29' 51,8"

Ramal Costa do referéncia: Igreja

Joao Moreira da Silva Manacapuru  AM 070 Laranjal Assembléia Sitio S0,3°18' 18,8" W 60°29'7,8"

Francisco Alcione Comunidade Nova

Rodrigues Manacapuru  AM 070 Ramal Nova Alianca  Alianca Sitio Mundial S 0,3°07" 30,1" W 60°40'57,4"
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Anexo 2 - Descritor do género Capsicum spp.

Formato do fruto: (1) alongado; (2) arredondado; (3) triangular; (4) campanulado; (5)
retangular.
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Anexo 3 - Metodologia para medi¢do de areas lesionadas.

Para estimar a drea lesionada do fruto causada pela doenca o método utilizado foi
o uso de imagens. As imagens foram capturadas com uma camara fotografica e utilizadas
para aferir a medi¢do com o uso das ferramentas do software AutoCad 2018 (AutoDesk).
As etapas para obtencdo dos valores foram: inserir a imagem na tela grafica com o
comando IMAGE e configurar o valor da escala para referéncia, usando o comando R;
com o comando SCALE foi possivel mensurar o tamanho da amostra proximo do real
selecionando o ponto inicial e final da amostra (fruto) formando uma reta. Com a
ferramenta POLIGON tracejou-se uma linha em volta de toda a extensao do fruto e depois
somente da drea lesionada. O comando LIST traz todos os célculos da drea em uma nova
janela. Obtendo assim, a drea total do fruto e 4rea lesionada pela doenca a partir das

imagens obtidas no 7% e 142 dia de observacao.

] I

[?.3 AutoCAD Text Window - PIMENTAS_1_8.dwg - O X

Edit
found

LWPOLYLINE Layer: "@"
Space: Model space
Handle = 29e
Open

Constant width
area

length

Press ENTER to continue: |

0. 06a08
315.6248
76.4381

at point X=2871.2898 Y=2428.8797 I= 0.0000
at point X-2860.7066 Y=2428.8797 I- 0.0000
at point X=2860.4205 Y=2427.4561 I- 0@.0000
at point X=2869.35@3 Y=2423.7389 I- 0.6000
at point X=2869.1866 Y=2420.6499 1= 0.6000
at point X=2869.26564 Y=2418.5378 I- 0.0009
at point X=2868.1891 Y-2417.6200 I- ©.0@00
at pclint X=2866.4731 Y=2417.2213 I= 0.8080
at point X=2864.5976 Y=2418.1781 ZI- 0@.0000
at point X=2862.5625 Y=2419.1356 7= 0.0000
at point X=2861.5250 Y=2420.2513 I= 0.0000
at point X-2860.288@ Y=2421.5669 I- 0.0000
at point X=2859.7693 Y=2423.5603 1= 0.6000
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Anexo 4 - Metodologia para contagem de conidios

A concentra¢do de conidios foi obtida a partir da contagem de conidios presentes
nos quadrantes A, B, C, D, e E do hemacitdmetro, camara de Neubauer. Os valores
foram obtidos por meio da férmula: nimero médio de conidios em A x 2,5 x 10° =
conidios mL!. Onde “A” — representa uma area de 1/16 ou 0,0625 mm? (Alfenas e

Mafia 2007).

1.00 mm_

0.05 mm. —

L 1.00 mm.

025 mm_
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