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CARACTEBIZACAO DE Colletotrichum spp. ASSOCIADOS A ANTRACNOSE E
AVALIACAO DA ADpBAQAO E CONTROLE QUIMICO NA INTENSIDADE DA
DOENCA E PRODUCAO DA PIMENTA-DE-CHEIRO (Capsicum chinense Jacq.)

RESUMO

A pimenta-de-cheiro € uma hortalica da familia Solanaceae, tem como centro de
domesticacdo a Amazénia, onde é encontrada uma grande variedade de tamanho,
forma, cor e pungéncia dos frutos. Um dos grandes problemas associado ao cultivo
das pimenteiras € a antracnose causada por Colletotrichum spp., essa doenca afeta
diretamente os frutos podendo ocasionar prejuizos de até 100% na producdo. Dada a
sua importancia comercial e a necessidade de se estabelecer medidas mais eficientes
de manejo, buscou-se identificar espécies de Colletotrichum que causam antracnose
na pimenta-de-cheiro usando critérios filogenéticos e morfométricos, bem como
avaliar o efeito de tratamentos com adubacéo e fungicidas no campo, para 0 manejo
da doenca. Para tanto, este trabalho foi dividido em dois capitulos. O primeiro,
intitulado “Analise morfométrica, patogénica e molecular de Colletotrichum spp.
associados a antracnose da pimenta-de-cheiro”, apresenta resultados da
caracterizacdo morfolégica, cultural, patogénica e molecular de isolados de
Colletotrichum obtidos de frutos de pimenta-de-cheiro com sintomas de antracnose.
Verificou-se que o formato dos conidios e apressorios dos isolados avaliados se
enquadram nos padrdes citados para o complexo Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum acutatum. Esses resultados foram confirmados por meio da
identificacdo com base na sequéncia dos genes ITS, ACT, GAPDH e B-TUB, na qual
identificou duas espécies: C.siamense (complexo gloeosporioides) e C. scovillei
(complexo acutatum). Ensaios de viruléncia mostraram que todos os isolados de
Colletotrichum inoculados nos frutos, foram capazes de infectar e desenvolver
sintomas tipicos da doenca. O segundo capitulo, intitulado “Combinacdo de
adubacdo e fungicidas no manejo da antracnose e producéo da pimenta-de- cheiro” foi
conduzido por meio de um experimento instalado em campo utilizando o
delineamento experimental em blocos casualizados, com parcelas subdivididas,
onde fungicidas (Controle, Flutriafol, Clorotalonil e Azoxistrobina+Difeconazol) foram
aplicados nas parcelas e adubacdo com NPK (0, 50, 100 e 200 % da dose
recomendada) em subparcelas. As avaliacdes foram iniciadas a partir de 90 dias
apos o transplantio e concluidas aos 210 dias ap6s o transplantio. Quinzenalmente
qguantificou-se a incidéncia e a severidade da doenca nos frutos, produtividade
(nimero e peso dos frutos) e altura das plantas. A combinacdo das doses de
adubacdo com os fungicidas demonstrou efeito significativo nas varidveis de
produtividade, incidéncia e severidade da antracnose. A incidéncia e a severidade da
antracnose foram reduzidas nas plantas que foram submetidas a doses de adubacéo
de 100% (150; 200 e 150 kg/ha de N, P205, e K20, respectivamente) e 200% (300,
400 e 300 kg/ha de N, P205, e K20, respectivamente), especialmente quando
associadas ao fungicida Azoxistrobina + Difeconazol. Quanto a produtividade, a
adubacado teve impacto significativo, alcancando as maiores médias de peso e
namero de frutos nas doses mais elevadas (200%), mesmo sem fungicida. No
entanto, a associagcdo com fungicidas potencializou esses efeitos. Os resultados
obtidos destacam a importancia da interacdo entre fungicidas e adubacdo no manejo
da antracnose e no desempenho produtivo de plantas de pimenta-de-cheiro.

Palavras-chave: NPK, adubacéo, fungicidas, manejo.



CHARACTERIZATION OF Colletotrichum spp. ASSOCIATED WITH
ANTHRACNOSE AND EVALUATION OF FERTILIZATION AND CHEMICAL
CONTROL ON THE INTENSITY OF THE DISEASE AND PRODUCTION OF CHILLI
PEPPER (Capsicum chinense Jacq.)

ABSTRACT

The chilli pepper is a vegetable from the Solanaceae family, domesticated in the
Amazon, where a great variety in size, shape, color, and pungency of the fruits can be
found. One of the major issues associated with pepper cultivation is anthracnose caused
by Colletotrichum spp., which directly affects the fruits and can lead to up to 100% loss
in production. Given its commercial importance and the need for more efficient
management measures, this study aimed to identify Colletotrichum species causing
anthracnose in chilli pepper using phylogenetic and morphometric criteria, as well as to
evaluate the effects of fertilization and fungicide treatments in the field for disease
management. This study is divided into two chapters. The first chapter, entitled
“‘Morphometric, pathogenic, and molecular analysis of Colletotrichum spp. associated
with anthracnose in chilli pepper,” presents results from the morphological, cultural,
pathogenic, and molecular characterization of Colletotrichum isolates obtained from chilli
pepper fruits showing anthracnose symptoms. It was found that the conidia and
appressoria shapes of the evaluated isolates fit the patterns cited for the Colletotrichum
gloeosporioides and Colletotrichum acutatum complexes. These results were confirmed
through identification based on the ITS, ACT, GAPDH, and B-TUB gene sequences,
which identified two species: C. siamense (gloeosporioides complex) and C. scovillei
(acutatum complex). Virulence tests showed that all Colletotrichum isolates inoculated
on the fruits were capable of infecting and developing typical disease symptoms. The
second chapter, entitled “Combination of fertilization and fungicides in anthracnose
management and yield of chilli pepper,” was conducted through a field experiment using
a randomized block design with split plots, where fungicides (Control, Flutriafol,
Chlorothalonil, and Azoxystrobin+Difenoconazole) were applied to the plots, and NPK
fertilization (0, 50, 100, and 200% of the recommended dose) in subplots. Evaluations
began 90 days after transplanting and concluded 210 days after transplanting. Every two
weeks, disease incidence and severity on the fruits, productivity (number and weight of
fruits), and plant height were quantified. The combination of fertilization doses with
fungicides demonstrated a significant effect on productivity variables, incidence, and
severity of anthracnose. The incidence and severity of anthracnose were reduced in
plants subjected to 100% (150, 200, and 150 kg/ha of N, P205, and K20, respectively)
and 200% (300, 400, and 300 kg/ha of N, P205, and K20, respectively) fertilization
doses, especially when associated with the fungicide Azoxystrobin + Difenoconazole.
Regarding productivity, fertilization had a significant impact, achieving the highest
average fruit weight and number at the highest doses (200%), even without fungicide.
However, the association with fungicides enhanced these effects. The results highlight
the importance of the interaction between fungicides and fertilization in managing
anthracnose and the productive performance of chilli pepper plants.

Keywords: NPK, fertilization, fungicides, management.
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1. INTRODUCAO

O género Capsicum spp. (Solanaceae) € nativo das Américas (CARRIZO
GARCIA et al., 2016), sendo representado por espécies de pimentas e pimentdes com
grande valor econdmico e nutricional (PARISI; ALIOTO; TRIPODI, 2020). Este género
compreende aproximadamente 30 espécies e algumas variedades botéanicas. Dentre
essas espécies, cinco sao consideradas domesticadas: Capsicum annuum, Capsicum
baccatum, Capsicum frutescens, Capsicum chinense e Capsicum pubescens
(RIBEIRO; REIFSCHNEIDER; CARVALHO, 2020).

A pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacq.), € uma das espécies mais
cultivadas nas regides Norte e Nordeste do Brasil (BIANCHI et al., 2020).
Especialmente no norte brasileiro, em sua maioria, o cultivo € uma importante fonte
de renda para a agricultura familiar (SANTOS et al., 2019). Esta forma de producéo
vem sendo fortalecida pelo apre¢o de seus frutos quanto ao aroma e usos gerais na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (RODRUIGUES, 2016; ABUD et al.,
2018).

Um dos grandes problemas associado ao cultivo das pimenteiras € a
antracnose, causada por Colletotrichum spp. (ALl et al., 2016; SOUZA et al., 2019;
PARISI; ALIOTO; TRIPODI, 2020). A doenca pode afetar todos os 6rgados da planta,
principalmente nos frutos, em qualquer estdgio de maturacdo, causando lesbes
deprimidas, de formato circular, de coloracdo escura, quase sempre recobertas por
uma massa de conidios de coloracdo rosada a alaranjada (WEIR; JOHNSTON;
DAMM, 2012).

A disseminacdo do fungo é favorecida em condicbes de temperatura que
variam de 22 a 30 °C e umidade superior a 80% (PARK et al., 2012 ;TOFOLI;
DOMINGUES; FERRARI, 2015; RASHID et al., 2014). Nestas condi¢fes, a doenca €
extremamente destrutiva, podendo ocasionar perdas de 100% na producéo
(AZEVEDO; HENZ; REIS, 2016). Por ser uma doencga que afeta diretamente os frutos,
depreciando-os e reduzindo o seu valor comercial, a antracnose é considerada de
grande importancia (PEDROSO et al., 2020).

Para o manejo eficaz da doenca, a identificacdo precisa das espécies de
Colletotrichum é crucial (DE SILVA et al., 2019). Tradicionalmente, essa identificacao
tem se baseado em caracteristicas morfolégicas e culturais (CAIl et al., 2009). O
estudo morfométrico oferece uma abordagem minuciosa, considerando

caracteristicas macro e microscopicas. Contudo, é importante observar que tais

14



15

caracteristicas podem ser sensivelmente influenciadas por condiges ambientais, 0
gue pode comprometer a confiabilidade dos dados obtidos. Nesse sentido, a aplicacéo
da analise molecular é fortemente recomendada como uma abordagem mais precisa
e confiavel (THILINI CHETHANA et al., 2021).

As primeiras aplicag6es moleculares para distinguir espécies de Colletotrichum
foram baseadas nas sequéncias do gene ITS (rDNA) em 1992 (MILLS; HODSON;
BROWN, 1992). Desde entéo, sugere-se o desenvolvimento de analises filogenéticas
multilocus para identificacdo de taxons, baseadas em sequéncias conservadas. As
sequéncias genéticas atualmente utilizadas para a identificacdo de espécies de
Colletotrichum incluem: sequéncias espacadoras de rDNA (ITS), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), proteina semelhante a actina (ACT), B-tubulina (-
TUB), glutamina sintetase (GS), calmodulina (CAL), entre outros (MARIN-FELIX et al.,
2019).

A distingdo entre as espécies de Colletotrichum desempenha um papel
fundamental em diversos contextos, desde a compreensédo da diversidade bioldgica
até a implementacdo eficaz de estratégias de controle (KIRAN et al., 2020). Diferentes
estratégias para o0 manejo da doenca sao recomendadas e o controle quimico é o
método mais utilizado (AKHTAR, 2007). Como o tempo necessario para o controle
com método quimico € muito menor se comparado ao tempo necessario para o
desenvolvimento de cultivar resistente, o uso de fungicidas, como Flutriafol, Amistar e
Clorotalonil, € uma pratica comum para controlar a antracnose em pimenta-de-cheiro
(GOMES; SERRA, 2013; MAPA, 2024).

No entanto, problemas associados como resisténcia dos patdégenos
(TWARDOWAKI, 2010) e residuos dos fungicidas (REDDY; JAKHAR; DAHIYA, 2019),
destacam a necessidade de métodos alternativos, incluindo abordagens nutricionais
(SPANN; SCHUMANN, 2010). Plantas adequadamente nutridas, geralmente,
apresentam maior capacidade de estabelecer barreiras de resisténcia como células
epidérmicas mais espessas, maior grau de lignificacdo, maior sintese de compostos
fendlicos e fitoalexinas (MARSCHNER, 2012). Por outro lado, quando as plantas estéo
em situacdo de desequilibrio nutricional (deficientes ou excessivamente nutridas),
podem se tornar predispostas a infeccéo (TAIZ; ZEIGER, 2017).

No contexto especifico do Amazonas, estratégias de controle incluem préticas
como cultivo em areas sem historico de doenca, rotacdo de culturas, eliminacéo de

frutos sintométicos e equilibrada adubacao nitrogenada (HANADA et al., 2011). No
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entanto, a presenca de multiplas espécies de Colletotrichum parasitando a mesma
planta adiciona complexidade ao manejo, dada a variagdo comportamental entre
essas espécies (WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012).

Considerando a importancia da antracnose como um desafio significativo para
a produgcdo de pimenta-de-cheiro, este estudo propde caracterizar isolados de
Colletotrichum spp. por meio de abordagens morfométricas, patogénicas e
moleculares. Além disso, busca avaliar o impacto da adubacdo e fungicidas na
incidéncia da doenga, produtividade dos frutos e varidveis de crescimento das

plantas, visando a implementagdo de um manejo integrado eficiente.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar isolados de Colletotrichum spp. quanto aos aspectos morfométricos,
molecular e de patogenicidade e avaliar o efeito da adubagdo com NPK e fungicidas
na intensidade da antracnose, produtividade e variaveis de crescimento em plantas

de pimenta-de-cheiro.

2.2 Especificos

a) Realizar a caracterizacdo morfolégica, patogénica e identificacdo molecular de
Colletotrichum spp. associados a antracnose da pimenta-de-cheiro;

b) Avaliar o efeito da adubacdo 0%, 50%, 100% e 200% de NPK na incidéncia da
antracnose, severidade, nimero de frutos, peso dos frutos, altura de plantas e matéria
seca da parte aérea em plantas de pimenta-de-cheiro;

c) Avaliar a eficiéncia dos fungicidas Flutriafol, Azoxistrobina+Difeconazol e Clorotalonil
na incidéncia da antracnose, severidade, numero de frutos, peso dos frutos, altura de

plantas e matéria seca da parte aérea em plantas de pimenta-de- cheiro;
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d) Avaliar o efeito da interacdo entre adubacdo e fungicidas na incidéncia,
severidade, numero de frutos, peso dos frutos, altura de plantas e matéria seca da

parte aérea em plantas de pimenta-de-cheiro.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O género Capsicum

O termo Capsicum é originario do grego kapso, que significa picar e kapsakes
gue significa capsula (NUEZ; ORTEGA; GARCIA, 2003). O género tem como centro
de origem a regido tropical das américas, desde o México, América Central e América
do Sul, e inclui as pimentas doces e picantes, especiarias cultivadas e consumidas
em todo o mundo (CARRIZO GARCIA et al., 2016). Com base em exploracbes
arqueoldgicas, foi observado que as pimentas ja eram usadas por volta de 7.000 a.C.,
sendo, portanto, um dos mais antigos temperos usados pelos seres humanos (PERRY
et al., 2007).

As pimentas séo classificadas em cinco espécies domesticadas de acordo com
as caracteristicas das flores e dos frutos: Capsicum annuum, Capsicum
baccatum, Capsicum frutescens, Capsicum chinense e Capsicum pubescens
(RIBEIRO; REIFSCHNEIDER; CARVALHO, 2020). Entre as espécies domesticadas,
C. pubescens € a Unica que ndo é encontrada no Brasil, ocorrendo naturalmente em
jardins e hortas desde o México até o Peru (ALMEIDA et al., 2020).

As espécies de Capsicum sdo arbustivas, podendo ultrapassar 120 cm de
altura com uma ampla ramificacdo lateral. Apresentam sistema radicular pivotante,
caule lenhoso ou semi-lenhoso, ereto ou recurvado. Sao espécies autbgamas,
contendo antera e estigma na mesma flor (DO REGO et al., 2012). Porém, a
polinizagdo cruzada também pode ocorrer com taxas que variam de 5 a 15 %
(FILGUEIRA, 2013).

As sementes apresentam formato reniforme, aplanadas, escuras ou claras,
toleram o dessecamento a baixos graus de umidade e o armazenamento em
temperaturas proximas de zero, sem danos a sua viabilidade (ortodoxas) (FREITAS;
NASCIMENTO; CARVALHO, 2008). As sementes possuem dorméncia fisiologica, no
entanto, essa dorméncia pode ser superada com o armazenamento das sementes ou
deixando os frutos em repouso por alguns dias antes da retirada das sementes
(BOSLAND; VOLTADA, 1999).



Os frutos sdo do tipo baga e manifestam uma grande variacdo de cores,
tamanhos, formatos e graus de pungéncia (FREITAS; NASCIMENTO; CARVALHO,
2008) e séo importante fontes de antioxidantes naturais, vitamina C e carotendides
(RIBEIRO; REIFSCHNEIDER; CARVALHO, 2020). A cor mais comum dos frutos é a
vermelha, porém, diferentes cores, tais como vermelho escuro, laranja, salmao,
amarelo, roxo, podem ser encontradas em algumas espécies do género Capsicum
(ALMEIDA et al., 2020). As pimenteiras também sao utilizadas como ornamentais, em
raz&o principalmente do porte e da coloracdo dos frutos quando maduro (DO REGO
et al., 2012).

A caracteristica mais inerente do género Capsicum € a pungéncia dos seus
frutos (ALMEIDA et al.,, 2020).A pungéncia é proveniente de um conjunto de
compostos alcaloides intimamente relacionados, chamados capsaicinoides
(ALMEIDA et al., 2020). A capsaicina, principal capsaicinoide das pimentas €
encontrada na placenta dos frutos, nas sementes e, em menor grau, no pericarpo do
fruto (DOMENICO et al., 2012), e tém sido utilizados historicamente como analgésico
(HAYMAN; KAM, 2008), e mais recentemente para tratar distirbios neuroldgicos, da
bexiga e sindromes digestivas (CHAPA-OLIVER; MEJIA-TENIENTE, 2016). Além
disso, os frutos de pimenta sédo ricos em vitaminas A, C e E, com reconhecidos
beneficios a saude humana (ALMEIDA et al., 2020).

Pimentas frescas e secas sao cultivadas, respectivamente, em 126 e 70 paises
(ALMEIDA et al., 2020). Dados disponibilizados pela FAO (Organizacdo das Nac¢des
Unidas para Agricultura e Alimentacao), referentes ao ano de 2022, apontam que a
China e o México sdo os maiores produtores de pimentas do género Capsicum,
produzindo anualmente cerca de 16,8 e 3,1 milhdes de toneladas, respectivamente.
Por outro lado, a india lidera a produc&o de frutos desidratados (peso seco), com 1,8
milhdes de toneladas, seguida de Bangladesh com 624,82 mil toneladas (FAOSTAT,
2024).

No Brasil, o cultivo de pimentas ocorre em todas as regides. Devido a grande
parte da producdo ser comercializada nas feiras locais e regionais, existe uma
dificuldade de se obter dados estatisticos confidveis sobre a area cultivada, produgéo
e comercializacdo (PINHEIRO; AMARO; PEREIRA, 2012). A éarea cultivada com
espécies do género Capsicum no Brasil é estimada em torno de 5.000 hectares, com

producdo anual de 75.000 toneladas. A produgcdo média € em torno de 10 a 30
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toneladas por hectare (1 a 3 kg por m?), sendo o Sudeste e Centro-Oeste as maiores
regides produtoras do pais (GIANNINI et al., 2023).

No estado do Amazonas, em 2022, a producdo anual de pimenta-de-cheiro
atingiu a marca de 2,88 mil toneladas de frutos frescos, conforme dados do Instituto
de Desenvolvimento Agropecuario e Florestal do Amazonas (IDAM, 2023). Essa
producdo ocorreu em uma area cultivada de 353,44 hectares, sendo destacado o
muncipio de Iranduba como o principal produtor, contribuindo com 693,60 toneladas
em uma area de 96 hectares (IDAM, 2023). Essa regido € naturalmente um importante
centro de diversidade das espécies deste género, sobretudo da espécie Capsicum
chinense Jacq. (CARDOSO et al., 2014).

3.2 Capsicum chinense Jacq.
A espécie C. chinense Jacq. (Solanaceae), tem como centro de domesticacao
a Amazobnia, onde € encontrada uma grande variedade de tamanho, forma, cor e
pungéncia dos frutos (BIANCHI et al., 2020). E amplamente utilizada na culinaria
brasileira, principalmente os morfotipos conhecidos como pimenta-de-cheiro, pimenta-
de-bode, cumari-do-Para, murupi, habanero e biguinho (MOSES; UMAHARAN;
DAYANANDAN, 2014; BIANCHI et al., 2020; RIBEIRO et al., 2020).
A altura da planta pode atingir até 1,2 m, gerando frutos com dimensdes entre
3 a9 cm de comprimento e 0,7 cm a 1,5 cm de diametro (SILVA FILHO et al., 2012).
Na fase imatura, os frutos exibem coloracéo verde ou amarela, e na fase madura as
tonalidades podem variar entre o vermelho e o alaranjado (SMITH; CHARLES, 1957).
As folhas séo do tipo ovadas a ovado-lanceoladas, de tonalidades verdes claro a
escuro. As flores, de natureza pentamera, hermafrodita, possuem pedicelo pendente,
ereto ou ocasionalmente inclinado. A corola é de tonalidade verde-amarela, sem
manchas, ou raramente com uma coloracao esbranquicada (ALMEIDA et al., 2020).
A similaridade genética significativa entre C. chinense e C. frutescens
frequentemente leva a confusdes entre essas duas espécies (FREITAS;
NASCIMENTO; CARVALHO, 2008). Uma caracteristica morfologica distinta de C.
chinense em relagdo as outras espécies cultivadas, é a presenca de uma constricao
anelar, que se encontra entre o célice e o pedunculo (CARVALHO et al., 2006).
A pimenta-de-cheiro € comumente plantada em regibes de clima tropical,
caracterizadas por uma temperatura média anual de aproximadamente 25 °C e uma

variacdo de precipitacdo pluviométrica entre 600 mm e 2.000 mm (FRAIFE FILHO,
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2010). E desaconselhavel o cultivo em areas onde a temperatura é inferior a 15 °C,
pois nessas condi¢cdes o desenvolvimento vegetativo € comprometido, impactando
diretamente na producao(MOREIRA et al., 2010).

A germinagao das sementes de pimenta-de-cheiro geralmente ocorre entre 15
a 20 dias ap0s a semeadura. As plantas sao transferidas para o local definitivo quando
atingem dois a trés pares de folhas ou 20 cm de altura, o que ocorre aproximadamente
de 50 a 60 dias apds a semeadura. E recomendado o plantio no campo com um
espacamento de 3 m x 3 m (1.111 plantas ha') (MOREIRA et al., 2010). A colheita
dos frutos inicia por volta dos 50 dias apos o transplantio das mudas, e o ciclo de
producdo normalmente varia de 80 a 140 dias, resultando em rendimentos que variam
de 12 a 50 t/ha! (RUFINO; PENTEADO, 2006; MOREIRA et al., 2010).

Embora os frutos de C. chinense se destaquem pelo seu aroma, a intensidade
da pungéncia varia consideravelmente, indo desde opg¢des mais suaves, como a
pimenta biquinho, até variedades muito picantes, como a pimenta habanero (RIBEIRO
et al., 2020). Em razdo dessas caracteristicas, a pimenta tornou-se um produto
amplamente consumido, seja fresca ou processada, sendo utilizada na elaboragao de
condimentos e molhos (CARDOSO et al., 2014). No estado do Amazonas, a pimenta-
de-cheiro é consumida em larga escala. Apesar dos desafios climaticos, de solo e
fitossanitarios, hd uma busca constante pelo aumento da produtividade para atender
a demanda do mercado local (MOREIRA et al., 2010).

3.3 Antracnose no género Capsicum

O termo "antracnose" tem origem na lingua grega, significando 'carvdo'. E a
designacdo comum para doencas que afetam plantas, caracterizadas por lesdes
intensamente escuras e profundas contendo esporos de fungos (ISAAC, 1992). A
antracnose representa uma das principais preocupacdes no cultivo de pimenteiras,
ameacando o éxito dos empreendimentos em escala global, devido a redugé&o na
produtividade e na qualidade dos frutos (ALl et al., 2016; SOUZA et al., 2019;PARISI;
ALIOTO; TRIPODI, 2020).

A antracnose é causada por espécies de fungos pertencentes ao género
Colletotrichum, compreendendo cerca de 600 espécies que afetam mais de 3.200
plantas herbaceas e lenhosas em nivel global (O’'CONNELL et al., 2012). Na China,
foram identificadas pelo menos quinze espécies como responsaveis por danificar os

cultivos de pimentbes (DIAO et al., 2017). Na india, a antracnose do pimentdo é
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atribuida a C. coccodes, C. fructicola, C. siamense e C. truncatum (SHARMA;
SHENOY, 2014). Nos Estados Unidos, os principais agentes patogénicos incluem C.
acucatum, C. coccodes e C. gloeosporioides (THAN et al., 2008).

No Nordeste do Brasil, foram identificadas cinco espécies, a saber: C.
brevisporum, C. scovillei, C. siamense, C. tropicale e C. truncatum, associadas a
antracnose em Capsicum spp. (SILVA et al.,, 2017). No estado do Amazonas,
OLIVEIRA et al., (2017) relataram a ocorréncia de C. siamense, C. scovillei e C.
brevisporum como agentes causadores da antracnose na pimenta-de-cheiro.

Os sintomas da antracnose em plantas de Capsicum diferem de acordo com a
parte da planta atacada, como tombamento de plantulas em sementeiras, manchas
circulares escuras nas folhas, necrose no caule e lesdes circulares nos frutos
(NEUMANN et al., 2004). A manifestagao mais significativa da doenga ocorre quando
ela atinge os frutos, resultando em sua destruicao ou tornando-os inadequados para
o mercado (TOFFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015). Tipicamente, as lesfes séo
de formato circular, apresentando coloragéo escura, frequentemente, séo cobertas por
uma camada de conidios de tonalidade rosada a alaranjada (DE SOUSA; SERRA; DE
MELO, 2012; TOFFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015).

A disseminacdo dos conidios ocorre por meio de respingos de agua
provenientes de chuva ou irrigacdo. Materiais contaminados, como implementos
agricolas, mudas, sementes e ferramentas, podem transportar o agente causal a
distancias consideraveis. A presenca de agua livre sobre os 6rgdos aéreos das
plantas propicia a germinacdo dos conidios, possibilitando a infeccdo dos tecidos
atraves da cuticula (TOFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015).

Nos cultivos de pimentas, a infeccdo natural ocorre através da fixacdo de
esporos a cuticula, formacdo de apressorios e infeccdo direta. Frutos feridos por
abraséo ou danos causados por insetos também proporcionam entrada para infecgéo
(MONGKOLPORN; TAYLOR, 2018). A infeccdo é favorecida por condi¢cdes de
temperatura que variam de 22 a 30°C e umidade superior a 80% (PARK et al., 2012;
RASHID et al.,, 2014). Nestas condicbes, a doenca é extremamente destrutiva,
podendo ocasionar perdas de 100% na producao de frutos (AZEVEDO; HENZ; REIS,
2006; ALMEIDA et al., 2017; PEDROSO et al. 2020).
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3.4 Identificagao de Colletotrichum spp.

No passado, a identificacdo de espécies de Colletotrichum apresentava
desafios devido ao uso indiscriminado de nomes baseados em suposicdes de
especificidade do hospedeiro (CANNON et al., 2012). Isso resultou em um grande
namero de tdxons descritos. A identificacdo incorreta de espécies causa complicacdes
tanto na compreensdo das relagbes hospedeiro-patébgeno, quanto no
desenvolvimento de estratégias de controle eficazes (DE SILVA et al., 2019).

Tradicionalmente, a identificacdo das espécies era fundamentada na
morfologia dos conidios e apressorios, presenca de cerdas, presenca de esclerddios,
estado teleomorfico e caracteristicas da cultura micelial. No entanto, as caracteristicas
morfolégicas eram limitadas devido a amplas variacdes dentro das espécies e a
ocorréncia rara do estagio teleomoérfico (MONGKOLPORN; TAYLOR, 2018).

A identificacdo de espécies de Colletotrichum, atualmente, tem sido feita com
base em caracteristicas morfolégicas e moleculares (OLIVEIRA et al., 2017; SILVA et
al., 2017; SILVA et al., 2018). Essa identificacdo é fundamental para entender a
relacao patdégeno-hospedeiro, realizar a correta diagnose da doenca e desenvolver as
melhores estratégias de controle (TOZZE JUNIOR; MELLO; MASSOLA JUNIOR,
2006).

Os genes atualmente utlizados na identificacdo de espéciesde
Colletotrichum séo dependentes de complexos de espécies (CAl et al., 2009; DAMM
et al., 2012; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012). Genes resumidos por MARIN-FELIX
et al, (2019)  incluiu ITS rDNA  (espacador transcrito interno
ribossémico), GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), CHS1 (quitina sintase

1), ACT (proteina semelhante a actina), HIS3 (histona 3), TUB2 (B-
tubulina), GS (glutamina sintetase), CAL (calmodulina), SOD2 (superéxido dismutase
de manganés), APN2 (DNA liase 2) e gene do tipo de acasalamento parcial (Mat1-2).

A analise multigénica identificou 14 espécies de Colletotrichum na China
provenientes de frutos de pimenta, sendo C. fioriniae, C. fructicola, C.
gloeosporioides , C. scovillei e C. truncatum as mais proeminentes . Colletotrichum
conoides, C. grossum e C. liaoningense foram recentemente descritas (DIAO et al.,
2017).

Na regido nordeste do Brasil, SILVA et al. (2017) realizaram a identificacédo de
cinco espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em pimenta malagueta

(Capsicum frutescens) e pimentédo (Capsicum annuum). A andlise foi conduzida por
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meio de abordagens morfométricas e moleculares, utilizando sequéncias dos genes
GAPDH, ACT, CAL, B-TUB, e naregiao ITS-rDNA. As espécies identificadas foram C.

brevisporum, C. scovillei, C. siamense, C. tropicale e C. truncatum.

3.5 Patogenicidade de Colletotrichum spp.

A patogenicidade refere-se a habilidade de um organismo causar danos ou
doencas em um hospedeiro especifico. No caso de Colletotrichum spp., este termo
abrange diversas espécies do género Colletotrichum, conhecidas por sua
patogenicidade em vérias plantas (MONGKOLPORN; TAYLOR, 2018).

A viruléncia pode ser medida qualitativa ou quantitativamente com base no
grau de infeccdo (MONGKOLPORN; TAYLOR, 2018).0s isolados de uma espécie sao
chamados de pat6tipos quando uma subclasse ou grupo de isolados pode ser
diferenciada, de outros da mesma espécie pelo nivel de viruléncia em um genétipo
especifico do hospedeiro (TAYLOR; FORD, 2007).

MONTRI; TAYLOR; MONGKOLPORN, (2009) e MONGKOLPORN et al.,
(2010) identificaram a existéncia de patotipos de C. truncatum , C. siamense e C.
scovillei com base nas diferencas qualitativas na infec¢do de um conjunto de espécies
e genodtipos de pimenta. Também, SHARMA et al., (2005) afirmaram que existiam 15
patotipos com base no tamanho quantitativo das lesdes, que foram entéo divididas
arbitrariamente em duas reacdes, resistente e suscetivel.

A maioria dos estudos para avaliar a patogenicidade de espécies de
Colletotrichum, foram realizadas em frutos de pimenta que foram feridos pela
perfuracdo da cuticula e da periderme, antes da inoculacdo(MONGKOLPORN;
TAYLOR, 2018), o que resulta no desenvolvimento rapido de lesdes comparando com
frutos ndo feridos (SILVA et al., 2017). No entanto, a inoculacdo sem ferimentos &
importante na determinacdo da patogenicidade e viruléncia de novas espécies

de Colletotrichum spp.

3.6 Controle quimico da antracnose em Capsicum spp.

Os fungicidas sdo amplamente utilizados no controle de fitopatdgenos e séo 0s
principais produtos aplicados na reducdo das perdas econdémicas ocasionadas pela
antracnose (DE LIMA et al., 2013). No entanto, existem alguns efeitos indesejaveis do
uso de pesticidas, como efeitos toxicos desses produtos ao ambiente e a seguranca

alimentar, particularmente em paises em desenvolvimento (VOORRIPS et al., 2004).
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Os fungicidas registrados no Brasil para o controle da antracnose no género
Capsicum, tem como ingrediente ativo o oxicloreto de cobre, fluxapiroxade
(carboxamida) + piraclostrobina (estrobilurina), 6xido cuproso e mancozebe (MAPA,
2024). Entre os vérios fungicidas, o carbendazim € geralmente utilizado para controlar
o patdégeno C. capsici na pimenta (PHANSAWAN et al., 2015; REDDY; JAKHAR;
DAHIYA, 2019). O controle deste patégeno foi estudado por LINU; JISHA; JISHA
(2017), onde verificaram que ndo apenas o0 carbendazim, mas os fungicidas
mancozebe e azoxistrobin inibiram o crescimento de micélios de C. capsici em 73,5
%.

ALl et al., (2016) relataram que o fungicida Tiram reduziu a incidéncia da
podriddo dos frutos de C. annum de 51,1 % (sem fungicida) para 34,1 e 37,1 %,
respectivamente. Esses mesmos autores mostram que a pulverizacdo foliar de
mancozeb, carbendazim, difenoconazol ou propinpconazol trés vezes na pré-floracéo,
na frutificacdo e no amadurecimento dos frutos, mostrou 20,3 % de incidéncia de
apodrecimento da fruta em comparacdo com o controle (48,9% de podridao da fruta),
podendo a incidéncia da podriddo dos frutos ser menor com tratamento adicional de
sementes. Apesar de sua eficiéncia na reducdo da antracnose, o ingrediente ativo
carbendazim foi proibido em produtos agrotoxicos no pais, através da resolucdo RDC
N° 739, DE 8 DE AGOSTO DE 2022, como medida transitoria de mitigacéo de riscos
(ANVISA, 2022)

O controle efetivo por meio do uso de fungicidas quimicos é possivel pela
aplicacdo oportuna durante o periodo critico favoravel ao aparecimento da doenca
(SAXENA et al., 2016). CHEN; JIN; ZHOU (2009) sugeriram que o azoxistrobin deve
ser usado de forma protetora (eliminando os esporos de C. capsici antes da infeccdo),
para um controle mais eficaz da doenca antracnose. LEWIS IVEY; NAVA-DIAZ;
MILLER (2004), verificaram que o fungicidas a base de estrobirulinas foram eficazes
no tratamento da antracnose causada por C. acucatum, no entanto, devem sempre
ser usados em conjunto com um ou mais fungicidas com diferentes modos de agéo
para reduzir a probabilidade de resisténcia de C. acucatum ao produto (DOWLING et
al., 2020).

Parcelas pulverizadas com fungicidas protetores como o Clorotalonil,
apresentaram menor severidade de antracnose em cultivo de pimentdo (C. annuum)

(PEDROSO et al., 2020). Outros fungicidas protetores, como os a base de cobre, que
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sao frequentemente utilizados por produtores, tém um efeito protetor semelhante (LA
TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018).

Apesar de ser utilizado com frequéncia, o controle quimico sozinho néo é
desejavel, uma vez que, a utilizacdo excessiva destes produtos provoca a selecao de
organismos resistentes, fazendo com que a substancia que antes promovia um
controle eficaz torne-se ineficiente (JULIATTI, 2016; JANTHONG et al., 2021). Além
disso, os residuos remanescentes dos produtos sdo um problema para o consumo
humano e também para exportacdo de pimenta (REDDY; JAKHAR; DAHIYA, 2019).
Portanto, sdo necessarios métodos alternativos e integrados para auxiliar no manejo
da doenca (SAXENA et al., 2016; PEDROSO et al., 2020).

3.7 Manejo da adubac&do em Capsicum spp.

Normalmente, as hortalicas, especialmente as pertencentes ao género
Capsicum, sdo exigentes quanto as caracteristicas quimicas dos solos, necessitando
de quantidades adequadas de nutrientes e corretivos para maximizar sua
produtividade (CARDOSO et al., 2014). Entre os nutrientes, o nitrogénio (N) & o mais
exigido pelas pimenteiras, pois influencia no desenvolvimento das plantas e
crescimento dos frutos (CHARLO et al., 2012). Esse elemento também desempenha
um papel vital como constituinte de proteinas, acidos nucléicos e clorofila (MAHMUD
et al., 2020).

MEDINA-LARA et al.( 2008) testando niveis de N e K no desenvolvimento de
plantas de C. chinense, cultivadas num Luvissolo de baixa fertilidade sob condicdes
controladas, constataram que o crescimento e produtividade foram influenciados pela
aplicacédo de nitrogénio e que o acumulo de capsaicina aumentou com a aplicacédo de
N. OLIVEIRA et al. (2013, 2015) aplicando cinco doses de N (0, 107, 215, 322, 430 e
645 kg hal) em cultivos de pimentdo em ambiente protegido, encontraram uma
resposta quadratica com dose 6tima estimada de 275 kg ha* de N.

MAHMUD et al. (2020), buscando descobrir a dose ideal de nitrogénio para o
crescimento e desenvolvimento do pimentdo (C.annuum) em um jardim de cobertura,
verificaram que o N influenciou positivamente o rendimento da cultura. Além disso, o
maximo rendimento foi alcancado com a aplicacdo de 130 kg.ha' de N. Esses
mesmos autores afirmam que, quando os pimentdes sdo adequadamente supridos

com os nutrientes essenciais, ha aumento na qualidade e rendimento da producéo e
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que um fornecimento adequado de N € essencial para o crescimento vegetativo e 0
rendimento desejavel (AMINIFARD et al., 2012; MAHMUD et al., 2020).

Outro nutriente essencial exigido pelas espécies do género Capsicum é o
fosforo (P). A exigéncia de fosforo pela pimenta-de-cheiro foi investigada por
BORGES-GOMEZ et al. (2008), que estudando plantas de Habanero (C. chinense)
cultivada em diferentes tipos de solos, sob dois niveis de P (0 e 87 mg dm),
verificaram resposta positiva a adubacgéo fosfatada, e o nivel critico de fosforo no solo
para o cultivo da pimenta-de-cheiro foi 11,9 mg kg*. Ainda segundo os autores, em
solos com concentragfes abaixo do nivel critico de P, a probabilidade de uma resposta
econbmica a adicao de fertilizantes € alta.

ROY; KHAN; PALL (2011) estudando os efeitos do nitrogénio e fésforo e o seu
efeito combinado no tamanho e rendimento de frutos de pimentdo, observaram que o
comprimento e a largura dos frutos e o nimero de frutos por planta aumentaram
significativamente com o aumento das doses de nitrogénio até 100 kg de N.ha -1. Em
contrapartida, o peso médio do fruto e a produtividade aumentaram significativamente
com o aumento dos niveis de P até o tratamento de 30 kg de P.ha'. Considerando o
efeito combinado de nitrogénio e fosforo, os melhores tamanhos e rendimentos foram
encontrados na combinacgédo de tratamento de 150 kg N e 30 kg P.ha™.

Para aumentar a eficiéncia do uso do fésforo (P) aplicado no cultivo da pimenta-
de-cheiro (C. chinense), CARDOSO et al., (2014) reforcam a necessidade da corre¢cao
da acidez do solo, pois sem a aplicacdo do calcario ha restricdo na absorcédo deste
nutriente, mesmo que aplicado em quantidade muito superior ao seu nivel critico no
solo. A correcao da acidez e a recomendacéo de adubac&o devem sempre ser feitas
com base na analise quimica do solo, que € considerada o insumo mais barato no
manejo da adubacgéo (MOREIRA et al., 2010).

CARDOSO et al., (2014), estudando o efeito de diferentes doses de calcéario no
crescimento e acumulo de nutrientes na parte aérea de pimenta-de-cheiro (C.
chinense), cultivada em casa de vegetacéao, verificaram que o crescimento inicial e o
acumulo de nutrientes da pimenta-de-cheiro foram favorecidos pela adicdo de doses
crescentes de calcario, e as plantas apresentaram potencial para responder a
aplicacdo de doses maiores que 2.000 kg. ha! de calcéario dolomitico.

Na regido Amazodnica, um dos principais entraves ao cultivo de espécies
agricolas é a baixa fertilidade natural dos solos (CARDOSO et al.,, 2014). Esses,

normalmente possuem baixos teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K),
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enxofre (S), calcio (Ca), magnésio (Mg), boro (B), cobre (Cu) e zinco (Zn), com pH
abaixo de 4,5, baixa saturacdo por bases e elevados niveis de aluminio trocavel
(DEMATTE; DEMATTE, 1993; CARDOSO et al., 2014).

Os programas de adubacdo adotados sao essenciais para suprir as
necessidades nutricionais das espécies. Assim, visando suprir grande parte da
necessidade de orientacdo para adubacéo e calagem da cultura da pimenta-de-cheiro
(Capsicum chinense) em areas de terra firme no Estado do Amazonas, MOREIRA et
al., (2010) publicaram a 12 aproximacéo para a correcéo da acidez do solo e adubacgao
em cultivos de pimenta-de-cheiro no Amazonas.

Neste trabalho, é recomendado para o cultivo da pimenta-de-cheiro, a
aplicacao de calcario dolomitico para elevar a saturacao por bases (V) a 70%. Trinta
dias apos a aplicacéo do calcéario, é recomendado utilizar por cova 4 litros de esterco
de gado curtido, ou 2/3 dessa quantidade quando for usado esterco de galinha
poedeira curtido. Na adubacédo fosfatada, quando possivel, dar preferéncia ao
superfosfato simples (20% de P20s), ao calcio (Ca) e ao enxofre (S) (MOREIRA et al.,
2010).

Na adubacgdo com micronutrientes, é recomendado aplicar: 3,0 kg.ha* de boro;
2,0 kg.ha! de cobre; 3,0 kg. ha' de manganés; e 3,0 kg.ha* de zinco ou 60 kg.ha
de FTE BR12 (Zn - 9%, B - 1,8%, Cu - 0,8%, Mn — 2%, Fe — 3,5%, Mo —
0,1%(MOREIRA et al., 2010). Até o florescimento, as adubacdes de cobertura sédo
feitas utilizando adubo nitrogenado, na dose de 20 a 50 kg.ha' de N. Na fase de
frutificacdo, € utilizado uma mistura de adubo nitrogenado com potassico, em
intervalos de 30-45 dias.

A colheita da pimenta-de-cheiro pode ser prolongada por mais de um ano, e
as adubacdes de cobertura devem ser feitas até o final do ciclo, com base em
observagfes no crescimento ou aparecimento de sintomas de deficiéncias nutricionais
(MOREIRA et al., 2010).

A eficiéncia do fertilizante € aumentada quando este é aplicado com o0 solo
Uumido, logo apdés uma chuva, ou antes da irrigacao. Ao utilizar adubos concentrados
como fonte de nitrogénio (N) e de fésforo, como a ureia (40% de N) e o superfosfato
triplo (40% de P20s), aplicar 100 kg ha* de gesso (CaS0as), que é uma excelente fonte
de enxofre (S) disponivel no mercado (MOREIRA et al., 2010).
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3.8 Efeito dos nutrientes minerais no desenvolvimento de doencgas

Dentre os mais importantes fatores de producéo das pimenteiras, o adequado
manejo nutricional tem destaque, com maior énfase na quantidade e forma de
aplicacao dos nutrientes (OLIVEIRA et al., 2015). A nutricdo mineral influencia no grau
de resisténcia da planta as doencas, por modificar a morfologia ou a histologia, ou
ainda alterar a composic¢ao quimica dos tecidos em resposta a infeccao por patégenos
(CARVALHO et al., 2013). Quando um agente patogénico infecta uma planta, interfere
na absorcdo, na mobilidade e na utilizacdo de nutrientes minerais (BASHAIR et al.,
2016).

PEDROSO et al., (2020) apontam que a fertilizagdo excessiva com nitrogénio,
tanto na estacdo seca quanto na estacdo chuvosa, aumentou a severidade da
antracnose do pimentéo (C. annuum L.), onde doses de até 150 Kg.ha! ndo causaram
diferencas significativas na severidade da antracnose. Esses resultados sugerem que
€ importante evitar altos niveis de fertilizagcdo com nitrogénio, que sdo comumente
encontrados nos campos de cultivo de hortalicas no Brasil, e especialmente na
estacdo chuvosa (PEDROSO et al., 2020). GASPAROTTO; PEREIRA; BERNI (2014),
recomendam efetuar corretamente as adubac¢des nitrogenadas (sulfato de amonia,
ureia e esterco de aves) em pimenta-de-cheiro, sobretudo em plantios antigos.

BASHAIR et al. (2016) comprovaram que variedades de pimenta malagueta (C.
frutescens L.) resistentes a antracnose causada por C. capsici acumularam
concentracbes mais elevadas de nutrientes (N, P, Ca, Mg, Mg, Zn, Na, Cu) em
comparacao com variedades susceptiveis, e esse aumento de nutrientes minerais em
plantas hospedeiras resistentes poderia ajudar a prevenir a disseminacdo do
patdgeno, fortalecendo os processos bioquimicos e fisioldgicos da planta. O uso de
nutrientes como nitrogénio, fosforo, potassio e micronutrientes € recomendado para o
controle de doencas (GHADAMKHEIR et al., 2020).

Para a fisiologia da planta, quando o suprimento de N é alto, a sintese de
metabdlitos secundarios por meio da via do acido chiguimico é comprometida,
reduzindo a producéo de compostos fendlicos (MARSCHNER, 2012). Por outro lado,
qguando ocorre deficiéncia de N, as plantas podem ndo expressar seu potencial
produtivo e também a sintese de compostos de defesa (SPANN; SCHUMANN, 2010).
Além disso, a aplicacao irracional de fertilizantes causa desequilibrio de nutrientes no
solo, reducdo da diversidade microbiana e outros problemas de qualidade do solo
(CHEN et al., 2021).
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Em contraste com o N, onde a severidade da doenca tende a aumentar com o
aumento da dose, para outros nutrientes (P, K, S, Si), a suscetibilidade tende a
aumentar em condicfes de deficiéncia de nutrientes (WALTERS; BINGHAM, 2007).
O Fosforo (P) é um elemento essencial para muitos processos fundamentais na vida
das plantas, incluindo formagcdo de &cidos nucleicos, proteinas, fosfolipidios,
fotossintese e respiracdo (KAMERLIN et al., 2013). Um suprimento adequado de
fésforo disponivel para as plantas tem sido associado a elevados niveis de
componentes fungistaticos, como compostos fenodlicos e flavondides, em diferentes
partes da planta (HANEKLAUS; SCHNUG, 2016). O efeito indireto do fosforo no
aumento do crescimento das plantas parece superar o efeito direto dos fungos,
aumentando a sintese de compostos fendlicos que contribuem para a resisténcia aos
patdégenos fungicos (PRABHU, 2007).

A possibilidade de o P exercer um efeito direto na resisténcia das plantas
tornou-se aparente no final dos anos 1980, quando GOTTSTEIN; KUC, JOSEPH
(1989) mostraram que os sais de fosfato dibasico e tribasico induziram protecao
sistémica contra a antracnose em pepino causada por Colletotrichum lagenarium.
Hoje, é sabido que a fertilizacdo com fésforo afeta doencas fungicas de diferentes
maneiras (SPAGNOLETTI et al., 2018).

Segundo PRABHU (2007), um melhor crescimento radicular por nutricdo de P
pode fornecer a planta uma maior resisténcia ao ataque de patégenos, e uma vez que
a quantidade natural de fésforo disponivel em solos araveis ndo atende totalmente as
necessidades nutricionais das plantas, as safras devem ser fertilizadas
(MOHAMMADI, 2012).

O potéssio (K), outro macronutriente essencial, tem um papel importante como
regulador da atividade enziméatica, estd envolvido essencialmente em todas as
funcbes celulares que controlam a severidade da doenga, interferindo no
enrijecimento dos tecidos, na abertura estomatica e taxa fotossintética (SPANN;
SCHUMANN, 2010). O K é amplamente relatado por diminuir a severidade de
doencas em muitas plantas hospedeiras (WALTERS; BINGHAM, 2007). De acordo
com BASHAIR et al. (2016), plantas com deficiéncia de K tendem a ser mais
suscetiveis a infeccdo do que as plantas que recebem um fornecimento adequado de
K.
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A estreita relacéo entre o estado nutricional da planta e a ocorréncia de doencas
€ complexa e dindmica e 0 manejo da nutricdo pode reduzir ou aumentar a intensidade
de doencas (VANDERMEER; PERFECTO; PHILPOTT, 2010).
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RESUMO

A antracnose, causada por espécies de Colletotrichum, representa uma das principais
ameacas para as plantas do género Capsicum, podendo resultar em perdas de 100%
na producao de frutos. Um desafio significativo para implementar estratégias eficazes
de manejo € a precisa identificacdo do patdgeno. Este estudo teve como objetivo
caracterizar, morfolégica e molecularmente, isolados de Colletotrichum spp. obtidos
de frutos de pimenta-de-cheiro, com sintomas de antracnose. Adicionalmente,
buscou-se avaliar a capacidade patogénica desses isolados por meio da inoculacao
em frutos de pimenta-de-cheiro. Foram obtidos 48 isolados de Colletotrichum a partir
de frutos sintomaticos. A caracterizacdo morfométrica envolveu analises da coloracéo
das coldnias e a determinacéo do indice de Crescimento Micelial (ICM). As dimensées
de conidios e apressorios foram medidas por meio de imagens adquiridas com uma
camera digital acoplada a um microscoépio Optico Zeiss, utilizando o software ZEN
(Zeiss®). A avaliacdo da viruléncia em frutos destacados foi conduzida ao longo de
um periodo de 10 dias apés a inoculacao, com medi¢6es didrias do diametro ortogonal
da col6nia. Uma filogenia multi-locus foi estabelecida com base nas sequéncias da
regido do espacador transcrito interno ribossémico nuclear (ITS) e nos genes (-
tubulina (TUB2), actina (ACT) e GAPDH. Os isolados foram agrupados
morfologicamente em dois grupos distintos com base nas caracteristicas das colénias,
coloracéo e formato de conidios e apressorios. O grupo 1 incluiu 45 isolados que se
assemelham ao complexo C. acutatum, enquanto o grupo 2 incluiu 3 isolados
relacionados ao complexo C. gloeosporioides. A analise molecular, com base em
sequéncias parciais dos genes, confirmou a segregacdo dos isolados em dois
complexos distintos: C. acutatum e C. gloeosporioides. Os isolados do grupo 1 foram
identificados como C. scovillei, enquanto os do grupo 2 foram identificados como C.
siamense. No teste de viruléncia, todos os isolados demonstraram capacidade de
causar sintomas tipicos de antracnose nos frutos de pimenta-de-cheiro. A
predominéncia da espécie C. scovillei sugere sua relevancia como agente causal da
antracnose nesta regiao.

Palavras-chave: Patogenicidade, Capsicum spp.; identificagdo morfomolecular.
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MORPHOCULTURAL, PATHOGENIC, AND MOLECULAR ANALYSIS OF
Colletotrichum spp. ASSOCIATED WITH ANTHRACNOSE OF CHILLI PEPPER
(Capsicum chinense)

ABSTRACT

Anthracnose, caused by Colletotrichum species, represents a major threat to plants of
the Capsicum genus, potentially resulting in production losses of up to 100%. A
significant challenge for implementing effective management strategies is the accurate
identification of the pathogen. This study aimed to morphologically and molecularly
characterize isolates of Colletotrichum spp. obtained from chilli pepper fruits exhibiting
anthracnose symptoms. Additionally, the pathogenic capacity of these isolates was
evaluated through inoculation on chilli pepper fruits. Forty-eight isolates of
Colletotrichum were obtained from symptomatic fruits. Morphocultural characterization
involved analyses of colony color and determination of the Mycelial Growth Index
(MGI). Conidia and appressorium dimensions were measured using images acquired
with a digital camera attached to a Zeiss optical microscope, utilizing ZEN software
(Zeiss®). Virulence assessment on detached fruits was conducted over a 10-day
period post-inoculation, with daily measurements of the orthogonal colony diameter. A
multi-locus phylogeny was established based on sequences of the internal transcribed
spacer ribosomal nuclear region (ITS) and the genes B-tubulin (TUB2), actin (ACT),
and GAPDH. Morphologically, isolates were grouped into two distinct groups based on
colony characteristics, color, conidial, and appressorium morphology. Group 1
included 45 isolates resembling the C. acutatum complex, while Group 2 included 3
isolates related to the C. gloeosporioides complex. Molecular analysis, based on partial
gene sequences, confirmed the segregation of isolates into two distinct complexes: C.
acutatum and C. gloeosporioides. Group 1 isolates were identified as C. scovillei, while
Group 2 isolates were identified as C. siamense. In the virulence test, all isolates
demonstrated the ability to cause typical anthracnose symptoms on chilli pepper fruits.
The predominance of the species C. scovillei suggests its relevance as the causal
agent of anthracnose in this region.

Keywords: Pathogenicity, Capsicum spp.; morphomolecular identification.
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INTRODUCAO

O género Capsicum spp. (Solanaceae), originario das Ameéricas [1] engloba
espécies com alto valor econémico, como as pimentas [2], representadas em mais de
30 espécies e diversas variedades botanicas [3]. Destas, cinco sdo consideradas
domesticadas: Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum frutescens,
Capsicum chinense e Capsicum pubescens [3]. O Brasil, destacado como um dos
principais centros de diversidade deste género, abriga mais da metade das espécies
domesticadas e silvestres [4, 5].

O cultivo de pimentas é difundido em todas as regides do Brasil. No entanto,
devido a predominancia da comercializacdo realizada por pequenos produtores em
feiras locais e regionais, existem dificuldades na obtencdo de dados estatisticos
precisos acerca da area cultivada, producdo e comercializacdo [6]. Ainda assim, é
estimado que a area destinada ao cultivo de espécies do género Capsicum no pais
alcance cerca de 5.000 hectares, gerando uma producédo anual de aproximadamente
75.000 toneladas, com o Sudeste e Centro-Oeste se destacando como as principais
regides produtoras [7].

Na Regido Norte do Brasil, as pimentas sdo comercializadas in natura ou sao
utilizadas na producéo de produtos artesanais como a jiquitaia, o arubé, o cumaxi e a
damorida [8]. Esta regido, por sua vez, destaca-se naturalmente como um importante
centro de diversidade das espécies desse género, particularmente da espécie
Capsicum chinense Jacq. [9].

A pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacqg.) é uma das espécies mais
cultivadas[10] e desempenha um papel crucial como fonte significativa de renda para
a agricultura familiar [11]. A valorizacdo dos frutos, em virtude de seu aroma
caracteristico, impulsiona essa modalidade de producéo, encontrando aplicagdo nos
setores alimenticio, farmacéutico e cosmético [12, 13]. A crescente demanda de
mercado tem estimulado o aumento da area cultivada e o estabelecimento de
agroindustrias, competindo tanto na exportacdo da pimenta fresca quanto na
producédo de subprodutos [14].

Apesar dessa tendéncia favoravel, um dos grandes problemas associado ao
cultivo das pimenteiras é a antracnose, doenca causada por Colletotrichum spp.[15,
16, 2]. A doenca afeta todos os Orgaos da planta e incide principalmente nos frutos,

em gualquer estagio de maturacéo, causando lesdes deprimidas, de formato circular,
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de coloracdo escura, quase sempre recobertas por uma massa de conidios de
coloracdo rosada a alaranjada [17, 18].

O género Colletotrichum é considerado um dos mais importantes entre os
fungos fitopatogénicos do mundo [19]. A maioria das espécies de Colletotrichum sao
transmitidas por sementes e podem sobreviver no solo ou em restos de culturas
infectadas. Os conidios podem ser dispersos por respingos de agua, enquanto a
transmissao de ascosporos pode ocorrer pelo ar. A penetracéo do patdgeno na célula
vegetal ocorre pela formagcdo de estruturas como apressoério, e uma vez que 0
patégeno penetra na planta hospedeira, o estabelecimento do fungo no tecido vegetal
€ auxiliado pela secrecdo de proteinas efetoras, e pela formacdo de hifas
intracelulares e hifas necrotroficas secundarias [20, 21].

A propagacéo do fungo é favorecida por condi¢cdes de temperatura que variam
de 22 a 30 °C, alta umidade e pela presenca de ferimentos em 6rgéos suculentos da
planta [22, 18]. Nestas condicbes, a doenca é extremamente destrutiva, podendo
ocasionar perdas de 100% na producdo [23]. Por ser uma doenca que afeta
diretamente os frutos, depreciando-os e reduzindo o seu valor comercial, a antracnose
é considerada de grande importancia [24].

No estado do Amazonas, as estratégias de controle da antracnose envolvem o
cultivo em areas sem o historico da doenca, rotacdo de culturas, eliminacéo de frutos
com sintomas e a correta adubacao nitrogenada [25]. Entretanto, a ocorréncia de duas

ou mais espécies de Colletotrichum parasitando o0 mesmo hospedeiro dificulta o
controle, devido ao comportamento diferenciado entre espécies [26]. Para 0 manejo
eficaz da doenca, a identificacédo precisa das espécies de Colletotrichum é essencial.

A identificacdo das espécies de Colletotrichum era tradicionalmente
fundamentada em caracteristicas morfolégicas e culturais [27]. Porém, as

caracteristicas morfolégicas séo limitadas devido as grandes variagfes intra
especificas, sendo também fortemente influenciadas por condi¢des ambientais, o que
compromete a confiabilidade dos dados. Assim, analises moleculares e bioensaios de
patogenicidade s&o agora protocolos padrédo para identificar espécies de
Colletotrichum [28].

As primeiras aplicacdbes moleculares para distinguir espécies de
Colletotrichum foram baseadas nas sequéncias do gene ITS (rDNA) em 1992 [29].
Desde entdo, sugere-se o desenvolvimento de analises filogenéticas multilocus para

identificacdo de taxons, baseadas em sequéncias conservadas. As sequéncias
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genéticas atualmente utilizadas para a identificacdo de espécies de Colletotrichum
incluem: sequéncias espacadoras de [DNA (ITS), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), proteina semelhante a actina (ACT), B-tubulina (B-TUB),
glutamina sintetase (GS ), calmodulina (CAL), entre outras [30].

Essa identificacdo € fundamental para entender a relacdo patégeno-
hospedeiro, realizar a correta diagnose da doenca e desenvolver as melhores
estratégias de manejo [31]. O objetivo deste trabalho foi identificar espécies de
Colletotrichum associadas a antracnose em pimenta-de-cheiro, com base em anélise
filogenética e caracterizacdo morfométrica e avaliar a viruléncia de isolados de

Colletotrichum spp. em frutos de pimenta-de-cheiro.

MATERIAL E METODOS
Coleta de frutos

Frutos apresentando sintomas caracteristicos de antracnose, foram coletados
em areas de cultivo, localizadas nos municipios de Presidente Figueiredo, Iranduba,

Manacapuru, Careiro e Humaita, no estado do Amazonas (Figura 1).
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Figura 1. Mapa da localizacédo geografica dos municipios onde foram coletados frutos com sintomas
da antracnose no estado do Amazonas.



As areas de coleta, com suas respectivas coordenadas, estdo apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Identificac&o e procedéncia dos isolados de Colletotrichum spp. obtidos de frutos de pimenta-
de-cheiro (Capsicum chinense) no Amazonas

Identificacao Procedéncias Coordenadas Aég?e?;
PFP-1 Presidente Figueiredo 1°54'50.9"S 60°01'58.9"W 2020
PFP-2 Presidente Figueiredo 1°54'50.9"S 60°01'58.9"W 2020
PFP-3 Presidente Figueiredo 1°37'05.4"S 60°17'00.3"W 2021
PFP-4 Presidente Figueiredo 1°37'05.4"S 60°17'00.3"W 2021
PFP-5 Presidente Figueiredo 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021

PFP-25 Presidente Figueiredo 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
PFP-26 Presidente Figueiredo 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
PFP-28 Presidente Figueiredo 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
PFP-30 Presidente Figueiredo 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
PFP-31 Presidente Figueiredo 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
IRP-36 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J1 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J2 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J3 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J4 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J5 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J6 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J7 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
IRP-J10 Iranduba 3°14'30.1"S 60°14'34.1"W 2021
HMP-H1 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H2 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H3 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H4 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H5 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H6 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H7 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H8 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H9 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H10 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
HMP-H11 Humaita 7°31'12.3"S 63°01'08.8"W 2021
CRP-6 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-7 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-8 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-9 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-10 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-12 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-14 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-20 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021

CRP-22 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
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CRP-15 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
CRP-16 Careiro 3°49'23.2"S 60°21'51.9"W 2021
MNP-32 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
MNP-33 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
MNP-34 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
MNP-35 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
MNP-37 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
MNP-38 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021
MNP-40 Manacapuru 3°15'45.1"S 60°39'05.9"W 2021

Obtencéao dos isolados de Colletotrichum

Apos a coleta, os frutos foram lavados em agua destilada esterilizada. Para o
isolamento do fungo, foram retirados fragmentos (7 mm) da regido de transicdo entre
a area sadia e lesionada. Estes fragmentos foram desinfestados em alcool 70% por 1
minuto, seguido por imersdo em solugéo de hipoclorito de sodio 1,5% por 1 minuto e,
finalmente, triplice lavagem em &gua destilada autoclavada [32]. Os fragmentos
desinfestados foram dispostos em placas de Petri contendo meio de cultura Agar-
Agua (AA) e incubados a + 25 °C até o surgimento das primeiras estruturas flingicas.
As hifas crescidas foram repicadas para placas contendo meio de cultura
Batata-dextrose-agar (BDA) e incubadas a + 25 °C durante 7 dias. Col6nias de
esporos unicos [33] foram obtidas para cada isolado de Colletotrichum, totalizando 48
isolados. Esses foram preservados em tubos contendo meio de cultura BDA (Batata-

Dextrose-Agar) inclinado e pelo método Castellani [34].
Os isolados foram depositados na cole¢cdo de fungos do Laboratério de

Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal do Amazonas.

Anélise morfométrica das coldnias

Para a avaliacdo da cor e indice de crescimento micelial (ICM) das col6nias,
discos (5 mm de diametro) monosporicos dos isolados foram transferidos para placas
de Petri (90 mm) contendo meio BDA e incubadas em ambiente de laboratorio (25+2).
A avaliacdo do ICM foi realizada diariamente por meio da mensuracdo do didmetro
ortogonal da col6nia, até que um dos tratamentos atingisse a borda da placa. O ICM
foi calculado como descrito por Peres et al. [35]. ApOs a coleta dos dados do ICM,
procedeu-se a caracterizacdo da coloracdo da coldnia no verso e reverso da placa,

utilizando o sistema de notacéo de cores da Munsell Color Company[36].
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com 48
tratamentos (isolados) e quatro repeticbes (placas). Os dados da avaliacdo do
crescimento micelial foram submetidos a analise de varidncia e as meédias
comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0.05) utilizando o software estatistico

Rstudio, com o pacote Agricolae.

Analise morfométrica de conidios e apressorios

Para a caracterizacdo morfométrica de conidios e apressorios, uma aliquota de
10 pL de uma suspensédo de esporos (10° conidios. mL1), preparada a partir das
colénias monospdricas de cada isolado, foi espalhada em laminas de microscopia
esterilizadas, cobertas com uma camada de papel celofane transparente. As laminas
foram acondicionadas em placas de Petri forradas com papel de filtro esterilizado,
umedecido com agua destilada e autoclavada. ApGs 24 horas, a germinacdo dos
conidios foi interrompida pela adicdo do corante lactofenol contendo azul de algodéo
1%. Os conidios e apressorios foram observados em microscopio éptico Zeiss, sob
objetiva de 40 vezes.

Para cada isolado, o comprimento e a largura de 30 conidios e 30 apressorios
foram mensurados, usando o software ZEN lite. As imagens foram capturadas através
de sistema de video-camera acoplado ao microscopio Optico (Zeiss). O tamanho e
formato de conidios e apressoérios observados foram comparados com as descricdes
das espécies de Colletotrichum [37].

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
compreendendo 48 tratamentos (isolados) e 30 repeti¢cdes. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0.05), utilizando o software estatistico Rstudio, com o pacote

Agricolae.

Extracdo de DNA

O DNA foi obtido de acordo com o protocolo descrito por DOYLE, DOYLE [38],
a partir de culturas monospdéricas cultivadas a 2842 °C durante 7 dias em placas de
Petri contendo meio de cultura BDA. O micélio de cada isolado foi cuidadosamente
removido da superficie da colbénia com o auxilio de uma espatula estéril,
posteriormente macerado com nitrogénio liqguido e homogeneizado com detergente

CTAB (brometo de cetil-trimetilamonio). A mistura resultante foi incubada a 65 °C por
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30 minutos, e apos o resfriamento em condi¢do de laboratdrio, o DNA foi extraido
utilizando cloroformio e alcool isoamilico (24:1 v:v), precipitado com isopropanol, e
submetido a lavagem com etanol 75%. A ressuspensao foi realizada utilizando agua
ultrapura (30 pL).

A concentracdo e a qualidade dos DNAs extraidos foram avaliados utilizando
um espectrofotdémetro (Nanodrop® 2000c), por meio da razdo A260nm/A280nm, e por
eletroforese [33] em gel de agarose (0,8%), utilizando um marcador de 10 ng como
referéncia. A concentracao final dos DNAs foi ajustada para 10 pg/ul e, em seguida,

0s mesmos foram armazenados em freezer -20 °C para uso futuro.

Amplificagéo por PCR e sequenciamento

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi empregada para amplificacdo da
regido gendmica parcial da actina (ACT), ITS, B-Tubulina (TUB) e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) [39, 40]. Para cada gene, foram utilizados primers
especificos: ACT-512F e ACT-783R para ACT, GDF e GDR para GAPDH, ITS1F e
ITS4 para ITS, e BT2Fd e BT4R para B-Tubulina. As amplificac6es foram realizadas
para um volume final de 12 pl, contendo 1 pl de DNA, 0,5 pl de cada primer, 2,4 pl de
tampéo incolor Go Tag® Flexi (5X), 0,8 pl de MgCI2 (25 mM), 0,5 ul de dNTPs (10
mM), 0,12 pl da enzima Go Taq® DNA polimerase (Promega) e 6,18 pl de agua
ultrapura. As condigdes de PCR para ITS foram 4 min a 95 °C, depois 35 ciclos de 95
°C por 30 s, 52 °C por 30 s, 72 °C por 45 s e depois 7 min a 72 °C. As temperaturas
de anelamento diferiram para os demais genes, sendo 6timas para cada um; ACT: 58
°C, GAPDH: 60 °C e TUB: 55 °C [40].

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Byosystem. Os amplicons
gerados foram analisados em gel de agarose a 1%, corados com Gel Red™ (Biotium),
usando um marcador molecular de 100 pares de base (Sinapse Biotecnologia). Os
produtos de PCR foram purificados com polietilenoglicol (PEG 20%), conforme o
meétodo descrito por Dun e Blattner [41]. Posteriormente foi realizada a reacéo de
sequenciamento utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, em um
volume final de 10 ul. Os produtos da PCR foram precipitados com EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) e etanol (EtOH) e ressuspendidos em 10 pL de
formamida Hi-Di. A leitura dos produtos que foram obtidos nas reacbes de
sequenciamento foi efetuada utilizando o sequenciador automatico ABI 3130, da

Applied Biosystems, seguindo as instru¢des do fabricante.
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Analise filogenética

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento foram submetidos a
analise e edicdo por meio do programa SeqAssem®. As sequéncias resultantes foram
alinhadas utilizando o algoritmo Muscle [42], incorporado no software MEGA7 [43] .Os
alinhamentos concatenados (ACT, ITS, B-TUB e GAPDH) foram obtidos com a
utilizacdo do Sequence Matrix versao 1.7.8 [43].

As sequéncias editadas foram comparadas com a base de dados GenBank, do
National Center for Biotechnological Information- NCBI, por meio da ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), permitindo a identificacdo de homologias
com sequéncias previamente caracterizadas.

As andlises filogenéticas dos complexos de espécies C. acutatum e C.
gloeosporioides foram conduzidas separadamente. No complexo C. acutatum, a
espécie C. orchidophilum (CBS 631.80) foi selecionada como grupo externo nas
analises filogenéticas. Ja no complexo C. gloeosporioides, 0s grupos externos foram
formados por C. boninense (MAFF 305972) e C. hippeastri (CBS 241.78).

Para as filogenias de méaxima verosimilhanca (ML), empregou-se a versao
8.2.12 do RAxML[44], com parametros configurados para analise rapida de bootstrap
(1000 bootstraps). As andlises de inferéncia bayesiana (IB) foram conduzidas por
meio do Mrbayes 3.2.[45]. A visualizagdo e edi¢cdo das arvores filogenéticas foram
realizadas com as ferramentas do software FigTree versdo 1.4.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/) e Inkscape versao 1.0.1 (https://inkscape.org/).

Viruléncia dos isolados de Colletotrichum spp.

O teste de viruléncia dos isolados foi conduzido em frutos de pimenta-de-cheiro
sadios, na fase inicial de maturacdo, caracterizada pelo inicio da mudanca de
coloragédo do fruto. Os frutos foram previamente desinfetados com alcool 70% (1
minuto) e hipoclorito de sodio 1,5% v/v (1 minuto), seguido pela triplice lavagem em
agua destilada autoclavada e secos em papel de filtro.

Os frutos foram depositados em recipientes descartaveis de plastico
transparente, medindo 24x16x4 cm, forrados com papel de filtro umedecido com agua
destilada esterilizada. A inoculacgéo foi realizada pela deposicao de 3 discos miceliais
de 5mm mm de diametro, extraidos das margens de culturas cultivadas durante sete

em meio BDA, mediante ferimento dos frutos, realizado com lamina de bisturi.
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Para avaliar a viruléncia dos isolados, o diametro médio das les6es (DML) nos
frutos foram medidas diariamente, até o décimo dia apds a inoculacao A severidade
da doenca foi avaliada usando uma escala proposta por RO et al. [46], com seis notas
de classificacdo, sendo 0 = nenhum sintoma visivel observado; 1 = sintomas de
tamanho inferior a 2 mm; 2 = sintomas de tamanho inferior a 4 mm; 3 = sintomas de
tamanho menor que 6 mm; 4 = sintomas de tamanho inferior a 10 mm; 5 = mais de 10
mm. Posteriormente, as notas foram convertidas para porcentagem.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com 48 tratamentos (isolados) mais a testemunha (frutos inoculados com disco de
BDA) e 6 repeticbes (frutos). Os dados de diametro médio das lesBes obtidos para
cada tratamento foram submetidos a andalise de variancia, e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, com significAncia de 5% (p<0.05), utilizando o

programa Rstudio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Anélise morfométrica

Os 48 isolados de Colletotrichum spp. analisados foram categorizados em dois
grupos morfolégicos com base na morfologia das col6nias e nos formatos de conidios
e apressorios. O grupo 1 incluiu 45 isolados que se ajustam a descricdo do complexo
C. acutatum, e o grupo 2 incluiu 3 isolados que se enquadram na descricdo do
complexo C. gloeosporioides, de acordo com as descricdes de Sutton [37].

Os isolados pertencentes ao grupo 1 produziram colbnias cinzas, cinzentas,
cinzento-escuras, cinzento-claras e rosa salmao (Figura 2). Ao se observar o reverso
da placa, foi possivel identificar tonalidades como cinzento-esverdeado, marrom

escuro e marrom-esverdeado-claro.




Figura 2. Coloracao das coldnias no verso e reverso das placas de isolados de Colletotrichum spp.
pertencentes ao grupo 1. (A) HMP-H1; (B) HMP-H9;(C) CRP-16; (D) MNP-33; (E) PFP-2 e (F) PFP-
4

Os isolados pertencentes ao grupo 2 produziram coldnias brancas, com micélio
aéreo branco e o reverso amarelo-claro e alaranjado (Figura 3). Na descricdo das
espécies de Colletotrichum, Sutton [35] destaca que essa diversidade na coloracéo
das colénias sugere uma variabilidade significativa nas caracteristicas fenotipicas,
indicando a possivel existéncia de diferentes espécies.

O isolado IRP-J3 (Figura 3C), do grupo 2, apresentou uma caracteristica
distintiva no verso da colbnia, revelando uma tonalidade alaranjada em razéo da

producao de conidios do fungo nesta area.

Figura 3. Coloracédo das colbnias no verso e reverso das placas de isolados de Colletotrichum
spp. pertencentes ao grupo 2. (A) IRP-J1 e (B) IRP-J2 e (C) IRP-J3
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O indice de crescimento micelial (ICM) variou entre 13, 60 mm/dia (PFP-4) a

19,68 mm/dia (PFP-1), conforme apresentado na Tabela 2, evidenciando diferengas

significativas quanto ao desenvolvimento das colonias.

Tabela 2. Coloracédo da colbnia e indice de crescimento micelial dos isolados de Colletotrichum spp.

obtidos de frutos de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense)

Isolados _ Cor da colbnia 1cM
Verso da placa Reverso da placa (mm/dia)
PFP-1 Cinzento Amarelo-claro-acinzentado 19,68 a
PFP-2 Cinzento Cinzento-esverdeado 15,78 c
PFP-3 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 13,97d
PFP-4 Cinzento-escuro Marrom escuro 13,60d
PFP-5 Cinzento-olivaceo Cinzento-esverdeado-claro 16,80b
PFP-25 Branco Alaranjado 19,22 a
PFP-26 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 19,30 a
PFP-28 Cinzento-claro Cinzento-esverdeado-claro 16,80 b
PFP-30 Branco Cinzento-esverdeado-claro 16,03 c
PFP-31 Cinzento-olivaceo Amarelo-claro-acinzentado 15,92 c
IRP-J1 Branco Amarelo-claro 13,99d
IRP-J2 Branco Amarelo-claro 13,85d
IRP-J3 Branco Alaranjado 13,69d
IRP-J4 Cinzento-escuro Amarelo-claro-acinzentado 15,46 ¢c
IRP-J5 Cinzento-escuro Cinzento-esverdeado-claro 13,28d
IRP-J6 Rosa salmao Marrom escuro 14,28d
IRP-J7 Cinzento Amarelo-claro-acinzentado 14,01d
IRP-J10 Amarelo palido Marrom- acinzentado 19,32 a
HMP-H1 Rosa salmio Marrom-esverdeado-claro 17,36 b
HMP-H2 Branco Cinzento-esverdeado-claro 17,56 b
HMP-H3 Cinzento Amarelo-claro-acinzentado 13,25d
HMP-H4 Salmao claro Marrom-esverdeado-claro 14,69d
HMP-H5 Cinzento-escuro Cinzento-claro 17,23 b
HMP-H6 Branco Cinzento-esverdeado-claro 15,22 ¢
HMP-H7 Cinzento-claro Cinzento-esverdeado-claro 16,10b
HMP-H8 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 15,65¢
HMP-H9 Cinzento-claro Marrom-claro-acinzentado 14,07 d
HMP-H10 Branco Cinzento-esverdeado-claro 19,65a
HMP-H11 Cinzento-olivaceo Cinzento-esverdeado-claro 19,42 a
CRP-6 Cinza Cinzento-esverdeado-claro 18,74b
CRP-7 Cinzento-claro Cinzento-esverdeado-claro 15,89 ¢
CRP-8 A;r;?rzgleoﬁng_ Marrom escuro 17,68 b
CRP-9 Cinzento Cinzento-esverdeado 15,78 ¢
CRP-10 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 13,97d
CRP-12 Cinzento-escuro Cinzento-claro 13,60d
CRP-14 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 16,80 b
CRP-20 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 17,65b
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CRP-22 Cinzento Cinzento-claro 16,54 b
CRP-15 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 19,30 a
CRP-16 Rosa salméo Cinzento-esverdeado-escuro 16,03 c
MNP-32 Branco Cinzento-claro 13,74d
MNP-33 Cinzento Branco 13,92d
MNP-34 Branco Marrom-esverdeado-claro 16,55b
MNP-35 Cinzento-escuro Amarelo-claro-acinzentado 14,36 d
IRP-36 Cinzento Cinzento-claro 14,36d
MNP-37 Branco Cinzento-esverdeado-claro 13,88d
MNP-38 Cinzento Cinzento-esverdeado-claro 14,54d
MNP-40 Rosa salméo Marrom-claro 13,69d
V(%) 32,00

L indice de crescimento micelial (ICM) dos isolados de Colletotrichum spp.

2C.V.% = Coeficiente de Variagdo

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott Knott ao nivel
de 5% de probabilidade

Resultados semelhantes foram observados por Silva et al. [47], onde o ICM de
isolados de Colletotrichum spp. obtidos de frutos de pimenta-de-cheiro variaram de
12,77 a 19,29 mm/dia.

O ICM, constitui uma medida quantitativa da capacidade do fungo se
desenvolver sob condi¢des especificas de cultivo [48]. Isolados pertencentes ao grupo
1, exemplificados por PFP-1 (19,68 mm/dia); PFP-25 (19,22 mm/dia); PFP-26 (19,30
mm/dia); IRP-J10 (19,32 mm/dia); HMP-H10 (19,65 mm/dia); HMP-H11 (19,42
mm/dia) e CRP-15 (19,30 mm/dia), exibem ICM significativamente superior em
comparacao aos demais, incluindo isolados do mesmo grupo morfolégico. Por outro
lado, isolados do grupo 2 (IRP-J1; IRP-J2 e IRP-J3) exibem indices mais baixos, com
valores de 13,99 mm/dia, 13,85 mm/dia e 13,69 mm/dia, respectivamente.

Than et al. [27] destaca o ICM como uma ferramenta importante para distinguir
espécies de Colletotrichum, especialmente C. gloeosporioides, C. truncatum e C.
acutatum. De acordo com esses autores, a espécie C. acutatum € caracterizada por
uma taxa de crescimento mais lenta, diferenciando-se de C. gloeosporioides.

Os resultados deste estudo indicam que, embora C. acutatum seja geralmente
associado a uma taxa de crescimento mais lenta, foram encontradas variacdes
significativas mesmo entre isolados pertencentes ao grupo morfolégico 1, que se
enquadram na descri¢cao do complexo C. acutatum. Isso foi evidenciado com o isolado
PFP-1(19,68 mm/dia) em comparacdo com o isolado PFP-4 (13,60mm/dia). Este

altimo demonstrou similaridade estatistica com os isolados do grupo 2.
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Foram identificados dois tipos de conidios: cilindrico (observado no grupo 2) e
fusiforme (grupo 1). O formato fusiforme, com ambas as extremidades afiladas, foi o
predominante, observado em 45 isolados (Figura 4A). Todos conidios produziram
apressorios de coloragdo marrom escura, diferenciando-se em forma e tamanho,
sendo identificados trés formatos distintos (irregular, ovalado e circular) (Figura 4C,
4D e 4E).

Nos isolados do grupo 1, foram encontrados os trés tipos de apressorios,

enquanto no grupo 2, foram produzidos apenas apressorios ovalados (Tabela 4).

VALY

_20pm 20 _20pm 20 ym
A D ==} _A M

Figura 4. Formatos de conidios e apressorios identificados. (A) conidio fusiforme, (B)
conidio cilindrico, (C) apressério irregular, (D) apressorio ovalado e (D) apressorio
circular.

A analise morfométrica dessas estruturas é fundamental, uma vez que
desempenham papéis essenciais no ciclo de vida e patogenicidade de diversos fungos
fitopatogénicos, incluindo Colletotrichum spp. [49]. Os apressoérios, como exemplo,
representam estruturas especializadas que desempenham um papel fundamental na
penetracdo e colonizacdo do hospedeiro. Estudos morfométricos dessas estruturas
propiciam entendimento sobre sua variacdo em diferentes isolados [50].

As dimensdes dos conidios e apressorios apresentaram variacoes
significativas entre os isolados, com médias de comprimento variando entre 4,28 e
7,80 um e largura de 1,74 a 2,63 um para os conidios, enquanto para apressorios, as
meédias de comprimento situam entre 3,66 e 7,64 um, e a largura variou de 2,04 a 3,70
pum (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Caracteristicas morfométricas de conidios de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de

Capsicum chinense
Comprimento

Isolados (um) Largura (um) Formato Relacao C/L
PFP-1 6,58 c 2,21b Fusiforme 2,97
PFP-2 6,60 2,26 b Fusiforme 2,92
PFP-3 6,17 d 2,10¢c Fusiforme 2,93
PFP-4 7,04b 2,29b Fusiforme 3,07
PFP-5 6,17 d 2,11c Fusiforme 2,92

PFP-25 6,60 c 2,26 b Fusiforme 2,92



PFP-26 5,58 e 1,77d Fusiforme 3,15

PFP-28 6,14 d 2,22 b Fusiforme 2,76
PFP-30 559 e 2,09¢ Fusiforme 2,67
PFP-31 534¢e 2,29b Fusiforme 2,33
IRP-J1 7,54 a 2,59 a Cilindrico 2,91
IRP-J2 7,66 a 2,63a Cilindrico 2,91
IRP-J3 7,48 a 2,47 a Cilindrico 3,02
IRP-J4 7,18b 2,26 b Fusiforme 3,17
IRP-J5 7,20b 2,48 a Fusiforme 2,90
IRP-J6 7.15b 2,22b Fusiforme 3,22
IRP-J7 7,45 a 2,51a Fusiforme 2,96
IRP-J10 7,64 a 2,58 a Fusiforme 2,96
HMP-H1 5,53 e 211c Fusiforme 2,62
HMP-H2 530e 2,07¢ Fusiforme 2,56
HMP-H3 5,45 e 1,75d Fusiforme 3,11
HMP-H4 5,10 e 2,06 c Fusiforme 2,47
HMP-H5 5,03 e 2,07c Fusiforme 2,42
HMP-H6 4,39 f 1,78d Fusiforme 2,46
HMP-H7 51le 2,07c Fusiforme 2,46
HMP-H8 4,28 f 2,10¢c Fusiforme 2,03
HMP-H9 4,56 f 1,76 d Fusiforme 2,59
HMP-H10 533e 2,21b Fusiforme 2,41
HMP-H11 431f 1,74 d Fusiforme 2,47
CRP-6 7,79 a 2,23b Fusiforme 3,49
CRP -7 5,59 e 2,08¢ Fusiforme 2,68
CRP-8 4,37f 1,91d Fusiforme 2,28
CRP-9 6,17 d 2,22b Fusiforme 2,77
CRP-10 6,59 ¢ 2,47 a Fusiforme 2,66
CRP-12 5,59 e 1,90 d Fusiforme 2,94
CRP-14 6,16 d 1,89d Fusiforme 3,25
CRP-20 6,14 d 1,75d Fusiforme 3,50
CRP-22 554 e 1,91d Fusiforme 2,90
CRP-15 6,30 d 2,08¢ Fusiforme 2,89
CRP-16 7,80a 2,23b Fusiforme 3,49
MNP-32 6,59 c 2,58 a Fusiforme 2,55
MNP-33 6,61 c 2,08 ¢ Fusiforme 3,17
MNP-34 6,60 c 2,10c Fusiforme 314
MNP-35 5,46 e 2,28 b Fusiforme 2,39
MNP-36 544 e 2,10c Fusiforme 2,59
MNP-37 533e 2,07¢c Fusiforme 2,57
MNP-38 5,48 e 2,10¢ Fusiforme 2,60
MNP -40 532e 1,76 d Fusiforme 3,02
V (%) 15,69 13,67

1C.V.% = Coeficiente de Variacdo
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



Tabela 4. Caracteristicas morfométricas de apressorios de isolados de Colletotrichum spp. obtidos de

Capsicum chinense
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Comprimento

Isolados (um) Largura (um) Formato Relacéo C/L
PFP-1 5,10 a 3,43a Ovalado 1,48
PFP-2 4,58 a 3,54 a Circular 1,29
PFP-3 4,39b 3,14 b Irregular 1,39
PFP-4 4,87 a 3,55a Ovalado 1,37
PFP-5 4,67 a 3,11b Ovalado 1,50
PFP-25 3,80c¢c 3,09Db Circular 1,22
PFP-26 4,49 a 3,60 a Circular 1,24
PFP-28 3,66 ¢ 2,76 ¢ Ovalado 1,32
PFP-30 4,35b 3,55a Ovalado 1,22
PFP-31 4,12 b 3,08b Ovalado 1,33
IRP-J1 3,74 c 3,10 b Ovalado 1,20
IRP-J2 4,35b 2,65c¢ Ovalado 1,64
IRP-J3 514 a 2,40¢c Ovalado 2,14
IRP-J4 5,19a 3,55a Ovalado 1,46
IRP-J5 4,89 a 3,19b Ovalado 1,53
IRP-J6 401c 2,04c¢ Ovalado 1,96
IRP-J7 3,85¢ 2,74 ¢ Ovalado 1,40
IRP-J10 452 a 3,01lb Ovalado 1,50

HMP-H1 571a 3,15b Circular 1,81

HMP-H2 510a 3,64a Irregular 1,40

HMP-H3 4,66 a 359a Ovalado 1,29

HMP-H4 5,33 a 342a Circular 1,55

HMP-H5 4,35b 3,10Db Irregular 1,40

HMP-H6 5,52 a 3,65 a Irregular 1,51

HMP-H7 4,56 a 340a Ovalado 1,34

HMP-H8 4,74 a 3,19b Ovalado 1,48

HMP-H9 4,36b 3,62¢ Ovalado 1,20

HMP-H10 4,28b 2,41c Circular 1,77

HMP-H11 4,20 b 3,09b Ovalado 1,35
CRP-6 5,64 a 3,65 a Irregular 154
CRP -7 4,01c 342a Irregular 1,17
CRP-8 544 a 3,59 a Ovalado 1551
CRP-9 4,81a 3,55 a Irregular 1,35
CRP-10 4,73 a 340a Circular 1,39
CRP-12 3,94¢ 3,10b Circular 1,27
CRP-14 5,09 a 3,65a Circular 1,64
CRP-20 455b 2,80¢ Ovalado 1,62
CRP-22 4,63a 3,55a Irregular 1,30
CRP-15 4,69 a 36la Circular 1,22
CRP-16 461a 3,69a Circular 1,24
MNP-32 4,96 a 3,56 a Circular 1,39
MNP-33 451 a 3,65 a Irregular 1,23
MNP-34 5,40 a 3,70 a Ovalado 1,45
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MNP-35 579a 342 a Circular 1,69

MNP-36 3,74 c 3,10b Circular 1,20

MNP-37 505a 3,17b Circular 1,59

MNP-38 4,79 a 2,81c Circular 1,70

MNP -40 3,96 ¢ 2,94 a Irregular 1,34
V(%) 15,69 13,67

1C.V.% = Coeficiente de Variagao
* Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a de 5% de probabilidade.

Embora o formato de conidios e apressorios tenha permitido agrupar os
isolados em dois complexos de espécies, observou-se que as dimensdes dessas
estruturas sao inferiores as especificadas por Sutton [37]. Enquanto C.
gloeosporioides apresenta conidios com comprimento entre 12 a 17 um e largura entre
3,5 a6 um, além de apressérios com comprimento variando de 6,0 a 20,0 um e largura
de 40 a 12 pm [37], as dimensdes obtidas no presente estudo foram
consideravelmente menores para esse complexo de espécies.

A consideravel diversidade genética existente dentro das espécies de
Colletotrichum pode ser responsavel por tais variagbes morfométricas. Essa
variabilidade genética, frequentemente expressa nas caracteristicas morfolégicas dos
conidios e apressorios € um fator que dificulta a identificacdo das espécies [51].
Devido a complexidade da variabilidade morfol6gica, abordagens moleculares, como
analises de sequéncias de DNA, sdo necessérias para uma identificacdo precisa e
robusta das espécies [52].

Ao identificarem espécies de Colletotrichum associadas a antracnose em
pimentdo (C. annuum), Liu et al. [53] constataram que as espécies C. gloeosporioides
e C. siamense puderam ser distinguidos apenas por analises filogenéticas, ndo sendo

possivel pela avaliagdo morfologica.

Analise molecular e filogenética

Os resultados da andlise molecular, com base nas sequéncias parciais dos
genes ITS, ACT, GAPDH, B-TUB, juntamente com a analise filogenética, confirmaram
gue os 48 isolados de Colletotrichum provenientes de pimenta-de-cheiro pertencem a
dois complexos distintos, conforme apontado pela analise morfologica. Os isolados do
grupo 1 foram agrupados no complexo Colletotrichum acutatum e identificados como
C.scovillei (Figura 5), e os isolados do grupo 2 foram agrupados no complexo

Colletotrichum gloeosporioides e identificadas como C. siamense (Figura 6).
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Esses resultados fornecem evidéncias de que, no patossistema: antracnose-
pimenta-de-cheiro, 0 mesmo hospedeiro € frequentemente infectado por diferentes
espécies de Colletotrichum [54].

As espécies C. siamense e C. scovillei tém sido frequentemente relacionadas
com a antracnose em Capsicum spp. [55, 48, 56,57, 47, 28, 58]. No decorrer desta
pesquisa, verificou-se que a espécie C. scovillei (grupo 1) foi prevalente e identificada
em todos os municipios analisados. Essa espécie ja foi registrada em Capsicum, na
Tailandia [58], na india [59] e China [56, 60]. Por outro lado, C. siamense (grupo 2),
também identificada no presente estudo, teve sua origem descrita em café na
Tailandia, contudo, apresenta uma ampla variedade de hospedeiros em diversas
regides tropicais e subtropicais [61].

No nordeste do Brasil, Silva et al. [62] identificaram, por meio de andlise
morfométrica e molecular, cinco espécies de Colletotrichum a antracnose em pimenta
malagueta (C. frutescens) e pimentdo (C.annuum), incluindo C. scovillei e C.
siamense.

No estado do Amazonas, Oliveira et al. [63] foram os primeiros a relatar
siamense e C. scovillei como agentes causadores da antracnose na pimenta-de-
cheiro, além de mencionar a presenca de uma terceira espécie, C. brevisporum, que

nao foi identificada em nosso estudo.



RIP J10 | C. chinense
HMP H9 | C. chinense
HMP H8 | C. chinense
HMP H7 | C. chinense
HMP H1 | C. chinense
HMP H11| C. chinense
HMP H4 | C. chinense
HMP H5 | C. chinense
HMP H6 | C. chinense
MNP 35| C. chinense
CRP 22 | C. chinense
CRP 14| C. chinense
MNP 32 | C. chinense
CRP 10| C. chinense
CRP 12| C. chinense
PFP 28 | C. chinense
PFP 30 | C. chinense
CRP 8 | C. chinense
PFP 5| C. chinense
PFP 1| C. chinense
CRP 16 | C. chinense
IRP J5 | C. chinense
1010098 | MNP 38 | C. chinense
MNP 40 | C. chinense
~IRPJ7 | C. chinense
PFP 3| C. chinense C. scovillei
PFP 4| C. chinense
CBS126529 | Capsicum sp.
CBS120708 | C. annuum
CBS126530 | Capsicum sp.
MNP 37 | C. chinense
IRP J4 | C. chinense
CRP 6 | C. chinense
PFP 2| C. chinense
CRP 15| C. chinense
99/9885 | |CRP 7| C. chinense
CRP9 | C. chinense
MNP 33 | C. chinense
PFP 31| C. chinense
MNP 34 | C. chinense
PFP 26 | C. chinense
PFP 25| C. chinense
IRP J6 | C. chinense
CRP 20 | C. chinense
IRP 36 | C. chinense
HMP H3 | C. chinense
HMP H2 | C. chinense
HMP H10 | C. chinense
1.0/98/100/|| |HMP H11 | C. chinense

99/95/-

1.0/100/ IMI364540 | C. coronarium .
CBS85373 | Cosmos sp. C. cosmi
CBS29267 | C. annuum C. brisbanense

| IMI 364297 | T. cacao C. sloanei
99/100/100 CBS 119142 | L. albus ,
108099~ | TICBS 119143 | L albus - 'upini
STH- CBS 21178 | Coffea sp. C. costaricense
CBS 129814 | S. betaceum
e CBS 129811 | S, betaceur_- el
’ 10T r CBS144 29 | Anemone sp. G scutatim
1.0100/100 1 CBS 126521 | Anemone sp. ~*
1.0/95/100 CBS 129941 | Grevillea sp.
w%a CBS 129940 | Grevilea sp.  C CUSeutae
L CBS 118194 | Phormium sp. C. ph i
e 74 1 CBS 48382 | Phomium tenax PO
: 95/88__ CBS 128530 | M. domestica  C. acerbum
99/100/100+ CBS 116478 | T. fortunei C. australe
1.0100/- 1 CBS 131325 | Hakea sp. i
CBS 129972 A. platanoides
1.0/1001100—
w00 CBS 129973 A. platanoides - 201
’ CBS 796 72 | A. virginica C. godetiae:
CBS 631 80 | Ascocenda sp. C. orchidophilum

Figura 5. Arvore de maxima verossimilhanca baseada nas sequéncias concatenadas de ITS,
ACT, GAPDH, B-TUB, mostrando a relacdes filogenéticas entre os isolados de Colletotrichum
associados a antracnose na pimenta-de-cheiro e espécies do complexo acutatum. Os valores
de suporte de clado = 0.90 de probabilidade posterior (inferéncia bayesiana) e 270% de
bootstrap (méxima verossimilhanca/ maxima parciménia) sdo indicados pelos nds. A arvore
foi enraizada com uma sequéncia de Colletotrichum orchidophilum (CBS 632.80). Os cédigos
das espécies sao seguidos pelo hospedeiro. As sequéncias deste estudo estao destacadas

em negrito.
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1.0/100/100 [CMP 17919 | D. alata
BS 30467 | D. alata C. alatae
IRP J1| C. chinense
99/98/100~ IRP J2 | C. chinense
IRPJ3 | C. chinense .
C. siamense
SORIDIN HKUCC 10884 | C. annuum
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N
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Figura 6. Arvore de méaxima verossimilhanca baseada nas sequéncias concatenadas de ITS,
GAPDH, ACT e TUB, mostrando a relagdes filogenéticas entre os isolados de Colletotrichum
associados a antracnose na pimenta-de-cheiro e espécies do complexo gloeosporioides. Os
valores de suporte de clado = 0.90 de probabilidade posterior (inferéncia bayesiana) e 270%
de bootstrap (maxima verossimilhanca/ maxima parciménia) sao indicados pelos nés. A arvore

foi enraizada com uma sequéncia de Colletotrichum boninense (ICMP 17904) e Colletotrichum

~1ICMP 18542 | C. sasanqua

1.0100100——ICMP17904 | C. asiaticum C. boninense
L CBS 24178 | Hippeastrum sp.  C. hippeastri

hippeastri (CBS 24178). As sequéncias deste estudo estdo destacadas em negrito.
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Todas as sequéncias provenientes deste estudo foram depositadas no
Genbank (Tabela 5).

Tabela 5. Isolados do complexo de espécies Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum
acutatum utilizados nesta pesquisa, hospedeiro, origem e nimeros de acesso das sequéncias
depositadas no GenBank

Espécies Caodigo  Hospedeiro Cidade/Estado/Pais TS ACr_;_"Gen BanI_T_UB GAPDH
C.scovilei PFP-1  C.chinense &% Fi,%‘iggﬁ’d(’/ AM " pp074332  PP105660 PP105699 PP105603
C.scovilei  PFP-2  Cchinense @S- FIQUeiredo/AM - ppg74333  pp1osese  PP105700  PP105604
C.scovilei  PFP-3  Cchinense o> FIQUeredol AM opo74334  ppiosess  PP105701  PP105605
C.scovilei PFP-4 Cchinense oS- FIQUeiredo/AM - ppo74535  ppioses2  PP105702  PP105606
C.scovilei  PFP-5  Cochinense oS- FIQUeIredo/AM - opo74335  pp1oses1  PP105703  PP105607
C.scovilei Pt Cochinense  Tres-FIguelredol AM - ppo74337  ppiosess  PP105704  PP105608
C. scovillei ng " Cchinense 'S FilgB“rgisri?dO/ AM " bpo74338  PP105657 PP105705 PP105609
C.scovilei PP Cohinense P Figueiredo/ AM  ppo74339  PP105656 PP105706  PP105610
C. scovillei P';g " Cchinense €S FilgB“rgisride/ AM " bpo74340 PP105654 PP105707 PP105611
C.scovilei  "E Cochinense  F'®% Figueiredo/ AM  ppo74341  PP105653 PP105708  PP105612

C. scovillei IRP-36  C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074357 PP105664 PP105724 PP105628
C.siamense IRP-J1  C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074362 PP105696 PP105744 PP105648
C.siamense IRP-J2 C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074361 PP105697 PP105745 PP105649
C.siamense IRP-J3  C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074363 PP105698 PP105746 PP105650

C. scovillei IRP-J4  C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074364 PP105672 PP105728 PP105632
C. scovillei IRP-J5 C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074365 PP105671 PP105729 PP105633
C. scovillei IRP-J6  C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074366 PP105670 PP105730 PP105634
C. scovillei IRP-J7  C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074367 PP105669 PP105731 PP105635
C. scovillei I\I;%E)— C.chinense Iranduba/AM/Brasil PP074368 PP105673 PP105732 PP105636
C. scovillei H|IE|/I1P C.chinense Humaita/AM/Brasil PP074369 PP105682 PP105733 PP105637
C. scovillei szp C.chinense Humaitd/AM/Brasil PP074370 PP105681 PP105734 PP105638
C. scovillei Hx; C.chinense Humaita/AM/Brasil PP074371 PP105680 PP105735 PP105639
C. scovillei H|Ii|/I4P C.chinense Humaitd/AM/Brasil PP074372 PP105679 PP105736 PP105640
C. scovillei ng C.chinense Humaita/AM/Brasil PP074373 PP105678 PP105737 PP105641
C. scovillei Hzlg C.chinense Humaitd/AM/Brasil PP074374 PP105677 PP105738 PP105642
C. scovillei HM; C.chinense Humaitd/AM/Brasil PP074375 PP105676 PP105739 PP105643
C.scovilei M7 Cochinense  HumaitiAM/Brasil  PPO74376 PP105675 PP105740 PP105644
C. scovillei Hzl; C.chinense Humaitd/AM/Brasil PP074377 PP105674 PP105741 PP105645
C. scovillei HH'\?II.B- C.chinense Humaitd/AM/Brasil PP074378 PP105683 PP105742 PP105646
C.scovilei M7 Cechinense  HumaitiAM/Brasil  PPO74379 PP105684 PP105743  PP105647
C. scovillei CRP-6  C.chinense Careiro/AM/Brasil PP074348 PP105688 PP105715 PP105619
C. scovillei CRP-7  C.chinense Careiro/AM/Brasil PP074349 PP105687 PP105716 PP105620
C. scovillei CRP-8 C.chinense Careiro/AM/Brasil PP074350 PP105686 PP105717 PP105621
C. scovillei CRP-9 C.chinense Careiro/AM/Brasil PP074351 PP105685 PP105718 PP105622
C. scovillei Cle ) C.chinense Careiro/AM/Brasil PP074352 PP105695 PP105719 PP105623
C.scovilei 5" Cchinense  Careio/AM/Brasil  PPO74342 PP105694 PP105709 PP105613
C. scovillei C1R4P ) C.chinense Careiro/AM/Brasil PP074343 PP105693 PP105710 PP105614
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Avaliacao daviruléncia dos isolados

Os isolados de Colletotrichum spp. inoculados em frutos de pimenta-de-cheiro,

induziram o surgimento de sintomas caracteristicos de antracnose em frutos feridos,
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predominando lesBes necréticas de tonalidade marrom escura. Os isolados

pertencentes ao grupo 1, identificados como Colletotrichum scovillei, apresentaram

acérvulos contendo uma massa de conidios de coloragéo alaranjada (Figura 7A). Na

espécie do grupo 2, identificada como C. simanese (Figura 7B), os acérvulos nao

foram observados.

Figura 7. Lesdes nos frutos de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense), inoculadados com discos

miceliais de Colletotrichum scovillei (A) e Colletotrichum siamense (B)

Observacoes semelhantes dos sintomas também foram relatadas por Liu et al.

[56], Liao et al. [57] e De Silva et al. [58].
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O diametro médio das lesdes (DML) variou significativamente (3,04 a 19,45
mm), indicando diferentes niveis de viruléncia dos isolados (Tabela 6). Os estudos de
viruléncia permitem avaliar a intensidade dos sintomas induzidos pelos diferentes
isolados, sendo crucial para determinar o impacto econdmico e agrondmico da doenca
[64].

Tabela 6. Diametro médio das lesdes (DML) e severidade da antracnose em frutos de pimenta-
de-cheiro inoculados com isolados de Colletotrichum spp.

Isolados ‘DML 2Severidade (%)
PFP-1 15,04 a 100
PFP-2 3,19c 40
PFP-3 15,59 a 100
PFP-4 8,05b 80
PFP-5 9,7b 80
PFP-25 559b 80
PFP-26 10,23 b 80
PFP-28 15,02 a 100
PFP-30 11,45 a 100
PFP-31 14,25 a 100
IRP-J1 13,58 a 100
IRP-J2 12,09 a 100
IRP-J3 7,62b 60
IRP-J4 6,23 b 80
IRP-J5 3,18c¢ 40
IRP-J6 15,45a 100
IRP-J7 1291 a 100

IRP-J10 17,25 a 100

HMP-H1 15,30 a 100

HMP-H2 17,84 a 100

HMP-H3 16,55a 100

HMP-H4 15,69 a 100

HMP-H5 18,25a 100

HMP-H6 18,03 a 100

HMP-H7 17,36 a 100

HMP-H8 16,56 a 100

HMP-H9 19,45a 100

HMP-H10 15,31 a 100

HMP-11 16,10 a 100
CRP-6 12,44 a 100
CRP-7 12,33 a 100
CRP-8 11,03 a 100
CRP-9 7,89b 80

CRP-10 12,36 a 100

CRP-12 11,23 a 100

CRP-14 7,84b 80

CRP-20 3,17c 60

CRP-22 16,00 a 100

CRP-15 14,89 a 100

CRP-16 11,02 a 100

MNP-32 5,64b 80

MNP-33 8,01b 80

MNP-34 6,89b 80

MNP-35 3,19c 40

MNP-36 3,04c 40
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MNP-37 16,44 a 100
MNP-38 13,89 a 100
MNP -40 15,11 a 100

Teste. 0,00c 0,00
SCV(%) 34,43

'Diametro médio das lesGes
2Severidade avaliada pela escala proposta por Ro et al. (2021)
3C.V.% = Coeficiente de Variagdo

A severidade, variando de 0 a 100%, revelou que a maioria dos isolados
apresentaram 100% de severidade, indicando uma alta viruléncia. Vale ressaltar que
o tratamento controle ndo apresentou lesdo nos frutos.

Na condicédo de campo, a infeccdo natural em pimenta ocorre pela fixagcado dos
esporos na cuticula, formacéo de apressorios e infeccdo direta. Lesionar o pericarpo
do fruto também proporciona uma entrada direta para infeccdes. Este estudo esté
alinhado com a abordagem comum em estudos de patogenicidade, nos quais a
viruléncia de espécies de Colletotrichum é avaliada mediante a realizacdo de
ferimentos nos frutos antes da aplicagédo do in6culo [28].

A alta viruléncia observada em vérios isolados destaca a necessidade de
estratégias eficazes para mitigar perdas nas culturas. Os resultados dos estudos de
viruléncia sdo a base para investigacdes mais aprofundadas em nivel molecular e
gendmico, incluindo a identificacdo de genes de viruléncia e a compreensdo das

interacdes planta-patégeno [58].

CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa revelaram uma diversidade morfométrica entre
os isolados de Colletotrichum spp., evidenciada pelas variagcdes na coloracao das
colénias e nos indices de crescimento micelial (ICM), bem como das estruturas
reprodutivas, como os conidios e apressorios.

Embora essas caracteristicas tenham sido Uteis na diferenciacéo entre os dois
complexos de espécies, as dimensdes observadas para conidios e apressorios foram
inferiores as descritas na literatura para C. gloeosporioides e C. acutatum.

A andlise molecular, com base nas sequéncias parciais dos genes ITS, ACT,
GAPDH, B-TUB, e as arvores filogenéticas resultantes, revelaram que os isolados
estudados pertencem a dois complexos distintos: Colletotrichum acutatum e

Colletotrichum gloeosporioides. Essa identificagcdo molecular forneceu uma visédo mais
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precisa da diversidade genética dos isolados, superando as limitacdes da abordagem

morfoldgica.

No ensaio de viruléncia todos os isolados demonstraram capacidade de causar

sintomas tipicos de antracnose nos frutos de pimenta-de-cheiro, com variacdes no

tamanho das lesdes. A predominancia da espécie C. scovillei sugere sua relevancia

como agente causal da antracnose nesta regiao.
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RESUMO

As pimentas (Capsicum spp.) sdo cultivadas em todo o mundo, com China e Mexico
se destacando como principais produtores. No Brasil, a pimenta-de-cheiro (Capsicum
chinense Jacqg.) possui grande relevancia econémica e cultural. No entanto, enfrenta
desafios, especialmente relacionados a antracnose causada por Colletotrichum spp..
Embora o controle quimico seja uma pratica comum no manejo da doenca ha
crescentes preocupacdes em relacéo a resisténcia dos patdgenos e aos residuos dos
fungicidas, o que tem impulsionado a busca por alternativas como abordagens
nutricionais, principalmente. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adubagéo
e fungicidas na producdo e na intensidade da antracnose buscando estabelecer
medidas integradas e eficientes de manejo. O experimento foi conduzido na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Amazonas (FAEXP-UFAM). O
delineamento experimental usado foi em blocos casualizados, com parcelas
subdivididas, cujos tratamentos constaram de fungicidas: Flutriafol, Clorotalonil,
Azoxistrobina+Difeconazol e controle aplicados nas parcelas e adubacdo com NPK
nas subparcelas nas doses de 0, 50, 100 e 200 % da dose recomendada. As
avaliacOes foram iniciadas a partir de 90 dias apds o transplantio e concluidas aos 210
dias apods o transplantio. A cada quinze dias quantificou-se a incidéncia e a severidade
da antracnose nos frutos e a produtividade por meio do nimero e peso de frutos, além
de altura das plantas. A interacéo significativa entre os fatores estudados foi para
incidéncia da antracnose, severidade, produtividade, nimero de frutos, peso dos
frutos e area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD). A incidéncia e a
severidade da antracnose foram reduzidas nas plantas que foram submetidas a doses
de adubacao de 100% (150; 200 e 150 kg.ha de N, P205, e K20, respectivamente) e
200% (300, 400 e 300 kg.ha de N, P205, e K20, respectivamente), especialmente
guando associadas ao fungicida Azoxistrobina + Difeconazol. Para as variaveis de
produtividade, o tratamento com adubacdo 200%, quando combinado com o de
fungicida Azoxistrobina+Difeconazol contribuiram para o maior nimero e peso de
frutos. A combinacdo dos fatores estudados ndo teve efeito em variaveis de
crescimento como altura de plantas e peso da matéria seca da parte aérea.
Entretanto, para essas variaveis, 0s tratamentos com adubagdo foram
preponderantes, demonstrando influéncia significativa. Este estudo destaca a
importancia da interacdo entre adubacéo e fungicidas no manejo da antracnose e na
produtividade da pimenta-de- cheiro.

Palavras-chave: Pimenta-de-cheiro, Colletotrichum spp., NPK, manejo integrado.
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INTRODUCAO

As pimentas (Capsicum spp.) estéo entre as principais hortaligas cultivadas no
mundo, podendo ser consumidas in natura ou processadas em forma de paprica,
pastas e em conservas (Almeida et al., 2020). Dados disponibilizados pela FAO
(Organizacédo das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacéo), referentes ao ano
de 2022, apontam que a China e o México sdo os maiores produtores mundiais de
pimentas do género Capsicum com producdo anual de 16,8 e 3,1 milhdes de
toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2024). No Brasil, a producdo anual de
pimentas é estimada em 75 mil toneladas, sendo o Sudeste e Centro-Oeste as
maiores regides produtoras deste fruto no pais (Giannini et al., 2023).

No Amazonas, a pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacq.) € uma espécie
de grande relevancia econémica e cultural cultivada pela agricultura familiar (Berni &
Cardoso, 2013), predominantemente. Suas caracteristicas de ciclo curto e de facil
manejo tem grande potencial para expansdo da cultura na regido. Segundo o ultimo
relatorio da producao vegetal (IDAM, 2023), a producao anual de pimenta-de-cheiro
atingiu 2,88 mil t. de frutos frescos. Essa producéo ocorreu em uma area cultivada de
353,44 h4. O municipio do Amazonas maior produtor desta hortalica é Iranduba, com
693,60 t. em uma &rea de 96 ha (IDAM, 2023).

E uma cultura com grande potencial de expanséo, entretanto, enfrenta desafios
relacionados a antracnose, uma doenca fangica causada por diversas espécies do
género Colletotrichum (Parisi et al., 2020). Os sintomas se manifestam nos ramos,
folhas e frutos, sendo estes Ultimos as partes mais afetadas por lesdes inicialmente
pequenas e escuras. Estas lesdes, circulares e deprimidas, evoluem para formar
circulos concéntricos e pontos negros, correspondentes aos acérvulos do fungo. A
partir dos acérvulos, emerge uma massa alaranjada composta pelos conidios do fungo
(Hanada et al., 2011).

A antracnose é favorecida em condi¢cdes de temperatura que variam de 22 a
30 °C e umidade superior a 80% (Park et al., 2012;Tofoli et al., 2015; Rashid et al.,
2014). Nestas condicdes, a doenca € extremamente destrutiva, podendo ocasionar
perdas de 100% da producao (Pedroso et al., 2020). No Amazonas trés espécies de
Colletotrichum foram descritas afetando a pimenta-de-cheiro: C. siamense, C. scovillei
(Oliveira et al., 2017) e C. brevisporum (Almeida et al.,, 2017), destacando a

importancia de medidas de controle para reduzir os danos causados pela doenca.
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O controle quimico € uma das principais estratégias utilizadas para o manejo
da antracnose (Gomes & Serra, 2013; Saxena et al., 2016). Fungicidas com acéo
protetora, como o Clorotalonil tém sido amplamente utilizados para reduzir a
incidéncia da doenca (Pedroso et al., 2020). Estes fungicidas formam uma barreira
protetora sobre os tecidos da planta, impedindo a penetragdo dos esporos do fungo
e, consequentemente, a infeccdo. Além disso, fungicidas com acao curativa, como o
Azoxistrobina e Difeconazol, podem ser aplicados para controlar a antracnose ja
estabelecida. No entanto, problemas associados, como resisténcia de patdégenos
(Twardowaki, 2010) e residuos dos fungicidas (Reddy et al., 2019), destacam a
necessidade de métodos alternativos, incluindo abordagens nutricionais (Spann &
Schumann, 2010).

Plantas adequadamente nutridas, geralmente, apresentam maior capacidade
de estabelecer barreiras de resisténcia como células epidérmicas mais espessas,
maior lignificacdo, maior sintese de compostos fenolicos e fitoalexinas (Vilela et al.,
2022). Quando as plantas estdo em situacdo de desequilibrio nutricional com
deficiéncia ou excessivamente nutridas, tornam-se predispostas a infec¢do (Taiz &
Zeiger, 2017)

No caso especifico da pimenta-de-cheiro Gasparotto et al. (2014) recomendam
efetuar corretamente as adubacdes nitrogenadas com sulfato de amodnia, ureia e
esterco de aves, pois 0 excesso de nitrogénio favorece a severidade da antracnose,
enquanto que niveis adequados de fésforo e potassio podem reduzir a sua ocorréncia.
Isto sugere que a nutricdo mineral quando manejada corretamente, pode ser utilizada
como complemento ou método alternativo na reducdo e no manejo de doencas
(Marschner, 2012).

Considerando que a antracnose representa um desafio significativo para o
aumento da producdo da pimenta-de-cheiro e levando em consideragao a escassez
de estudos sobre métodos combinados para o controle da antracnose em Capsicum
em condi¢cdes de campo (Pedroso et al., 2020), este trabalho teve o objetivo de
estabelecer medidas mais eficientes de manejo da adubacgdo e de fungicidas na

producéo e na intensidade da antracnose em pimenta-de-cheiro.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de agosto de 2022 a marco de 2023,
em condigcbes de campo na fazenda experimental da Universidade Federal do
Amazonas (FAEXP - UFAM), localizada no Km 38 as margens da rodovia BR-174
(2°38’57,6” S e 60°3'11” W), Manaus, AM. A regido possui clima tropical umido, com
precipitacfes de 2.200 a 2.500 mm, concentrada principalmente nos meses de
dezembro a marco, e temperatura média de 31,2°(Alvares et al., 2013).

O solo da &rea experimental é classificado como Latossolo Amarelo. Antes do
inicio do experimento, foram coletadas amostras de solo a uma profundidade de 0-20

cm e suas propriedades quimicas e fisicas foram determinadas (Tabela 1).

Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos do solo da &rea experimental

Variaveis Unidades Valor
pH - Acidez ativa (CaCl2) 4,00
H+Al - Acidez potencial (SMP) cmolc.dm-3 4,69
Al - Aluminio (KCI) cmolc.dm-3 0,50
Ca - Célcio (KCI) cmolc.dm-3 0,35
Mg - Magnésio (KCI) cmolc.dm-3 0,20
K - Potassio (Mehlich-1) mg.dm-3 22,00
P - Fésforo (Mehlich-1) mg dm?-3 4,00
MO- Matéria organica (colorimetria) dag.kg? 2,20
SB - Soma de bases cmolc.dm-3 0,65
T - Cap. de troca de cations a pH 7 cmolc.dm-3 5,34
t - Cap. de troca de cations efetiva cmolc.dm-3 1,15
V - Saturacao por bases % 12,17
m - Saturacao por aluminio % 43,48
pH SMP - (tampéo SMP) - 5,90
Na - (Sadio) mg.dm-? 10,00
P rem - Fosforo remanescente mg.kg? 17
Areia % 13,5
Silte % 8,3
Argila % 78,2
Textura - MA=muito argilosa

Preparo da area e calagem

O experimento foi implantado em uma area de 1.610 m?2. A abertura de covas
de 40x40 cm ocorreu manualmente utilizando o espacamento de 1m entre plantas e
1m entre linhas.

A correcao da acidez e as recomendacdes de adubacao foram calculadas com
base nos resultados da analise do solo e seguindo as indica¢des de Brasil et al. (2020)
e Moreira et al. (2010) para a cultura da pimenta-de-cheiro. O calcéario (PRNT 87,3%)
foi aplicado manualmente na quantidade de 283 g em cada cova, com 0 objetivo de

aumentar a saturacao por bases para 70%, trinta dias antes do plantio.
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Produc&o de mudas e transplantio

Para obtencéo das mudas, sementes de pimenta-de-cheiro cultivar “De Cheiro”
(Feltrin®) foram semeadas em copos de plastico (150 mL) contendo substrato
VIVATTO Slim ® e mantidas em viveiro até que as plantas apresentassem trés pares
de folhas definitivas, quando foram transplantadas para o campo. No transplantio,
como fonte de micronutrientes foi fornecido 62 g de FTE BR12 e 1 litro de esterco de

galinha poedeira curtido em cada cova (Moreira et al., 2010).

Delineamento experimental e defini¢do dos tratamentos

O experimento foi instalado em delineamento experimental em blocos
casualizados, com parcelas subdivididas e trés repeticbes. Dois fatores foram
estudados: fungicidas e adubacdo. Nas parcelas foram casualizados quatro
tratamentos com fungicidas: Flutriafol (0,5 L.ha); Azoxistrobina+Difeconazol (0,4
L.ha), Clorotalonil (20 g/10 litros de agua), além de uma parcela controle. A selecéo
dos fungicidas foi realizada com base em suas recomendac¢des para as culturas da
pimenta-de-cheiro e do pimentdo (MAPA, 2024).

Os fungicidas foram aplicados semanalmente a partir do periodo de frutificacéo
(Pedroso et al., 2020), com um total de trés aplicacdes para cada fungicida (MAPA,
2024). As aplicagbes foram realizadas utilizando um pulverizador costal manual.
Durante as pulverizac6es, uma lona de plastico foi usada para separar a parcela que
estava sendo pulverizada das parcelas adjacentes, minimizando o risco de deriva
entre elas.

Nas subparcelas foram aplicados quatro niveis de adubacdo com NPK:
subparcela controle (sem adubacao); adubacgéo 50% (75, 100 e 75 kg.ha de N, P20s,
e K20, respectivamente); adubacéo 100 % (150; 200 e 150 kg.ha de N, P20s, e K20,
respectivamente) e adubacao 200 % (300, 400 e 300 kg.ha de N, P20s5 e K20,
respectivamente) da dose recomendada para a pimenta-de-cheiro.

Cada parcela experimental era composta de cinco linhas, cada uma contendo
16 plantas, totalizando 80 plantas por parcela (Figura 1). Para avaliacdo foram

consideradas como Uteis as seis plantas das 3 linhas centrais das subparcelas.
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D0= CONTROLE; D1= ADUBAGAO 50%; D2= ADUBAGAO 100%; D3= ADUBAGAO 200%.
Figura 1. Croqui da area experimental

Foram utilizados a ureia (45% de N) como fonte de N e o cloreto de potassio
(58% de K20) como fonte de K. A aplicacéo de P na forma de superfosfato triplo (46%
de P20s), foi realizada em uma Unica aplicagcdo no momento do transplantio. O calculo
das doses de adubacéo foi efetuado conforme as recomendac¢cdes em quilogramas
por hectare, sendo posteriormente convertidas em gramas por cova, considerando a
area de cada cova de 1m?2. A aplicacéo foi realizada manualmente, seguindo as doses
especificadas abaixo para cada tratamento.

Tabela 2. Doses de nitrogénio (ureia), fosforo (superfosfato triplo) e potassio (cloreto de potassio) em
gramas/cova

Cloreto de
potassio

Super fosfato

Ureia .
triplo

Adubacéao

Adubacédo 50 % 17,04 g/cova 21,73 g/cova 12,5 g/cova

Adubacédo 100% 34,09 g/cova 43,47 g/cova 25 glcova

Adubacé&o 200 % 68,18 g/cova 86,94 g/cova 50 g/cova

As adubacbes com N e K foram parceladas em quatro aplicacdes, sendo a
primeira aplicada no momento do transplantio e as demais em intervalo de 30 dias até

a colheita do experimento.
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Tratos culturais e irrigacéo

A area experimental foi submetida a capinas mensais, utilizando enxadas nas
parcelas e rocadeira nos espacos entre os blocos. O controle de formigas cortadeiras
foi no inicio do crescimento das plantas, mediante a aplicacdo de Sulfluramida. Foi
implementado um sistema de irrigagdo por gotejamento com fita gotejadora,
garantindo que as plantas fossem irrigadas duas vezes ao dia, tanto pela manha
qguanto a tarde. Ao longo de todo o experimento, foi conduzido um monitoramento
constante para identificar a presenca de outras doencas e pragas na area

experimental.

In6culo e procedimentos de inoculacéo

Como néo havia registro de infec¢cdo natural de Colletotrichum spp. na area
experimental, foi realizada a inoculacéo nas plantas de pimenta-de-cheiro. O indculo
foi preparado a partir de isolados monospéricos de Colletotrichum siamense (IRP-J1;
IRP-J2 e IRP-J3) e Colletotrichum scovillei (HMP-H1; PFP- 01 e MNP-34), os quais
foram obtidos a partir de frutos de pimenta-de-cheiro exibindo sintomas de antracnose,
provenientes de diferentes areas de producéo no estado do Amazonas. Um total de
15 culturas individuais foram cultivadas em BDA a uma temperatura de 25°C (+ 1°C)
durante 10 dias. Os conidios foram retirados das placas de Petri, suspensas em agua
e a suspenséo foi ajustada para 10° conidios.ml* por meio da Camara Neubauer. Esta
suspensao foi pulverizada em plantas de pimenta-de-cheiro no inicio do florescimento,
com auxilio de pulverizadores manuais (500 mL). ApGs a inoculacao, as plantas foram
cobertas com sacos plasticos transparentes e mantidas em camaras Umidas por um

periodo de 24 horas.

Coleta dos dados e variaveis analisadas

Os dados climéticos referentes aos meses de realizacdo da pesquisa foram
adquiridos junto ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). Durante o
experimento, as avaliagbes foram realizadas a partir do inicio da frutificacéo,
aproximadamente 90 dias ap0s o transplantio. As avaliagbes foram quinzenais ao
longo de um periodo de quatro meses nas seis plantas centrais de cada subparcela,

totalizando oito avaliagGes. Estas avaliacdes abrangeram:
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A incidéncia da doenc¢a nos frutos: quantificada como a porcentagem de plantas
com frutos sintomaticos em relacéo ao total de plantas avaliadas em cada tratamento,
utilizando a equacéo (Campbell & Madden, 1990).

I(%) = (NPD)/(NTP) X 100
onde | (%) denota a incidéncia, NPD representa o numero de plantas doentes e NTP
e o total de plantas avaliadas para cada tratamento.
Severidade: A avaliacdo da severidade foi realizada em 20 frutos selecionados
aleatoriamente nas 6 plantas Uteis de cada tratamento. A severidade da doenca foi
avaliada usando uma escala proposta por RO et al. (2021) para frutos inoculados sem
ferimentos. Essa escala compreende 5 notas de classificagdo da seguinte forma: 0 =
nenhum sintoma visivel observado; 1 = sintomas de tamanho inferior a 10%; 2 =
sintomas com 11-20%; 3 = sintomas com 21-40%; 4 = sintomas 41-100%.
Posteriormente, essas notas foram transformadas em porcentagem de severidade e
com base nos dados de severidade, foram construidas as curvas de progresso da
doenca, e, posteriormente, a area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD),
conforme Campbell e Madden (1990).
Produtividade: avaliada nas plantas uteis de cada tratamento, através da
quantificacdo do numero e peso total de frutos produzidos por planta.
Altura de plantas: mensurada em centimetros (cm), utilizando uma fita métrica e
adotando-se como critério a distancia entre a parte basal do coleto até a folha mais
alta da planta.
Peso da matéria seca da parte aérea: ao término das avaliacdes, as plantas Uteis
foram colhidas inteiras e retiradas somente a parte aérea para a determinacdo da
matéria seca. As plantas foram secas em estufa de circulacao forcada de ar, com
temperatura variando de 65 a 70 °C, até atingirem peso constante. Apds a secagem,
foi determinado o peso da matéria seca da parte aérea (MSPA) em uma balanca
analitica (0,019).
Andlise foliar: A folha amostrada para a realizagdo das analises foi a terceira, a contar
do apice, no inicio do florescimento (Moreira et al., 2010). As folhas foram submetidas
a secagem até atingir peso constante (Pérez-Harguindeguy et al., 2013), depois

trituradas e, em seguida, encaminhadas ao laboratério para analise de nutrientes
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Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos aos pressupostos da analise de variancia
(ANOVA) para verificacdo da normalidade dos dados. Os resultados foram analisados
por meio da ANOVA a 5% (p < 0,05) de significancia, por meio do pacote ExpDes.pt
do software Rstudio (Ferreira et al., 2014).Quando os resultados indicaram interagéo
significativa entre os fatores, fez-se andlise de regressao para identificar o modelo
matematico que explicasse o comportamento entre os fatores independentes e a
variavel analisada.

Quando a interacao entre os fatores ndo foi estatisticamente significativa, os
fatores foram examinados individualmente. Foram ajustadas equacdes com
significancia estatistica, utilizando regressfes entre as variaveis independentes e as

demais variaveis dependentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3, sdo apresentados a significancia das variaveis analisadas e suas
interagbes. Foi encontrada diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) na
interacdo entre fungicidas e adubacéo para as variaveis incidéncia da antracnose,
severidade, niumero de frutos, peso de frutos e area abaixo da curva do progresso da
doenca (AACPD). Para as variaveis altura de plantas (AP) e peso da matéria seca da
parte aérea (MSPA), ndo se observou efeito dos fungicidas nem da interacéo entre

fungicidas e adubacéo.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para as variaveis produtividade, nimero de frutos e peso
dos frutos, incidéncia da antracnose, severidade, area abaixo da curva do progresso da doenga
(AACPD), altura de plantas (AP) e peso da matéria seca da parte aérea (MSPA) em funcao dos
fatores fungicidas e adubacéo e da interacdo desses fatores.

Significancia do teste F

Fv GL Peso

Ne° frutos de frutos Incidéncia. Severidade AACPD AP MSPA

Fungicida (F) 3 4x10* 0.001* 0,004* 0.001* 2x10  0.66" 0.411"
Adubacéo (A) 3 2x10716* 2x10%6* 1x10-6* 2x10°6* 2x1016*  2x10%  2x10°6*
Interagdo FxA 9 0,000 * 0,004* 0,016* 0,010* 2x10%6x  0,76"s 0,07"s
CV (%) F - 12,92 19,50 14,81 17,24 16,00 20,70 16,30
CV (%) A - 10,80 17,61 9,34 12,65 10,15 8,96 17,25

* Significativo a 5 % (p < 0,05). ™ ndo significativo (p = 00,05).

A analise de regressdo entre fungicidas e adubacgédo (Figura 2A e 2B) para
incidéncia e severidade da antracnose revela uma tendéncia negativa a medida que
as doses de adubacao aumentam, indicando reducao da incidéncia e severidade com

o0 aumento da adubacéo.
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Figura 2. Incidéncia da antracnose (A) e severidade (B) em fun¢do da interacdo entre fungicidas e
adubacao com NPK em plantas de pimenta-de-cheiro.

A incidéncia e severidade da antracnose foram reduzidas em plantas que foram
submetidas a dose de adubacgéo de 100% (150; 200 e 150 kg.ha de N, P20s, e K20,
respectivamente) e 200% (300, 400 e 300 kg.ha de N, P20s, e K20, respectivamente),
especialmente quando associadas ao fungicida Azoxistrobina + Difeconazol. Esses
resultados sugerem que a adubacdo com NPK em doses recomendadas ou mais
elevadas pode ter um efeito positivo na reducao da antracnose (Singh et al. 2022).

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Pooja et al. (2019),
gue relataram severidade minima da antrachose (26,13% ) no tratamento que utilizou
NPK em doses acima da recomendada (150, 50, 50 kg.ha de NPK, respectivamente)
para a pimenta-de-cheiro. Também Singh et al. (2022) avaliaram o efeito de diferentes

doses de NPK no controle do patdgeno C. gloeosporioides e mostraram que, entre
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os fertilizantes, a aplicacao de doses maiores de P (60 kg de P20s) e K (75 kg de K20)
apresentaram reducéo significativa da antracnose de 25% e 19,66% de severidade da
doenca, em comparacao com o controle (60%).

A comparagdo com estudos anteriores destaca a importancia da combinagé&o
correta de nutrientes, especialmente considerando ndo apenas 0 nitrogénio, mas
também o fosforo e o potassio (Singh et al., 2022). Doses elevadas de nitrogénio
podem nao proporcionar beneficios significativos e, em alguns casos, podem
aumentar a severidade da antracnose. Pedroso et al. (2020) observaram que doses
de até 150 kg.ha de nitrogénio ndo proporcionaram diferencas significativas na
severidade da antracnose. Quando a dose de N é elevada para 450 kg.ha, ha aumento
substancial da severidade da antracnose.

A reducéo da incidéncia e severidade da antracnose, com as doses crescentes
de NPK pode ser atribuida ao efeito dos nutrientes no metabolismo da planta (Huber
et al., 2012). O P € constituinte de moléculas celulares, como acido
desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA), trifosfato de adenosina (ATP) e
também esté envolvido em muitos processos metabdlicos que ocorrem tanto na planta
quanto no patégeno (Taiz & Zeiger, 2017). O K aumenta a espessura da parede em
células da epiderme, promove rigidez de tecidos e regula o funcionamento dos
estbmatos, criando obstaculos no fornecimento de nutrientes aos patdgenos
(Marschner, 2012; Taiz & Zeiger, 2017).

O fungicida sistémico Azoxistrobina + Difeconazol se destacou ao demonstrar
reducao significativa na intensidade da antracnose em plantas de pimenta-de-cheiro
(Figura 2A e 2B). Kharkwal et al. (2020) avaliaram o efeito dos fungicidas Difeconazol,
Azoxistrobina e Clorotalonil na inibicdo do crescimento micelial do patégeno
responsavel pela antracnose (C. capsici) no pimentdo (C. annuum) e mostraram que
o fungicida Difeconazol apresentou inibicdo do crescimento micelial de 93,83%,
enquanto o fungicida Clorotalonil registrou a menor inibicdo de 71,56% (Kharkwal et
al., 2020).

A area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) representa
parametro quantitativo para avaliar a intensidade da doenca ao longo do tempo (Alves
& Del Ponte, 2021). Valores mais baixos indicam uma menor intensidade ou um
desenvolvimento mais lento da doenga. Os dados de AACPD foram ajustados a um
modelo linear (Figura 4), e a curva de regressao revelou que a menor AACPD foi

observada na combinacéo do fungicida Azoxistrobina + Difeconazol com diferentes
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doses de adubacéo, com a reducdo mais significativa (27,49) ocorrendo na adubacéo
200% de NPK.
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§ =275 (R2=0,03NS)

BFlutriafol
¥ =-0,208x + 93,888 (R2 = 0,94)

AACPD
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Figura 3. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) em funcéo da interag&o entre

fungicidas e adubacdo com NPK em plantas de pimenta-de-cheiro.

O resultado da analise foliar (Tabela 4), revela que as plantas submetidas ao
tratamento com adubacdo 200% apresentam teores foliares de NPK considerados
ideais para a pimenta-de-cheiro. Conforme apontado por Moreira et al. (2010), os
valores desejaveis para esses nutrientes sdo aproximadamente 35 g/kg, 2,5 g/kg e 25
g/kg para N, P e K, respectivamente. Em contrapartida, os tratamentos controle, 50%
e 100% de adubacéo exibiram niveis inferiores a essas referéncias. I1sso sugere que
os tratamentos com doses inferiores podem néo ter fornecido nutrientes suficientes
para atender as demandas da pimenta-de-cheiro, resultando nos teores foliares

abaixo do considerado adequado.

Tabela 4. Resultados analiticos de macro e micronutrientes em folhas de pimenta-de-cheiro em
funcéo de tratamentos com adubacéo

Tratamento N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
(g/Kg) (mg/Kg)
Controle 29,24 1,78 11,84 1549 275 841 1436 547 12,14 13,15 9848
Adubacdo 30,72 2,26 12,81 17,25 423 9,56 1942 572 14,31 1525 105,89
50%
Adubacdo 34,05 264 2281 1930 566 9,97 2469 7,15 19,74 19,89 122,88

100%
Adubacdo 44,46 3,51 28,81 2482 7,39 10,21 25,26 10,47 92,37 34,23 177,16
200%

Durante os meses de producao das plantas, isto €, de dezembro a margo, foram

registradas condi¢Bes climaticas propicias a infec¢do das plantas pelo patégeno,



86

caracterizadas por umidade relativa superior a 80% e temperaturas médias de 27 °C
(Figura 3). Nestas condi¢des, conforme relata Pedroso et al. (2020), o fungicida
sozinho néo é eficiente quanto o uso de mistura de fungicida com outras estratégias
de manejo para controlar a doenga. Essa constatacao sugere que, neste trabalho, os
efeitos sinérgicos dos tratamentos foram efetivamente manifestados na redugéo tanto

na incidéncia quanto da severidade da antracnose.
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Figura 4. Dados climaticos de umidade relativa do ar (média (%) e temperatura média (°C) durante

o periodo de realizagdo do experimento. Fonte: INMET

A andlise das variaveis de produtividade, nimero de frutos e peso de frutos
(Figura 5A e B) revela o ajuste dos dados aos modelos linear e quadratico, apontando
para aumento nessas variaveis em resposta as diferentes combinacdes de fungicida

e adubacao, assim como no tratamento controle (Figura 5A e B).
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Figura 5. Numero de frutos/planta (A) e peso de frutos em funcéo da interacao entre fungicidas e

adubacao com NPK em plantas de pimenta-de-cheiro.

A adubacdo 200%, quando combinada com o fungicida
Azoxistrobina+Difeconazol resultou na maior produtividade, alcancando 148 frutos por
planta. Esses valores de produtividade sao superiores aos encontrados por (Jesus et
al., 2020) para a pimenta Cumari-do-Para (71 frutos por planta) e para a pimenta
Bode-vermelha (55 frutos por planta). Esse resultado destaca a eficacia dessa
combinacao especifica em promover um aumento expressivo na quantidade de frutos
produzidos. Além do numero de frutos, o peso dos frutos foi maior nas plantas que
receberam o dobro da dose recomendada para a pimenta-de-cheiro (adubacgéo 200%)
associado ao fungicida Azoxistrobina+Difeconazol. Nesse tratamento, o peso dos
frutos atingiu 736,88 g por planta.

Cardoso et al. (2014) relataram que, especialmente as hortalicas do género

Capsicum sdo exigentes quanto as caracteristicas quimicas do solo, havendo a
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necessidade da aplicagéo de grandes quantidades de nutrientes para maximizar sua
produtividade.

Quantidades proximas aos encontrados neste estudo para o numero de frutos
nos tratamentos Flutriafol na adubac&o 100% (94 frutos) e Azoxistrobina+Difeconazol
na adubacdo 50% (81 frutos) foram registrados por SINGH et al. (2022), que
encontraram numero maximo de 85 frutos em plantas de pimenta-de-cheiro
submetidas a diferentes doses de adubacdo com NPK.

A andlise do efeito da adubacdo com NPK sobre a altura de plantas (AP) e peso
da matéria seca da parte aérea (MSPA) revela padrdes importantes. O ajuste dos
dados aos modelos quadratico e linear mostra diferentes comportamentos para estas
variaveis. O modelo quadratico para altura de plantas sugere que o aumento das
doses de adubacédo pode resultar em maiores alturas, com a maxima alcancada na
dose de 200%.

Esse comportamento indica uma resposta positiva inicial as doses crescentes,
mas com uma tendéncia a estabilizar ou diminuir com doses mais elevadas. Os
valores obtidos, variando de 49,75 cm sem adubacéo a 94,66 cm na dose de 200%,
estdo alinhados com resultados anteriores, ja descritos, em condigbes de campo
(Domenico et al., 2012), indicando que a adubacdo com NPK influencia

significativamente o crescimento das plantas (Singh et al., 2022).

A B
100 - 300 A
3
(]
g 80 - 2 [}
- [
@ e 200 A L
£ [
(=8
T 60 A s
3 3
g © 100 A °
= 40 1 ]
< 5 q
©
. } 2 _
y=49,479 +0,5398x -0,0016x*> R2=0,99 = . §=67,634+0,9251x R?=0,87
20 T T T ] T T T ]
o] 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Adubacéo com NPK (%) em relagédo a dose recomendada Adubacéo com NPK (%) em relagéo a dose recomendada

Figura 6. Altura de plantas (A) e peso da matéria seca da parte aérea (MSPA) em funcao das doses

de adubacédo com NPK.

Singh et al. (2022) relatam que a aplicacdo de NPK acima das doses
recomendadas proporcionou maior altura de plantas de pimenta-de-cheiro,
alcancando 85,83 cm.

Para o peso da matéria seca da parte aérea, o modelo linear sugere que o
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aumento nas doses de adubacgé&o resulta em um aumento proporcional no peso da
matéria seca. Diferentemente da altura das plantas, ndo parece haver uma
estabilizacdo ou diminuicdo com doses mais elevadas. A maior MSPA foi observada
na dose de 200%, indicando que uma maior disponibilidade de nutrientes esta

diretamente associada a um aumento na biomassa da parte aérea.

CONCLUSOES

A interagdo entre fungicidas e adubacdo no manejo da antracnose e no
desempenho produtivo de plantas de pimenta-de-cheiro deve ser sempre
considerada.

A adubacao 100% e 200% da dose recomendada, quando combinadas com o
fungicida Azoxistrobina+Difeconazol, se destacaram como as melhores estratégias
para reduzir a incidéncia e severidade da antracnose.

Para as variaveis de producédo, a adubacdo 100% e 200% quando combinada
com os diferentes fungicidas contribuiram para o maior nimero e peso de frutos.

A combinacdo dos fatores estudados ndo teve efeito em variaveis de
crescimento como altura de plantas e peso da matéria seca da parte aérea. No
entanto, para essas variaveis, a adubacdo emergiu como fator preponderante,
demonstrando influéncia significativa.

A andlise foliar reforca a importancia da adubacdo adequada, indicando que
doses menores podem ndo suprir adequadamente as exigéncias nutricionais da

pimenta-de-cheiro.
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