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RESUMO

No Amazonas o cultivo de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacg.) esta sujeito ao
ataque de diversos patdgenos, destacando-se as doengas flngicas, dentre estas a antracnose
causada por Colletotrichum spp., € uma das mais importantes, pois causa danos aos frutos e
inviabiliza a comercializagdo. Dada a importancia comercial dessa doenca, esse trabalho teve
por objetivo realizar a caracterizacdo morfocultural, molecular e patogénica de isolados de
Colletotrichum spp. oriundos de frutos com sintomas de antracnose em pimenta-de-cheiro,
coletados em municipios produtores do Estado do Amazonas (lranduba, Itacoatiara,
Presidente Figueiredo e Manaquiri). O ICM variou de 19,29 a 12,77 mm. A cor do verso das
coldnias variou entre branca a cinza escura. A cor do reverso da col6nia variou de branca,
castanha, creme, laranja, marrom escura, preta e cinza. A maior parte dos isolados
apresentaram crescimento aéreo moderadamente abundante, seguido de aéreo abundante e
reduzido. Os conidios observados foram do tipo oblongo/cilindrico, com dimens@es variando
de 15,4 a 9,0 um de comprimento, 55 a 2,9 um de largura e 4,0 a 2,6 um de relacdo
comprimento largura. O formato dos apressorios foram arredondados, levemente lobado e
lobado, com dimens@es de comprimento variando de 14,6 a 7,3 pum, largura de 8,8 a5,2 um ¢
relagdo comprimento/largura de 1,7 a 1,1 um. Cinco isolados ndo produziram apressorios. O
teste de patogenicidade cruzada possibilitou observar que os isolados oriundos de Presidente
Figueiredo, Itacoatiara, Manaquiri e Iranduba apresentaram alta variabilidade quanto ao
didmetro médio das lesGes (mm), indice de infeccdo (%) e incidéncia (%) quando inoculados
nas diferentes espécies de Capsicum usadas no presente estudo. A genotipagem por Ap-PCR
evidenciou alta diversidade genética dentre e entre isolados de uma mesma procedéncia. Os
resultados demonstram, possivelmente, a existéncia de mais de uma espécie de

Colletotrichum associada a antracnose em pimenta-de-cheiro no Estado do Amazonas.

Palavras-chaves: Apressorios; Diversidade genética; Ap-PCR; DNA



ABSTRACT

In the Amazon the smell of pepper culture (Capsicum chinense Jacg.) Is subject to attack by
many pathogens, especially fungal diseases, among these anthracnose caused by
Colletotrichum spp., is one of the most important, because it causes damage to fruit and
prevents the marketing. Given the commercial importance of this disease, this study aimed to
characterize morphocultural, molecular and pathogenic isolates of Colletotrichum spp. from
fruits with symptoms of anthracnose in pepper-of-smell, collected in producing municipalities
of Amazonas state (Iranduba, Itacoatiara, President Figueiredo and Manaquiri). The mycelial
growth index ranged from 19.29 to 12.77 mm. The color of colonies ranged from white to
dark gray. The colony reverse color varied from white, brown, cream, orange, dark brown,
black and gray. Most of the isolates were moderately abundant aerial growth, followed by
abundant and reduced air. The observed conidia were the oblong/cylindrical type, with
dimensions ranging from 15.4 to 9.0 mm in length, 5.5 to 2.9 mm in width and 4.0 to 2.6 um
ratio length width. The format of appressoria were rounded, slightly lobed and lobed, with
dimensions of length ranging from 14.6 to 7.3 um width from 8.8 to 5.2 m and length / width
ratio from 1.7 to 1.1 um. Five isolates did not produce appressoria. The pathogenicity test
possible to observe that the isolates from President Figueiredo, Itacoatiara, Manaquiri and
Iranduba showed high variability in the mean diameter of lesions (mm), aggressiveness index
(%) and incidence (%) when inoculated in different species of Capsicum. Genotyping by Ap-
PCR showed genetic diversity within and among isolates of the same origin. The results show
possibly the existence of more than one species of Colletotrichum associated with anthracnose

in pepper-of-smell in the state of Amazonas.

Keywords: Appressoria; Genetic diversity; Ap-PCR; DNA
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1. INTRODUCAO

As pimentas da familia Solanaceae pertencem ao género Capsicum e sdo cultivadas
em varias regifes do mundo, sendo originarias das regides quentes das Américas. Dentre as
espécies domesticadas, estdo a pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacg.), pimenta
malagueta (Capsicum frutescens L.), rocotd (Capsicum pubescens Ruiz & Pavon), pimenta
dedo-de-moca (Capsicum baccatum L. var. pendulum Wild.) e pimentdo (Capsicum annuum
L.) (MOSCONE et al., 2007; BARBOZA et al., 2011).

As pimentas apresentam importancia econémica, social, nutricional, medicinal e
ornamental em varias regides do mundo (SOUSA, 2012). Entretanto, a producdo em grande
escala tem sido limitada por problemas de ordem fitossanitaria.

A antracnose, causada por Colletotrichum spp., € uma das principais doencgas em todas
as regides onde se cultivam pimenta e pimentdo. A doenca se desenvolve principalmente em
clima quente e umido, podendo, sob tais condicGes, acarretar prejuizos de até 100% afetando
principalmente os frutos (LOPES; AVILA, 2003; REIS et al., 2009). No estado do Amazonas,
a antracnose da pimenta-de-cheiro tem se tornado alvo de atencdo devido a sua frequente e
severa ocorréncia em diversas areas produtoras (GASPAROTTO et al., 2014).

Espécies de Colletotrichum tém sido caracterizadas com base em caracteres
morfologicos e moleculares (SUTTON, 1992; TOZZE Jr. et al., 2015). Estudos de
caracterizacdo sdo fundamentais para conhecer a amplitude da variabilidade existente entre
isolados de um determinado patdgeno. Essas informacges sdo essenciais para entender melhor
as suas relacbes com o hospedeiro, realizar a correta diagnose das doencas e desenvolver
estratégias de manejo.

Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo cultural, morfoldgica,
molecular e patogénica de isolados de Colletotrichum spp. associados a frutos de pimenta-de-

cheiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os isolados de Colletotrichum spp. associados a antracnose da pimenta-

de-cheiro quanto aos aspectos culturais, morfoldgicos, molecular e de patogenicidade.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar a morfologia de coldnias, conidios e apressorios de 40 isolados de
Colletotrichum spp. associados a antracnose da pimenta-de-cheiro;

Caracterizar a diversidade genética através da genotipagem de 34 isolados de
Colletotrichum spp. por meio da técnica Ap-PCR;

Caracterizar a patogenicidade cruzada de 20 isolados de Colletotrichum spp. em frutos

de pimenta-de-cheiro, pimenta murupi, pimentdo e pimenta dedo-de-moca.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Capsicum

Espécies do género Capsicum pertencem a divisdo Spermatophyta, filo Angiospermae,
classe Dicotiledoneae, ordem Solanales e familia Solanaceae (ANDREWS, 1995).

O género Capsicum abrange as pimentas, pimentdes e seus parentes silvestres.
Aproximadamente 38 tdxons compde o género (MOSCONE et al., 2007; HILL et al., 2013;
USDA-ARS, 2014), sendo cinco espécies domesticadas, C. chinense Jacg. (pimenta-de-
cheiro) , C. frutescens L. (pimenta malagueta), C. pubescens Ruiz & Pavon (rocotd), C.
baccatum L. var. pendulum Wild. (pimenta dedo-de-moca) e C. annuum L. (pimentdo)
(MILLA, 2006; MOSCONE et al., 2007; BARBOZA et al., 2011). Novas espécies tém sido
identificadas, como C. assamicum registrada no nordeste da india (PURKAYASTHA et al.,
2012), sendo considerada por Ramchiary et al (2013), a sexta espécie cultivada do género.

No Brasil, novas espécies de Capsicum estdo sendo descritas, como C. pereirae, C.
friburgense, C. hunzikerianum, C. caatingae e C. longidentatum. (BARBOZA;
BIANCHETT]I, 2005; BARBOZA et al., 2011)

As pimenteiras sdo subarbustos perenes quando crescem nos seus habitats nativos,
porém se desenvolvem como anuais em climas mais frios (DE WITT; BOSLAND, 2009). As
flores sdo hermafroditas e autocompativeis, favorecendo a autopolinizacio (REGO et al.,
2012). Contudo, a polinizacdo cruzada ocorre entre e dentro das espécies de 0,5% a 70%
(COSTA et al., 2008). Estudos tém mostrado que as espécies desse género sdo diploides, com
namero cromossdmico 2n=24, sendo encontrado em algumas espécies silvestres 2n=26
(TONG; BOSLAND, 2003; MOSCONE et al., 2007).

As folhas apresentam coloracdo, tamanho e forma variaveis. Ha presenca de
antocianina ao longo do caule e nos nés. O fruto é uma baga, oca, tipo capsula, caracterizado
por uma infinidade de cores, tamanhos, formas e pungéncias, demostrando grande
variabilidade. As sementes séo de cor creme, exceto as de C. pubescens, que sdo pretas. A
corola é rotada ou raramenta campanulada com cores altamente varidveis entre e dentro das
espécies (WALSH; HOOT, 2001).

A pungéncia dos frutos se deve a presenga de substancias conhecidas como
capsaicinoides. A capsaicina, principal capsaicinoide das pimentas, tem sido avaliada em
estudos clinicos por causa de sua atividade analgésica e anti-inflamatéria (SPILLER et al.,
2008). A maior concentracdo da capsaicina ocorre na placenta dos frutos, e é ausente nas
sementes (MORTENSEN; MORTENSEN, 2009).
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As pimentas do género Capsicum sdo utilizadas como ornamentais, em razdo da
folhagem variegada, do porte ando e dos frutos com diferentes cores quando maduro
(MOREIRA et al., 2006; CARVALHO et al., 2008; STOMMEL; GRIESBACH, 2008; REGO
et al., 2012). Sua importancia nutricional é atribuida as proteinas, glicidios, lipidios, sais
minerais, vitaminas e fibras (REIFSCHNEIDER, 2000). As pimentas séo excelentes fontes de
vitaminas C e E, carotenoides e xantofilas (PERUCKA; MATERSKA, 2007) ricas em &cido
ascorbico, particularmente quando maduras (KUMAR; TATA, 2009).

3.2 Importéncia econémica
A producdo mundial em 2012 de pimenta e pimentbes foi de aproximadamente 28,54

milhGes de toneladas de produtos frescos e 3,1 milhGes de toneladas de produtos secos, em
cerca de 3,8 milhdes de hectares cultivados. China, México e Turquia sdo os principais paises
produtores de produtos frescos e india e China de produtos secos (FAOSTAT, 2015a). Os
valores do comércio mundial entre 2000 a 2012 apresentaram crescimento na ordem de US$
1,6 bilhGes para US$ 4,3 bilhdes referentes a produtos frescos e de US$ 302 milhdes para
US$ 1,3 bilhdes de produtos secos (FAOSTAT, 2015b).

No Brasil a area cultivada anualmente € de cerca de 2.000 ha e os principais estados
produtores sdo Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Cearéd e Rio Grande do Sul. A produtividade
média depende do tipo de pimenta cultivada, variando de 10 a 30 t/ha (EMBRAPA, 2007).

Segundo Almudi; Pinheiro (2015), no ano de 2013 o estado produziu 3.738 t de
pimenta-de-cheiro (C. chinense) em 204 hal, sendo que esta producéo representa um aumento
de 116% em relagdo ao ano de 2012 e 5.184 t de pimentdo (C. annuum) em 240 hat, uma alta
de 20% em relacdo a 2012. Os municipios de Presidente Figueiredo, Iranduba, Careiro da
Vérzea, Coari e Maués sdo 0s maiores produtores, com média de produtividade de 18 t/ha
(IDAM, 2014). No Estado do Amazonas essa hortalica-fruto possui demanda elevada, porque
faz parte da maioria dos pratos triviais da alimentacdo do amazonense e é cultivada por
pequenos produtores que utilizam a mao de obra familiar, sendo uma alternativa no
incremento da renda (MOREIRA et al. 2006).

O mercado de pimentas é muito segmentado e diverso, sendo o mais comum 0 das
pimentas in natura, em pequenas quantidades, no atacado e varejo. Além do mercado para as
pimentas processadas/industrializadas, como as conservas, 0s molhos e pimentas desidratadas
(HENZ; RIBEIRO, 2008; REGO et al., 2012).

Os problemas fitossanitarios, associados a franca expansédo da cultura da pimenteira no

Amazonas, tém reduzido a vida util dos plantios, ameagando o sucesso dos empreendimentos,
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em virtude da reducdo da produtividade e queda na qualidade dos frutos, inviabilizando sua
comercializacdo e impactando a receita (GASPAROTTO et al., 2014). Diversas pragas e
doencas atacam 0s pimentais amazonenses durante o cultivo, seja em campo aberto ou em
cultivo protegido. O éacaro branco, tripes, nematoides, largadas desfolhadoras, sauvas e
principalmente as viroses, manchas e murchas bacterianas, oidios, mancha de cercospora,
murcha de fitéfitora, murcha de esclerécio e a antracnose, aparecem como as principais
pragas e doencas que limitam a producdo e reduzem a produtividade com perdas

extremamente relevantes.

3.3 Antracnose no género Capsicum
As principais doencas em Capsicum spp. sdo causadas por fungos, bactérias, virus e

nematoides (REIFSCHNEIDER, 2000). Entre as doengas mais importantes no Brasil, estdo: o
mosaico amarelo do pimentdo (Pepper yellow mosaic virus - PepYMV), a mancha bacteriana
(Xanthomonas spp.), o talo oco ou podriddo mole (Pectobacterium spp.), a mancha de
cercospora (Cercospora capsici), o oidio (Oidiopsis taurica) e a antracnose (Colletotrichum
spp.) (CARVALHO; BIANCHETTI, 2007).

A antracnose é a doenga flngica mais severa nos cultivos de pimenta (REIS et al.,
2009). Ainda segundo o autor, a mesma esta presente em todo o mundo, com maior
representatividade nas regides tropicais e subtropicais, especialmente em cultivos conduzidos
em campo aberto durante periodos quentes e umidos (LOBO Jr. et al., 2001). E uma doenca

de etiologia complexa, causada por diferentes espécies de Colletotrichum (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécies de Colletotrichum relatadas causando antracnose em Capsicum.

Paises Agente causal Referéncias

Australia C. acutatum, C. atramentarium, C. dematium, C.
gloeosporioides var. minor e C. gloeosporiodes var. | SIMMONDS, 1965
gloeosporioides

Brasil C. acutatum, C. gloeosporiodes, C. coccodes, C. | TOZZE Jr., 2007
boninense e C. capsici

Coreia do Sul C. acutatum, C. gloeosporiodes e C. coccodes OHetal., 1999

Estados Unidos | C. acutatum, C. gloeosporiodes, C. coccodes e C. | ROY etal., 1997
capsici

India C. acutatum e C. capsici SAXENA etal., 2014

Japao C. scovillei KANTO et al., 2014

Tailandia C. acutatum e Glomerella cingulata THAN et al., 2008

Vietnd C. acutatum, C. gloeosporiodes, C. nigrum e C. capsici | DON et al., 2007

FONTE: Compilag&o de vérios autores.
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Na Coréia do Sul, foram identificadas Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum e
C. coccodes, em Taiwan, C. capsici (OH et al., 1999) e nos Estados Unidos C.
gloeosporioides, C. acutatum, C. coccodes e C. capsici (ROY et al., 1997). No Brasil foram
identificadas as espécies C. acutatum, C. gloeosporiodes, C. coccodes, C. boninense e C.
capsici associadas a antracnose em pimentdo, pimenta e jilo (TOZZE Jr., 2007; TOZZE Jr. et
al., 2009). C. acutatum foi apontada como a espécie predominante, responsavel por mais de
70% das ocorréncias dessa doenga em nosso pais (TOZZE Jr., 2007).

Alguns relatos referentes a identificacdo filogenética de Colletotrichum afetando C.
chinense no estado do Amazonas, podem ser observados nos trabalhos realizado por Oliveira
et al (2013), baseado em marcadores moleculares espécie especifico e Hanada et al (2011),
utilizando caracteres morfolégicos que indicaram a ocorréncia de C. acutatum, C.
gloeosporioides e outra espécie de Colletotrichum ndo identificada causando lesdes de
antracnose em frutos de pimenta cheirosa no Estado. Recentemente, Almeida (2015),
identificou sete espécies de Colletotrichum associadas as lesGes de antracnose em frutos de
plantas de Capsicum (C. scovillei, C. truncatum, C.brevisporum, C. siamense, C. fruticola, C.
theobromicola e C. gloeosporioides), a identificacdo foi realizada com base no
sequenciamento e analise multilocus de regides parciais dos genes ACT, CHS, GAPDH, HIS
e GS.

Nos frutos infectados sdo observados os sintomas tipicos da doenca (Figura 1), que
consistem em lesBes escuras, circulares e deprimidas, que progridem tornando o centro cinza
escuro a negro, com circulos concéntricos de didmetro variavel, em que sdo observados
pontos negros correspondentes aos acérvulos do fungo, estruturas nas quais se forma uma

massa rosacea a alaranjada constituida pelos esporos (GASPAROTTO et al., 2014).

=W e ‘ X2 S
Figura 1 — Sintoma tipico de antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro.

FONTE: O autor, 2014.
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O ciclo da doenca (Figura 2) inicia-se com o processo de disseminacdo, através da
liberacdo dos conidios que ocorre necessariamente com a presenca de um filme de &gua,
devido os conidios serem envolvidos por uma massa mucilaginosa, aglutinando-os e inibindo
a sua germinacao (BAILEY; JEGER, 1992). Os esporos produzidos na superficie do tecido do
hospedeiro sdo disseminados principalmente por chuvas associadas com ventos, sendo,
portanto, esses fatores primordiais para a disseminacdo dentro e entre culturas e para a
iniciacdo do ciclo do patégeno. Restos culturais, sementes infectadas, frutos mumificados,
hospedeiros alternativos infectados, auxiliam na sobrevivéncia do patdgeno, implicando no
aumento da exposicdo de plantas sadias a doenca de um ano para outro (BAILEY et al., 1992;
KUROZAWA; PAVAN, 1997; MICHEREFF; BARROS, 2001; GASPAROTTO et al.,
2014). A longa distancia e em areas livres da doenca, sementes infectadas constituem-se na
principal fonte de in6culo (KUROZAWA,; PAVAN, 1997; GASPAROTTO et al., 2014). A
partir da disseminacdo, a doenga se inicia de forma ativa pela germinacdo dos esporos e
penetracdo da hifa. Em alguns patossistemas, a penetracdo da hifa se da através de ferimentos
causados por insetos ou injaria mecanica nos frutos, que pode ser causada tanto pelo manejo
como por fatores climaticos, sendo indispensaveis para o desenvolvimento da doenca
(AGRIQS, 2005).

O controle quimico utilizando fungicidas tem mostrado pouca eficiéncia no controle
das doencas. Além disso, o incremento dos custos, a perda de eficiéncia de alguns produtos e
os problemas ambientais advindos, indicam a necessidade da adocdo de praticas mais
sustentaveis de manejo (LOPES, 2002).

Estudos de caracterizagdo sdo fundamentais para que se identifique corretamente e se
conheca a amplitude da variabilidade existente entre isolados de um determinado patogeno.
Essas informacdes sdo essenciais para o desenvolvimento de métodos de controle, seja
quimico, genético ou cultural, os quais tornam possivel o manejo adequado da cultura
(TOZZE Jr. et al., 2006).
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Figura 2 - Ciclo da antracnose causada por Colletotrichum spp.

FONTE: Adaptado de Agrios, 2005.
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3.4 Caracterizacao do agente causal
O género Colletotrichum engloba os fungos imperfeitos pertencentes a divisao

Deuteromycota da classe Coelomicetes, ordem Melaconiales e familia Melanconiaceae
(PAKDEEVARAPORN et al., 2005; THAN et al., 2008), associados a fase teleomorfica dos
ascomicetos do género Glomerella (SUTTON, 1980).

A identificacdo das espécies de Colletotrichum € tradicionalmente baseada em
caracteristicas morfoldgicas e morfométricas de conidios e apressorios, coloragéo,
crescimento micelial das colbnias, patogenicidade (SUTTON, 1992), presenca de peritécios
(SMITH; BLACK, 1990), além da sensibilidade a benomil (TOZZE Jr. et al., 2006). Essas
caracteristicas culturais, morfoldgicas e fisiologicas sdo utilizadas com a finalidade de
diferenciar e/ ou caracterizar, in vitro, espécies morfologicamente préximas (SUTTON, 1992;
THAUNG, 2008).

Trabalhos utilizando técnicas de caracterizacdo morfolégica podem ser encontrados
com frequéncia na literatura. Goes; Kimati (1997), diferenciaram trés grupos de
Colletotrichum associados a queda prematura das frutas citricas pelo tamanho dos conidios e
apressorios. Andrade et al (2007), caracterizaram 29 culturas monospéricas de Colletotrichum
isoladas de frutas e peciolos de mamoeiro (Carica papaya L.). Os autores basearam seus
estudos nas caracteristicas morfologicas de conidios e apressorios, coloracdo e crescimento
micelial das col6nias. Os isolados apresentaram conidios cilindricos e/ou obclavados e
apressorios lobados ou fracamente lobados. Quando a coloracdo os autores verificaram que as
colonias de todos os isolados de Colletotrichum obtidos de mamoeiro variaram de branca a
cinza-escura e concluiram que os isolados poderiam ser de C. gloeosporioides.

Analogamente, Tozze Jr. et al (2006), realizaram a caracterizacdo morfologica e
fisioldgica de isolados de Colletotrichum sp. agente causal da antracnose em solanéceas,
utilizando técnicas tradicionais de taxonomia. Os isolados foram caraterizados quanto ao
tamanho e formato de conidios e apressorios, crescimento micelial sob diferentes
temperaturas, utilizacdo de diferentes fontes de carbono e sensibilidade a benomil. Os autores
observaram que isolados provenientes de jil6 possuiam caracteristicas semelhantes a C.
acutatum, enquanto que aqueles provenientes de pimentdo e pimenta se enquadravam melhor
nas caracteristicas de C. gloeosporioides.

Utilizando o crescimento micelial das colonias como técnica de diferenciagdo de
espécies, Talhinhas et al (2002), identificaram as espécies C. gloeosporioides oriundos de

citros e C. acutatum obtidos de varias espécies de tremoceiro (Lupinus L.). Os autores
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observaram que isolados de C. gloeosporioides tiveram crescimento mais rapido que isolados
de C. acutatum.

Outro método que permite diferenciar espécies € a caracterizacdo patogeénica.
Nascimento (2009), estudou o comportamento patogénico de 155 isolados de Colletotrichum
obtidos de mamoeiro procedentes de vérias areas produtoras do Brasil e diferenciou os
sintomas (tipicos e atipicos) de antracnose correlacionando com as espécies envolvidas.

Muitos autores apontam dificuldades na identificacdo das espécies de Colletotrichum
fundamentada exclusivamente em critérios classicos de taxonomia (aspectos morfoldgicos,
culturais, fisiologicos, bioquimicos e de patogenicidade) devido a grande variabilidade desse
fungo em diferentes ambientes (SUTTON, 1992; LOPEZ, 2001; WEIR et al., 2012).

Atualmente, técnicas moleculares tém sido empregadas em conjunto na identificacéo e
caracterizacdo das espécies do género (TOZZE Jr. et al., 2004), devido a limitada presenca de
caracteres morfologicos distinguiveis entre as espécies, assim como a raridade da ocorréncia
da fase teleomérfica (HYDE et al., 2009).

3.5 Caracterizacao molecular de espécies de Colletotrichum

Outras técnicas tém sido utilizadas com vistas a caracterizacdo e identificacdo das
espécies de fungos do género Colletotrichum, com destaque ao emprego de técnicas
moleculares (THAN et al., 2008; BARGUIL et al., 2009; NGUYEN et al., 2010; BENTES;
COSTA NETO, 2011; RAMPERSAD, 2011; LIAO et al., 2012; ANDERSON et al., 2013;;
KILAMBO et al., 2013; TORRES-CALZADA, 2013; SAXENA et al., 2014; SILVA et al.,
2014; TOZZE Jr., et al., 2015), principalmente, o uso de marcadores moleculares, como:
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (FREEMAN et al., 2001; ANDRADE et
al., 2007), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ou Ap-PCR (Arbitrarily-primed
PCR) (AFANADOR-KAFURI et al., 2003; WHITELAW-WECKERT et al., 2007; ROJAS-
MARTINEZ et al., 2008; NGUYEN et al., 2009; ANDERSON, et al., 2013); microssatélite
(ABANG et al.,, 2006; NGUYEN et al.,, 2010) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (ANSARI et al., 2004; SILVA-MANN et al., 2005; HEILMANN et al., 2006;
KIM et al., 2009). Estudos de diversidade genética utilizando marcadores moleculares em
Colletotrichum vém sendo avaliados para diversas espécies, incluindo C. graminicola
(VALERIO et al., 2005), C. gossypii (SILVA-MANN et al., 2005), C. acutatum (FREEMAN
etal., 2001) e C. gloeosporioides (WEEDS et al., 2003), dentre outras.

O emprego conjunto de caracteres morfoldgicos, técnicas moleculares e teste de

patogenicidade possibilitaram identificar as espécies C. acutatum, C. capsici e C.
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gloeosporioides, como patdgenos de frutos comerciais de pimenta na Tailandia (THAN et al.,
2008). A reacdo de PCR (Polimerase Chain Reaction) e o uso de primers arbitrarios pela
técnica Ap-PCR oferecem muitas vantagens como rapidez, sequéncias com baixo nimero de
erros, requer pequenas quantidades de DNA e é um método compativel com sequenciadores
automaticos (FREEMAN et al., 1998; FREEMAN et al., 2001; TALHINHAS et al., 2005;
MAYMON et al., 2006; BARGUIL et al., 2009; ANDERSON et al., 2013)

3.5.1 Reacédo de PCR /Ap-PCR ou RAPD
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), desenvolvida

por Kary Mullis na década de 1980, representou um grande avango na area da gendmica de
fitopatdgenos. A técnica possibilitou a producéo, in vitro, de multiplas cépias de sequéncias
especificas de DNA, sem a necessidade de se clonar estes segmentos (ALBERTS et al.,
1994).

A técnica de PCR baseia-se na desnaturagdo do DNA genémico em altas temperaturas,
permitindo que as fitas simples originadas sejam duplicadas. Para ocorrer a reacdo €
necessario um par de oligonucleotideos ou iniciadores (primers), os quais sdo sintetizados
artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos sejam complementares a
sequéncias que flanqueiam a regido alvo. Estes primers irdo hibridar as fitas simples do DNA
em suas extremidades 3’0OH. O estudo de Saiki e colaboradores em 1985, contribuiu
consideravelmente para a expansdo da técnica de PCR através da automatizacdo do processo.
Estes pesquisadores isolaram uma DNA polimerase (Taq polimerase) da bactéria Thermus
aquaticus que vive em fontes térmicas, e cuja enzima polimeriza a 72 °C (WATSON et al.,
1992).

Uma das limitacdes da técnica PCR, é a necessidade do conhecimento prévio da
sequéncia que flanqueia o segmento a ser amplificado para que os nucleotideos possam ser
construidos (ALBERTS et al., 1994; WATSON et al., 1992). Para resolver este problema foi
desenvolvido uma técnica denominada, mais comumente, de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).

A técnica foi desenvolvida independentemente e simultaneamente por dois grupos de
pesquisadores na década de 90 nos Estados Unidos, Williams et al (1990) e Welsh;
Mcclelland (1990). Williams et al (1990), patentearam a tecnologia com o nome mais
comumente utilizado, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), DNA polimoérfico
amplificado ao acaso. Neste trabalho classico, este grupo descreveu a técnica no contexto da

analise Mendeliana, demonstrando a identificacdo de marcadores genéticos para mapeamento.
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Por sua vez, Welsh; Mcclelland (1990), propuseram a denominagdo mais apropriada para a
técnica, chamando-a de Ap-PCR (Arbitrarily primer-PCR) uma vez que os "primers"
possuem sequéncia arbitraria, mas a amplificacdo tecnicamente ndo ocorre ao acaso e sim em
lugares especificos no genoma. O experimento deste grupo foi essencialmente a geracdo de
"fingerprints" (impressdes digitais) gendbmicos simples e reproduziveis para a identificacdo de
linhagens, utilizando géis de eletroforese em poliacrilamida de maior poder de resolugdo
juntamente com "primers” um pouco mais longos. Com um atraso de alguns meses na
publicacdo, mas de forma independente, um terceiro grupo também desenvolveu o mesmo
método. O nome DAF ("DNA Amplification Fingerprinting") foi proposto por este grupo para
detectar diferencas genéticas entre organismos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O RAPD ou Ap-PCR é uma técnica que promove perfis de amplificacdo DNA
bastante sensiveis e eficientes, capazes de distinguir diferencas entre linhagens da mesma
espécie (BERG-DOUGLAS et al., 1994) e baseia-se na amplificacdo de segmentos do DNA,
utilizando o mesmo principio da PCR (SAIKI et al., 1985). A principal diferenca entre a PCR
usual e 0 RAPD esta na reacdo de amplificacdo que utiliza apenas um Unico primer, com uma
sequéncia arbitraria de 10 a 15 bases. A amplificacdo somente ocorre se este primer arbitrario
for complementar a um sitio em uma das fitas, e complementar a um mesmo sitio (com
orientagdo invertida) na outra de DNA. Os fragmentos amplificados apresentam de 4 a 10kb,
dependendo do limite méaximo de amplificacdo da DNA polimerase empregada (WILLIAMS
etal., 1990).

Independentemente do nome utilizado e das pequenas variaces na metodologia, a
técnica de PCR utilizando "primers" de sequéncia arbitraria abriu uma perspectiva
inteiramente nova para a analise gendémicas de individuos e populagcfes. A tecnologia Ap-
PCR trouxe uma verdadeira "democratizacdo" da analise de polimorfismo molecular, ao
permitir a realizacdo de estudos de andlise genética em espécies anteriormente nao
contempladas. Desde sua descri¢cdo, o uso de marcadores RAPD ou Ap-PCR na anélise
genética e no melhoramento de plantas tem tido uma difusdo extremamente rapida. As
aplicagdes incluem: a obtencdo de "fingerprints" (impressdes digitais) genémicos de
individuos, variedades e populacdes; a analise da estrutura e diversidade genética em
populacbes naturais, populacdes de melhoramento e bancos de germoplasma; o
estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes especies; a construcdo de
mapas genéticos de alta cobertura genémicas e a localizacdo de genes de interesse econémico
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Em estudos com Colletotrichum spp. a técnica Ap-PCR melhorou a velocidade e
precisdo de identificacdo e caracterizacdo de isolados (TALHINHAS et al., 2002; PHOTITA
et al., 2005). Nesses estudos a técnica vem sendo empregada principalmente com a finalidade
de avaliar a variabilidade genética intra e interespecifica deste género (FREEMAN et al.,
2001; TALHINHAS et al., 2005; BARGUIL et al., 2009); identificacdo e caracterizacdo de
populacdes resistentes e sensiveis a benomil (MAYMON et al., 2006); relagdes filogenéticas
e patogenicidade de isolados (WHITELAW-WECKERT et al., 2007).

3.6 Caracterizacao patogénica de Colletotrichum

E importante estabelecer se uma espécie de Colletotrichum em particular é
hospedeiro-especifica, apresentando assim alta seletividade, ou possui uma grande gama de
hospedeiros. Geralmente, fungos que sdo hospedeiro-especificos podem apresentar uma
distribuicdo geografica limitada, o que pode ter uma grande importancia em relacdo a
biosseguranca. No entanto, se o0 patdgeno tiver muitos hospedeiros, a espécie pode ser
cosmopolita e possivelmente oportunista. Testes de patogenicidade fornecem dados Uteis na
classificacdo e futura delimitacdo das espécies de Colletotrichum (CAl et al., 2009). Estudos
de patogenicidade cruzada mostraram que um isolado de C. acutatum isolado de morango foi
patogénico quando inoculado em abacate, goiaba, mamao, manga e maracuja, porém nao foi
patogénico para frutos de banana. Foi verificado ainda que frutos de banana e de abacate
expressaram sintomas tipicos de antracnose apenas quando inoculados com um isolado de C.
musae (PERES et al., 2002).

Than et al (2008), mostraram que as espécies C. acutatum, C. capsici e C.
gloeosporioides, isoladas de pimentdo (Capsicum annuum), sdo patogénicas para essa cultura,
assim como isolados de C. acutatum obtidos de morango. Dessa forma, embora varias
técnicas modernas contribuam na caracterizacdo de isolados de Colletotrichum spp., 0s testes
de patogenicidade sdo essenciais para a comprovacéo da afinidade fisiologica dos isolados por
possiveis hospedeiras (CAIl et al., 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos isolados e culturas monosporicas

Os isolados de Colletotrichum spp. foram obtidos a partir de frutos de pimenta-de-
cheiro com leses tipicas de antracnose, coletados nos municipios de Iranduba, Itacoatiara
(Ramal do Engenho), Presidente Figueiredo e Manaquiri no estado do Amazonas. Para
obtencdo dos isolados, os frutos com sintomas e sinais da doenca foram acondicionados em
sacos de papel e transportados para o Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias/ UFAM, onde foi realizado o isolamento indireto do fungo,
segundo Alfenas et al (2007), em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar).

Para a obtencdo de culturas monosporicas os isolados foram repicados para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA e incubados em temperatura de laboratorio (+ 26 °C) sob
luz continua durante 15 dias para induzir a producdo de conidios. Para cada isolado foi
preparada uma suspensdo de esporos adicionando 20 mL de agua destilada na placa e com um
pincel de cerdas macia foram feitos suaves movimentos sobre a col6nia para a liberagcdo dos
conidios dos conidi6foros na suspensdo. Em seguida foram feitas dilui¢es seriadas até 107
conidios.mL™ da concentraco inicial, com o intuito de se garantir a uniformidade genética
para fins de identificacdo. Uma aliquota de 100 ul de suspensdo de inéculo de cada isolado foi
depositada em placas de Petri contendo meio AA (Agar-Agua) e espalhada na superficie do
meio com auxilio da alca de Drigalsky, seguida de incubagdo em temperatura de laboratorio
(x 26 °C) sob luz continua. Esporos recém-germinados foram transferidos para meio BDA em
placas de Petri. As culturas foram mantidas, por repicagens periddicas, em tubos com BDA
inclinado (DHINGRA; SINCLAIR, 1995) e em &gua estéril (CASTELLANI, 1939) e

armazenadas para serem utilizadas quando necessario.

4.2 Caracterizacdo cultural e morfolégica de colénias

Foram selecionados 40 isolados para serem avaliados quanto ao indice de crescimento
micelial (ICM), cor e topografia de colonia e morfometria de conidios e apressorios (Tabela
2).

Para determinacdo do ICM e da coloragdo e topografia das coldnias, os isolados
monosporicos de Colletotrichum spp., foram repicados para placas de Petri de 90 mm de
diametro contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) acrescido do antibiético cloranfenicol



27

(250 mg.LY) e incubadas em ambiente de laboratério com temperatura de + 26 °C. Os
tratamentos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 40
tratamentos (isolados) e quatro repeticbes (placas), cada placa constituiu uma unidade
experimental. 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 Salgado et al (2003).

LS RIS BRI |
ICM = 3+ 22 1,

ICM = indice de crescimento micelial;
C= crescimento micelial da col6nia na primeira, segunda e ultima avaliacdo e
N= numero de dias necessarios para o crescimento micelial atingir a borda da placa.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (Anova) e as diferencas
entre as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
utilizando o programa Assistat 7.7 Beta (SILVA; AZEVEDO, 2009).

Encerrada as coletas de dados do ICM foi realizada a analise quanto a coloragéo,
utilizando para isso o sistema de notacdo de cores de Munsell Color Company (1975).
Concomitante a observacdo da coloracdo foi avaliada a topografia micelial das colénias de
forma visual, segundo Pereira (2009), onde: micélio aéreo reduzido (colénias com
crescimento micelial rente ao meio de cultura); micélio aéreo moderadamente abundante
(colénias com crescimento micelial de até 2 mm de altura) e micélio aéreo abundante

(coldnias com crescimento micelial aéreo acima de 2 mm de altura).

4.3 Morfometria de conidios e apressorios

A caracterizagcdo morfométrica de conidios e apressorios foram baseadas no tamanho e
no formato de 50 conidios e 50 apressorios de cada isolado, escolhidos aleatoriamente, em
colénias com 15 e 30 dias de crescimento, respectivamente. Para a caracterizacdo morfoldgica
e morfométrica dos conidios, foi preparado uma suspensdo na concentragdo de 10°
conidios.mL! para cada isolado e confeccionadas laminas de microscopia semipermanentes
para observacdo em microscopio optico Zeiss, sob objetiva de 40 vezes.

Para a caracterizacdo morfométrica dos apressorios, trés gotas de 20 pL de suspenséao
de esporos na concentracdo de 10° conidios.mL™, foram depositadas sobre uma lamina de
microscopia esterilizada, previamente forrada com papel celofane transparente, com auxilio

de outra lamina de microscopia esterilizada as gotas de suspensdo foram suavemente
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espalhadas. As laminas foram acondicionadas em placas de Petri forrada com papel de filtro
esterilizado, umedecido com &gua destilada e autoclavada (ADA). Apds 24 horas, a
germinacao foi interrompida com solucdo de lactofenol com azul de algodao e os apressorios
foram observados em microscépio Optico Zeiss, sob objetiva de 40 vezes. Foram mensurados
0 comprimento e a largura de 50 conidios e 50 apressérios de cada isolado e avaliados seus
formatos.

As medidas de comprimento e largura de conidios e apressorios, foram obtidas através
de imagens capturadas por camera digital acoplada ao microscopio optico Zeiss, utilizando o
software ZEN (Zeiss®). Os valores de ICM e os valores de tamanhos e formatos de conidios e
apressorios observados foram comparados com as descri¢fes das espécies de Colletotrichum,

propostas por Sutton (1992).

4.4 Caracterizacdo molecular de isolados de Colletotrichum spp.

Para a genotipagem foram selecionados 34 isolados de Colletotrichum spp., sendo sete
do municipio de Itacoatiara; onze de Iranduba; sete de Presidente Figueiredo e nove de
Manaquiri (Tabela 3).

Para obtencdo do DNA gendmico, culturas monosporicas dos isolados foram
cultivados em erlenmayer de 250 mL contendo meio de cultura BD (Batata-Dextrose), sob
agitacdo continua a 120 rpm durante cinco dias a +26 °C. O micélio produzido foi coletado
por filtragem a vacuo em filtro Milipore® com membrana de 0,45 pm de porosidade, em
ambiente asséptico (camara de fluxo laminar), e em seguida, foi armazenado a temperatura -4
°C até o momento da extragao.

Para a extragdo do DNA foi utilizado o método fenol/cloroférmio conforme descrito
por Raeder; Broda (1985), com modificacBes descritas por Bentes; Costa Neto (2011). A
avaliacdo da concentracdo e qualidade do DNA foi determinada utilizando espectrofotdmetro
(ND — 1000, Nanodrop) e em gel de agarose 0,8% determinado por espectroscopia
ultravioleta (UV) usando marcador de 50 pb (New England Biolabs).

Para analise de PCR com oligonucleotideos arbitrarios (Ap-PCR), foram utilizados
trés  oligonucleotideos  derivados de  marcadores  microssatélites: GAGA,4
(5’GACAGACAGACAGACA3’), GTGs (5’GTGGTGGTGGTGGTG3’) e Mas
(5°GAGGGTGGCGGTTCT3’) (Biosearch Biotechnologies) (Tabela 4). As PCRs foram
realizadas em volume total de 25pL, utilizando o Kit pureTaq™ Ready-To-Go PCR Beads de

acordo com as instrucOes do fabricante.
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As reagbes de PCR foram realizadas em termociclador Biosystem, nas seguintes
condigdes: um ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C durante 5 minutos seguido por 30 ciclos
de 30s a 95 °C, 30s a 60 °C para 0 (GTG) s e M13 e 30s a 48 °C para (GACA)4, e 90s a 72
°C, seguido por uma extensdo final de 5min a 72 °C e 15min a 4 °C. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese num gel de agarose a 1,8%, colorido com 2
de brometo de etidio, usando um marcador de 50 pb (New England Biolabs).

Os dados obtidos a partir da amplificagdo com os marcadores foi construida uma
matriz binaria com base na presenca ou auséncia de bandas. A frequéncia de bandas foi
submetida a analise pelo Programa Genes (CRUZ, 2006). A similaridade genética entre os
isolados foi estimada usando o coeficiente de NEI & LI. A matriz de similaridade foi
analisada pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Average) (SNEATH; SOKAL, 1973). O programa Genes foi empregado para gerar
a matriz dos valores cofenéticos e testar a adequacdo da andlise de agrupamento aos dados

originais.

4.5 Patogenicidade cruzada de isolados de Colletotrichum spp.

Para o teste de patogenicidade cruzada 20 isolados de Colletotrichum spp.,
anteriormente caracterizados, foram selecionados (Tabela 5) e repicados para placas de Petri
contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) acrescido do antibidtico cloranfenicol (250
mg.L™) e incubadas a + 26 °C sob luz continua por 10 dias.

Frutos de pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense), pimenta murupi (Capsicum
chinense), pimentdo (Capsicum annum) e pimenta dedo-de-mo¢a (Capsicum baccattum var
pendulum) sadios na fase inicial de maturacdo (inicio da mudanca de coloracdo do fruto),
foram adquiridos junto a produtores locais. Os frutos foram lavados em &gua corrente e
desinfestados em alcool 70% durante 5 minutos e em hipoclorito de sédio 2% durante 2
minutos, seguido de trés lavagens em &gua destilada esterilizada por 1 minuto. Para a
inoculacdo os frutos foram depositados em recipientes descartaveis de plastico transparente,
medindo 24x16x4 cm, forrados com papel de filtro umedecido. A inoculagéo foi feita na parte
central do pericarpo de cada fruto, sem ferimento, pela deposi¢do de uma gota de 20 uL de
suspensdo de indculo, na concentragdo de 10° conidios.mL™, de cada isolado, obtida a partir
de coldnias com 10 dias de idade, utilizando uma pipeta automatica. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 20 x 4 (vinte isolados x quatro
tipos de Capsicum), com cinco repeti¢des. A testemunha constou de 5 frutos de cada espécie

néo inoculados com patdgeno e tratados com agua destilada e esterilizada.
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A avaliacdo da patogenicidade cruzada foi realizada em dias alternados entre 2° e 0 10°
dia apos a inoculacdo (DAI) de acordo com a escala de descri¢do de sintomas proposta por
Mahasuk et al (2009a), com modificacdes, onde: 1- fruto ndo lesionado; 3 — fruto
apresentando 1% a 2% da superficie com lesdo necrética ou lesdo aquosa em torno do local da
infeccdo; 4 — fruto apresentando 2% a 5% da superficie com lesdo necrética e presenca de
acérvulo, ou até 5 % com lesdo aquosa; 6 — fruto apresentando 5% a 15 % da superficie com
lesdo necrdtica e presenca de acérvulo, ou até 15 % com lesdo aquosa; 8 — fruto apresentando
15% a 25 % da superficie com lesdo necrdtica e presenca de acervulo; 10 — fruto apresentando
mais de 25 % da superficie com lesdo necrotica e presenca de acérvulo.

Com base nesta escala de notas e com as leituras dos sintomas efetuadas 10 dias apos a
inoculacdo foi calculado o indice de Infeccdo dos isolados (11), segundo MacKinney (1923),
com modificacdes.

(n.x)
Il = indice de infeccéo;
f= frequéncia de frutos com determinada nota de severidade;
v=nota da escala de severidade;
n= n° total de frutos e
X= grau maximo de infeccéo.

Os valores obtidos para o Il foram utilizados para classificar os isolados de
Colletotrichum spp. nas seguintes classes de infecgdo: Baixa (Bl) 0,0 <II< 0,05; Média (MI)
0,05 <1< 0,15; Alta (Al) 0,15 <1< 0,25; Muito Alta (MAI) 11> 0,25.

O diametro médio da lesdo nos frutos foi avaliado, por meio da medicdo diaria do
comprimento e largura até o decimo dia apds a inoculagdo. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade utilizando o programa ASSISTAT 7.7 Beta (SILVA; AZEVEDO,
2009).



Tabela 2 — Isolados selecionados para caracterizagdo morfocultural.

Isolados | Procedéncias | Coordenadas Isolados | Procedéncias | Coordenadas
PFPDO1 E:Zz'eire " e | REPDOL | acoatiara | 00 4L
PFPDO03 E{SZ‘eiredo oo | REPDO2 | tacoatiara | o014 1T
PFPDO4 Eirgz'eiredo Ve | REPDO7 | acoatiara | 2O 4L
PFPDO5 Eirgz'eiredo .| REPDOS | acoatiara | )¢ 4L
PFPDO08 Ilzir;ieiredo e | REPD09 | acoatiara | 00 14 LT
PFPDI0 | Fieveiredo e | REPDI0 | acoatiara | 0117
PFPD11 Eirgz'eiredo 0| REPDIL | acoatiara | 02O LT
PFPD16 Eirgz'eiredo eS8 | REPDI2 | acoatiara | 004N
PFPD18 Eirgz'eiredo i 20.| REPD4 | tacoatiara | 20047
PFPD22 E{gieiredo oo .| REPDIS | acoatiara | ool 1T
IRPDO3 | Iranduba 523113167 MQPDO3 | Manaquiri %%%22592149
IRPDO4 | Iranduba 5%3113167 MQPDO6 | Manaquiri %%6()22592149
IRPDO5 | Iranduba V?,(égoollf)’,?f;, MQPDO7 | Manaquiri %%6()22592149
IRPDO6 | Iranduba \32?)211%)4{67 MQPDO08 |  Manaquiri VSVO66(:022592149
IRPDOS | Iranduba \;230211%)4{67 MQPDO09 |  Manaquiri VSVO66(:022592149
IRPDO9 | Iranduba \;230211%)4{67 MQPDI10 | Manaquiri VSVO66(:022592149
IRPD10 | Iranduba %%3(;01130’,1093’; MQPD11 | Manaquiri %%6(;)02259”2149’;
IRPD18 | Iranduba \5,23011%)167 MQPD14 | Manaquiri %%6()22592149
IRPD22 | Iranduba ;2311%167 MQPD19 | Manaquiri %%6()22592149
IRPD30 | Iranduba ;2311%167 MQPD25 | Manaquiri %%6()22592149

FONTE: O autor, 2014.
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Tabela 3 — Isolados selecionados para a caracterizagdo molecular.

Isolados | Procedéncias | Coordenadas Isolados | Procedéncias | Coordenadas
PEPDO3 | picvirect Wooor-se+ | IRPD30 | randuba | et 0
PFPDO4 Eirgz'eiredo .| REPDOL | tacoatiara | 004N
PFPDOB | picvirec .| REPDO2 | tacoatiara | SOENT
PFPDI0 | Fievviredo e .| REPDO7 | tacoatiara | o1& NT
PFPDI6 | pieviredo ot 28 | REPD09 | Hacoatiara | So )\t 1T
PFPDI8 | pieviredo 28| REPDI0 | Hacoatiara | Solt 1T
PFPD22 | pieviredo 20| REPDIL | Hacoatiara | Slolt 1T
IRPDO3 | Iranduba V%f%%)(‘)’ll%)4{67 REPD12 Itacoatiara %%6.;011%}17(;,
IRPDO4 | Iranduba ;%%11%167 MQPDO3 | Manaquiri %%6(,22592149
IRPDO5 | Iranduba ;%%11%142 MQPD06 | Manaquiri %%6(,22592149
IRPDO6 | Iranduba ;2%11%167 MQPDO08 | Manaquiri %%6(,22592149
IRPDOS | Iranduba ;%%21134{67 MQPD0O9 | Manaquiri VSVO66(;022592149
IRPDO9 | Iranduba ;22211%)167 MQPD10 | Manaquiri VSVO66(:022592149
IRPD10 | Iranduba \%%300"11%”1093,:’ MQPD11 | Manaquiri %%6(;)02259,»21‘;:»
IRPD18 | Iranduba ;231134{67 MQPD14 | Manaquiri %%6(;)02259’»2149’;
IRPD22 | Iranduba ;23011%167 MQPD19 | Manaquiri %%6()22592149
IRPD28 | Iranduba ;%%11%167 MQPD25 | Manaquiri %%6()22592149

FONTE: O autor, 2016.
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Tabela 04 — Primers arbitrarios utilizados na analise da diversidade genética.
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Primers Sequéncia (5’ - 3°) Marcador molecular Referéncias
(GTG)s GTGGTGGTGGTGGTG ISSR Lieckfeldt et al., 1993
(GACA)4 GACAGACAGACAGACA ISSR Meyer; Mitchel, 1995
M13 GTAAAACGACGGCCAGT ISSR Lieckfeldt et al., 1993

FONTE: Compilacdo de varios autores.

Tabela 5 — Isolados selecionados para a caracterizagdo patogénica.

Isolados Procedéncias Coordenadas
PFPDO03 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59”
PFPD04 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59”
PFPDO08 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59”
PFPD10 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59”
PFPD22 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46”
IRPDO3 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
IRPD04 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
IRPDO6 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
IRPD10 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
IRPD18 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
REPDO1 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD02 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPDO7 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD10 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD11 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
MQPDO03 Managquiri S06°25°24” W60°29°19”
MQPDO08 Managquiri S06°25°24” W60°29°19”
MQPDO09 Managquiri S06°25°24” W60°29°19”
MQPD14 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
MQPD19 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”

FONTE: O autor, 2016.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo Morfocultural
5.1.1 Obtencao dos isolados de Colletotrichum spp.

Foram obtidos 107 isolados de Colletotrichum spp., de pimenta-de-cheiro, sendo 38
isolados oriundos do municipio de Itacoatiara, 36 isolados de Iranduba, 18 isolados de
Manaquiri e 15 isolados de Presidente Figueiredo (Tabela 6).

Por questdes praticas, os isolados foram identificados pelas iniciais do municipio de
origem e do hospedeiro dos quais cada isolado foi obtido. Foi adicionado um numero a
identificacdo, visando facilitar a diferenciagédo entre os isolados. Os isolados procedentes do
municipio de ltacoatiara receberam a nomenclatura REPD, por terem sidos coletados na
Comunidade Ramal do Engenho. A nomenclatura IRPD foi adotada para os isolados
procedentes do municipio de Iranduba, PFPD para os isolados oriundos do municipio de
Presidente Figueiredo e MQPD para os isolados coletados no municipio de Manaquiri.

5.1.2 Caracterizacdo de colonias, conidios e apressorios

As caracteristicas do indice de crescimento micelial (ICM), coloragdo e topografia
das colbnias dos 40 isolados avaliados podem ser observadas na tabela 7.

A avaliagdo do ICM quando aplicado o teste Scott-Knott ao nivel de 5% de
significancia, evidenciou a formacéo de nove grupos, que diferiram estatisticamente entre si.

O grupo 1 foi representado por um isolado de Manaquiri (MQPDO03), que apresentou
0 maior ICM, 19,29 mm. O grupo Il foi formado por quatro isolados (IRPDO03, IRPD22,
PFPD16, REPDO01), com média de ICM de 18,75 mm. No grupo Ill foram inseridos seis
isolados (PFPD04, PFPD11, PFPD18, IRPD06, MQPD08 e REPD11), apresentaram média de
ICM de 18,03 mm. O grupo IV foi representado por cinco isolados (MQPDO07, MQPD11,
PFPDO01, PFPDO08, REPDO07), com média de ICM de 17,44 mm. No grupo V foi formado por
17 isolados (IRPDO04, IRPDO05, IRPD08, IRPD09, IRPD10, IRPD18, MQPD09, MQPD10,
MQPD19, MQPD25, PFPD03, PFPDO05, PFPD10, REPD02, REPD09, REPD10 e REPD15),
apresentando media de ICM de 16,15 mm.

O grupo VI foi formado por trés isolados (MQPD14, PFPD22 e REPD14),
apresentaram ICM de 14,66 mm. Um isolado de Iranduba (IRPD30) apresentou caracteristicas
distintas dos demais e formou o grupo VII, com ICM de 13,73 mm. Dois isolados de
Itacoatiara (REPDO08 e REPD12) formaram o grupo VIII e apresentaram o mesmo ICM, 13,03

mm. O grupo IX apresentou o menor ICM, com 12,77 mm e foi representado por um isolado
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de Manaquiri (MQPDO06), representando desta forma a alta variabilidade dos isolados em
relacdo ao indice de crescimento micelial.

A cor das colonias variou entre branca a cinza escura. A cor do reverso da colonia
variou de branca, laranja, marrom escura, preta e cinza (Figura 3). Com base na coloracao das
colonias os isolados foram separados em quatro classes (A, B, C e D).

A classe de coloracdo A foi formada por 15 isolados (IRPD03, IRPD22, MQPDO03,
MQPDO07, MQPD10, MQPD14, MQPD19, PFPDO01, PFPDO03, PFPD08, PFPD18, PFPD22,
REPDO02, REPDQ9 e REPD11), correspondendo a 37,5% dos isolados avaliados, 0s quais
apresentaram coloracdo da col6nia cinza com reverso variando entre branca, cinza e laranja.

Treze isolados (IRPDO04, IRPDO6, IRPD08, IRPD09, IRPD10, MQPD08, MQPDO09,
MQPD11, PFPDO04, PFPD10, PFPD16, REPDO1 e REPDOQ7), correspondendo a 32,5%,
constituiram a classe B de coloracdo. Os isolados dessa classe apresentaram cor da col6nia
cinza clara com reverso variando entre cinza, laranja, marrom escura e preta.

Os isolados IRPDO05, IRPD18, MQPD06, MQPD25, PFPDO05, PFPD11 e REPD15,
apresentaram cor da colbnia cinza escura, com reverso variando entre laranja, marrom escura,
preta e cinza, sendo incluidos na classe de coloracdo C. Na classe D foram inseridos 0s
isolados IRPD30, REPD08, REPD10, REPD12 e REPD14, os quais apresentaram cor da
colonia branca com reverso variando entre branca e laranja.

Em relacdo a topografia das colonias, trés padrdes distintos de micélio foram
observados: micélio aéreo reduzido, micélio aéreo moderadamente abundante e micélio aéreo
abundante. A maioria dos isolados (77,5%) apresentou micélio aéreo moderadamente
abundante, micélio aéreo abundante ocorreu em 12,5% dos isolados e micélio aéreo reduzido
em 10%.

Os isolados de Iranduba apresentaram micélio aéreo moderadamente abundante
(IRPDO3, IRPDO04, IRPDO06, IRPDO08, IRPD09, IRPD10 e IRPD22), aéreo abundante
(IRPDO5 e IRPD18) e aéreo reduzido (IRPD30).

A maioria dos isolados de Manaquiri apresentaram micélio aéreo moderadamente
abundante (MQPDO03, MQPDO07, MQPD08, MQPD09, MQPD10, MQPD11, MQPD14,
MQPD19 e MQPD25) e apenas um isolado apresentou micélio aéreo abundante (MQPDO06).
A mesma frequéncia de micélio aéreo moderadamente abundante (PFPDO01, PFPDO3,
PFPD04, PFPDO05, PFPD08, PFPD10, PFPD11, PFPD16 e PFPD22) e aéreo abundante
(PFPD18) observados para os isolados de Manaquiri foi observado nos isolados de Presidente

Figueiredo. Nos isolados de Itacoatiara foi observado micélio aéreo moderadamente
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abundante (REPDO01, REPD02, REPDO7, REPD09, REPD11 e REPD15), aéreo abundante
(REPD10) e aéreo reduzido (REPD08, REPD12 e REPD14).

Figura 3 — Aspectos das coldnias (verso e reverso) de Colletotrichum spp. Isolados de Manaquiri (A),
Itacoatiara (B), Presidente Figueiredo (C) e Iranduba (D).

FONTE: O autor, 2014.

N&o houve relacdo entre a procedéncia dos isolados e as caracteristicas das colonias
avaliadas (ICM, coloracdo e topografia), havendo variacdo nos caracteres entre individuos
coletados na mesma e diferentes localidades.

Todos os isolados apresentaram conidios de formato oblongo e/ou cilindrico. Houve
diferenga significativa entre os isolados ao nivel de 5% de significancia quando aplicado o
teste Scott-Knott as médias das dimensdes dos conidios (Tabela 8).

Em relagdo ao comprimento dos conidios o teste estatistico distinguiu sete grupos. O
primeiro grupo foi formado por quatro isolados (IRPD04, IRPD10, MQPDO6 e REPDOQ8),
estes isolados apresentaram as maiores médias de comprimento, variando de 14,9 a 15,4 pum.
O segundo agrupamento foi formado por seis isolados (PFPDO05, PFPDO08, IRPD06, IRPD30,
REPDO09 e REPD14), com médias de comprimento na faixa de 14,2 a 14,5 um.

No terceiro grupo foram inseridos treze isolados (IRPD08, IRPD18, MQPD11,
MQPD14, MQPD19, MQPD25, PFPDO01, PFPD10, PFPD16, PFPD22, REPD02, REPD10 e
REPD12), apresentaram médias de comprimento variando entre 13,6 a 14,1 um. O quarto
grupo foi formado por oito isolados (IRPD09, IRPD22, MQPD08, MQPDQ9, PFPD04,
REPDO1, REPDO07 e REPD15), com médias de comprimento variando de 13,0 a 13,5 pum.

O quinto agrupamento foi formado por sete isolados (MQPDO03, MQPDO07,
MQPD10, IRPDO03, IRPDO05, PFPD18 e REPD11), estes isolados apesentaram médias de
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comprimento na faixa de 11,8 a 12,9 pm. Os isolados PFPD03 e PFPD11 apresentaram
médias de comprimento de conidio estatisticamente inferior aos demais grupos e formaram o
sexto e o0 sétimo agrupamento, com média de comprimento de 10,9 e 9,0 um,
respectivamente.

Quanto a largura dos conidios foi observada alta variabilidade e a formagéo de nove
grupos. Um isolado de Itacoatiara (REPD14) obteve média de largura, estatisticamente
superior aos demais, de 5,5 um e formou o grupo I. O agrupamento Il foi formado por dois
isolados (IRPD30 e REPDO08), com médias de largura variando de 5,0 a 5,1 pm.

O grupo 111 foi formado pelo isolado MQPDO06 de Manaquiri com média de largura
de 4,7 um. O agrupamento IV foi formado por dez isolados (IRPD04, IRPDO08, IRPD10,
IRPD18, MQPD09, MQPD19, PFPD04, PFPD22, REPD12 e REPD15), os quais
apresentaram médias de largura na faixa de 3,8 a 3,9 um. O grupo V reuniu quinze isolados
(IRPD06, MQPD08, MQPD14, MQPD25, PFPDO01, PFPDO05, PFPD08, PFPD10, PFPD16,
REPDO01, REPD02, REPD07, REPD09, REPD10 e REPD11), 0s quais apresentaram média
de largura variando de 3,6 a 3,7 um.

O grupo VI foi formado por cinco isolados ((MQPDO03, MQPD10, MQPD11,
IRPDO5 e IRPD22), os isolados deste grupo apresentaram média de largura de 3,4 um. No
agrupamento V1I foram inseridos quatro isolados (PFPD03, MQPDO07, IRPD03 e IRPD09), os
quais apresentaram média de largura variando de 3,2 a 3,3 um. O grupo VIII foi formado por
um isolado de Presidente Figueiredo (PFPD18) com média de largura de 3,1 um. Um isolado
procedente de Presidente Figueiredo (PFPD11) apresentou o menor valor de média da largura
(2,9 pum) e formou o grupo IX.

O teste Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia, possibilitou o agrupamento dos
isolados em cinco grupos quanto a relacdo comprimento/largura. O grupo | foi formado por
50% dos isolados (REPD02, REPD09, REPD10, IRPDO03, IRPD04, IRPDO06, IRPDO09,
IRPD10, IRPD22, IRPD30, PFPDO01, PFPDO05, PFPDO08, PFPD10, PFPD16, PFPD18,
MQPDO07, MQPD11, MQPD14 e MQPD25), os quais apresentaram 0s maiores valores de
média, variando de 3,7 a 4,0 um.

O grupo 11 foi formado por 35% dos isolados (IRPDO5, IRPD08, IRPD18, MQPDO03,
MQPDO08, MQPD09, MQPD10, MQPD19, REPDO01, REPDO7, REPD12, REPD15, PFPD04
e PFPD22), estes apresentaram média de largura na faixa de 3,5 a 3,7 um. O agrupamento I
foi formado por dois isolados, sendo um de Presidente Figueiredo (PFPDO3) e outro de

Itacoatiara (REPD11), os quais apresentaram média de largura de 3,4 pm.
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No grupo IV foram inseridos trés isolados, sendo um de Manaquiri (MQPDO06), um
de Presidente Figueiredo (PFPD11) e um de Itacoatiara (REPDO08), com meédia de largura
variando de 3,1 a 3,2 um. O isolado REPD14 procedente de Itacoatiara formou o grupo V e
apresentou o menor valor de média para a largura (2,6 pum).

Houve alta variabilidade na morfometria dos apressorios (Tabela 9). Os isolados
apresentaram trés tipos de formato de apressorios: arredondado, levemente lobado e lobado
(Figura 4).

O formato arredondado foi observado em 34 dos 40 isolados estudados,
correspondendo a 85% do total. Este formato foi observado em dez isolados procedentes de
Iranduba (IRPDO03, IRPD04, IRPDO05, IRPDO06, IRPDO08, IRPD09, IRPD10, IRPD18, IRPD22
e IRPD30), sete isolados de Manaquiri (MQPDO03, MQPD08, MQPD09, MQPD10, MQPD14,
MQPD19 e MQPD25), oito isolados de Presidente Figueiredo (PFPD03, PFPD05, PFPDO8,
PFPD10, PFPD11, PFPD16, PFPD18 e PFPD22) e nove isolados de Itacoatiara (REPDO1,
REPDO02, REPD07, REPDO08, REPD09, REPD10, REPD11, REPD14 e REPD15), com
frequéncia variando de 64 a 100%; 92 a 100%; 94 a 100% e 34 a 100%, respectivamente.

O formato levemente lobado foi observado em 50% dos isolados. Formaram este tipo
de apressorio: cinco isolados procedentes de Manaquiri (MQPD06, MQPD08, MQPDO09,
MQPD10 e MQPD14), seis isolados de Iranduba (IRPDO05, IRPDO06, IRPDQ9, IRPD10,
IRPD22 e IRPD30), cinco isolados de Itacoatiara (REPD02, REPDO7, REPD08, REPD11 e
REPD14) e quatro de Presidente Figueiredo (PFPDO05, PFPDO08, PFPD10 e PFPD18), com

frequéncia variando de 2 a 70%; 2 a 34%; 2 a 64% e 2 a 6%, respectivamente.

Figura 4 - Formato de apressorios de Colletotrichum spp. As letras maiulsculas indicam o formato dos
apressorios. A (arredondado), LL (levemente lobado) e L (lobado). Barra: 15 um.

FONTE: O autor, 2015.
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O formato lobado foi observado em seis isolados, sendo dois de Iranduba (IRPDO5 e
IRPDQ9), com frequéncia de 2%; trés de Itacoatiara (REPD02, REPD08 e REPD14), com
frequéncia variando de 2 a 18% e um isolado de Manaquiri (MQPDO03), o qual apresentou
frequéncia de 30%.

Em relacdo as dimensBes de comprimento, largura e relagdo comprimento/largura,
foi observado alta variabilidade, com diferencas estatisticamente significativas ao nivel de 5%
de significancia pelo teste Scott-Knott.

O teste estatistico a formacdo de sete grupos em relacdo ao comprimento dos
apressorios. O isolado de Manaquiri (MQPDO06), com média de 14,6 um e o isolado de
Itacoatiara (REPD14), com média de 12,0, formaram os grupos | e Il, respectivamente. O
grupo Il foi formado por dois isolados (IRPD10 e PFPDO05), com média de comprimento de
10,6 um. No grupo IV foram inseridos cinco isolados (REPD08, REPD09, REPD15, PFPD18
e IRPD06), com média de comprimento de 9,7 um. O grupo V foi formado por nove isolados
(MQPDO08, MQPD09, MQPD19, IRPD10, IRPD22, PFPD08, PFPD16, REPD02 e REPD11),
com média variando de 8,6 pum.

O grupo VI foi formado por seis isolados (REPDO07, PFPD11, IRPDO03, IRPD30,
MQPDO03 e MQPD14), com média de comprimento de 8,2 um. O grupo VII formou o maior
agrupamento e apresentou os menores valores de médias de comprimento. Este grupo foi
formado por onze isolados (IRPD04, IRPDO5, IRPDO08, IRPD18, PFPDO03, PFPD10, PFPD22,
MQPD10, MQPD25, REPDO01 e REPD10), com média de comprimento de 7,6 um.

Quanto a largura dos apressorios, os isolados formaram sete grupos. O grupo V
formou o maior agrupamento, com doze isolados (MQPD03, MQPD08, MQPD09, MQPD14,
MQPD19, MQPD25, PFPD08, PFPD11, PFPD16, PFPD18, IRPD22 e REPD15), com média
de largura de 6,5 um. O grupo VIII foi formado por seis isolados e apresentaram as menores
médias de largura. Foram inseridos neste grupo trés isolados de Presidente Figueiredo
(PFPDO3, PFPD10 e PFPD22), dois de Itacoatiara (REPD01 e REPDQ7) e um isolado de
Iranduba (IRPDO05), com média de largura de 5,5 um.

O isolado MQPDO06 procedente de Manaquiri apresentou a maior média de largura
(8,8 um) e formou o grupo I. Os demais isolados formaram o grupo Il (REPDO02, média de 8,0
um); grupo 111 (PFPDO5, REPDO08 e REPD14, com media variando de 7,5 a 7,8 um); grupo
IV (IRPDO06, IRPD09 e REPD09, com meédia na faixa de 6,9 a 7,2 um) e o grupo VI (IRPDO3,
IRPDO4, IRPDO08, IRPD10, IRPD18, IRPD30, MQPD10, REPD10 e REPD11, com média
variando de 5,8 a 6,1 pum).
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A relacdo comprimento/largura, da mesma forma que as outras caracteristicas,
apresentou alta variabilidade. Os isolados formaram seis grupos. O grupo | foi formado pelo
isolado MQPDO06, que apresentou a maior media de relacdo comprimento/largura (1,7 um). O
isolado REPD14 formou o grupo Il com 1,5 um de relacdo comprimento/largura. O grupo Il
foi formado pelos isolados IRPDO06, IRPDQ9, IRPD10, IRPD22, MQPDQ09, PFPDOS5,
PFPDO08, PFPD10, PFPD18, REPDO01, REPDO07, REPD11 e REPD15, 0s quais apresentaram
média de relacdo comprimento/largura de 1,4 pum. Treze isolados formaram o grupo IV
(IRPDO3, IRPDO5, IRPDO08, IRPD30, MQPDO08, MQPD14, MQPD19, PFPDO03, PFPD16,
PFPD22, REPD08, REPD09 e REPD10) e apresentaram média de 1,3 um. Os isolados
IRPDO04, IRPD18, MQPDO03, MQPD10 e PFPD11 apresentaram média de 1,2 um e foram
inseridos no grupo V. Dois isolados, sendo um de Itacoatiara (REPDO02) e outro de Manaquiri
(MQPD25), formaram o grupo VI, representantes desse grupo apresentaram a menor media,
1,1 um

Os isolados MQPDO07, MQPD11, PFPDO01, PFPD04 e REPD12 n&o produzirdo

apressorios.
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(Continua)

Nomenclaturas

Procedéncias

Coordenadas

Nomenclaturas

Procedéncias

Coordenadas

PFPDO1 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD17 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPDO02 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD18 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPDO3 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD20 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPDO04 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD21 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPDO5 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD22 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPDO8 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD23 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPD10 Pres. Figueiredo S01°55°56” W60°01°59” IRPD24 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPD11 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD25 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPD13 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD26 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPD14 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD27 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
PFPD15 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD28 Iranduba S503°12°46” W60°10°1,7”
PFPD16 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD29 Iranduba S503°12°46” W60°10°1,7”
PFPD18 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD30 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
PFPD19 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD31 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
PFPD22 Pres. Figueiredo S01°54°56” W60°01°46” IRPD32 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
IRPDO1 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” IRPD33 Iranduba S03°13°19” W60°10°03”
IRPDO2 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” IRPD35 Iranduba S503°12°46” W60°10°1,7”
IRPDO3 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” IRPD36 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
IRPD04 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” IRPD37 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
IRPDO5 Iranduba S03°12°44” W60°10°0,2” IRPD38 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7”
IRPDO6 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPDO01 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPDO7 Iranduba S03°12°44” W60°10°0,2” REPDO02 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPDO8 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPD04 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD09 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPDO5 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD10 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPDO06 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD11 Iranduba S03°13°19” W60°10°03” REPDO07 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD12 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPDO8 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD13 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPDO09 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD14 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPD10 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD15 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPD11 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
IRPD16 Iranduba S03°12°46” W60°10°1,7” REPD12 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
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Nomenclaturas

Procedéncias

Coordenadas

Nomenclaturas

Procedéncias

Coordenadas

REPD13 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” REPD50 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD14 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” REPD51 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD15 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” REPD52 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD16 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” REPD53 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD17 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” REPD54 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD18 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” REPD55 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”
REPD19 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDO01 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD20 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDO03 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD21 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDO05 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD22 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDO06 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD23 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDO7 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD24 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDO8 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD27 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPDQ09 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD28 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD10 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD32 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD11 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD33 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD12 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD34 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD14 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD35 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD19 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD36 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD20 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD37 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD21 Manaquiri S506°25°24” W60°29°19”
REPD38 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD22 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD39 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD23 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD40 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD24 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPD42 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10” MQPD25 Manaquiri S06°25°24” W60°29°19”
REPDA43 Itacoatiara S06°14°17” W60°10°10”

FONTE: O autor, 2014.
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Tabela 7 - Variabilidade cultural e indice de crescimento micelial dos isolados. (Continua)
Isolados Co[ o!a Borda Cor do Topografia HCM (mm) Classes 96
coldnia reverso da coloracéo
IRPDO3 Cinza branca e/ ou cinza clara laranja aéreo moderamente abundante 18,37 ab A
IRPD04 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 16,55 abcde B
IRPDO5 cinza escura branca preta aéreo abundante 16,98 abcde C
IRPDO06 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 17,69 abc B
IRPDO08 cinza clara branca e/ ou cinza clara laranja aéreo moderamente abundante 15,78 abcde B
IRPD09 cinza clara branca e/ ou cinza laranja aéreo moderamente abundante 16,91 abcde B
IRPD10 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 15,01 abcde B
IRPD18 cinza escura branca laranja aéreo abundante 15,85 abcde C
IRPD22 cinza branca cinza aéreo moderamente abundante 19,07 ab A
IRPD30 branca branca e/ ou cinza escura branca aéreo reduzido 13,73 cde D
MQPDO03 cinza branca e/ ou cinza clara laranja aéreo moderamente abundante 19,29 a A
MQPDO06 cinza escura branca preta aéreo abundante 12,77 e C
MQPDO7 cinza branca laranja aéreo moderamente abundante 17,43 abcd A
MQPDO08 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 17,98 abc B
MQPD09 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 15,42 abcde B
MQPD10 cinza branca laranja aéreo moderamente abundante 16,98 abcde A
MQPD11 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 17,53 abcd B
MQPD14 cinza branca e/ ou amarela laranja aéreo moderamente abundante 14,66 bcde A
MQPD19 cinza branca e/ ou cinza clara laranja aéreo moderamente abundante 15,67 abcde A
MQPD25 cinza escura branca cinza escura aéreo moderamente abundante 15,92 abcde C

2C.V.% 9,75
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(Conclusédo)

Isolados Cof d_a Borda Cor do Topografia HCM (mm) Classes ge
colonia reverso da coloracao
PFPDO1 cinza cinza escura e/ ou branca laranja aéreo moderadamente abundante 17,43 abcd A
PFPDO03 cinza branca laranja aéreo moderadamente abundante 16,38 abcde A
PFPDO04 cinza clara branca cinza aéreo moderadamente abundante 18,22 abc B
PFPDO5 cinza escura branca laranja aéreo moderadamente abundante 17,23 abcde C
PFPDO8 cinza branca e/ ou cinza laranja aéreo moderadamente abundante 17,47 abcd A
PFPD10 cinza clara branca cinza clara aéreo moderadamente abundante 14,95 abcde B
PFPD11 cinza escura branca cinza clara aéreo moderadamente abundante 18,20 abc C
PFPD16 cinza clara branca preta aéreo moderadamente abundante 18,53 ab B
PFPD18 cinza branca e/ ou cinza laranja aéreo abundante 18,23 abc A
PFPD22 cinza clara branca laranja aéreo moderadamente abundante 14,68 bcde A
REPDO01 cinza clara branca laranja aéreo moderadamente abundante 19,05 ab B
REPDO02 cinza escura branca preta aéreo abundante 12,77 e C
REPDOQ7 cinza branca laranja aéreo moderamente abundante 17,43 abcd A
REPDO08 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 17,98 abc B
REPDQ9 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 15,42 abcde B
REPD10 cinza branca laranja aéreo moderamente abundante 16,98 abcde A
REPD11 cinza clara branca laranja aéreo moderamente abundante 17,53 abcd B
REPD12 cinza branca e/ ou amarela laranja aéreo moderamente abundante 14,66 bcde A
REPD14 cinza branca e/ ou cinza clara laranja aéreo moderamente abundante 15,67 abcde A
REPD15 cinza escura branca cinza escura aéreo moderamente abundante 15,92 abcde C
2CV.% 9,75

Indice de crescimento micelial (ICM), ao longo de 10 dias, dos isolados de Colletotrichum spp.
2C.V.% = Coeficiente de Variacéo.

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna no diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade

FONTE: O autor, 2014.
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Tamanho (um) Tamanho (um)
Isolados ™~ Comprimento? Largural Relacdo C/L2 Isolados Comprimento? Largura® Relacdo C/L2
IRPDO3 | 12,6 ¢ (7,9-16.8) 339 (2.1-4.3) 3.72(2.25,7) PFPDOL | 13.8 ¢ (11,3-19.8) | 3.7¢ (2.2.5.6) 3842 (2661
IRPDO4 | 14,9a(10,9-18,7) | 3,8d (3,1-5.1) 3,92 (3,05,0) PFPD03 | 10,9 f (6,5-15,5) 3,29 (2,4-4.0) 3.4.¢ (2,2-4)5)
IRPDO5 | 12,0 & (9,4-15,7) 3,41 (2,4-4,4) 35D (2,7-52) PFPDO4 | 13,5 d (8,0-24.9) 3.8d (3,0-4.6) 3,6b (2,2-7,0)
IRPD06 | 142 b (10326.7) | 3.6¢€ (2,7-4,8) 3.82(2,6-67) PFPD05 | 144 b (9,9-22,1) 3,7¢(2,34,7) 392 (2,25,1)
IRPD08 | 14,1 ¢ (9,9-20.8) 3.8 (2,9-4.6) 3,7 (2,353) PFPDO8 | 14,4 b (10,1-284) | 3,6 € (3,0-4,5) 3,92 (2,7-7,0)
IRPD09 | 13,5 d (10,6-23.6) | 3,39 (2,9-4.0) 4,04a(275,9) PFPDI0 | 14,0 (104-17.8) | 3.6€ (2.7-4,6) 392 (2,85,0)
IRPD10 | 15,14 (10,1-24,0) | 3,9d(2.9-4.9) 394 (2382 PFPD11 | 9.0 (3,7-13.6) 291 (1,9-45) 32d (1,3-4.8)
IRPDI8 | 13,6 ¢ (11,0-159) | 3,8d (2,8-9.9) 3,7b (1,3-5,0) PFPD16 | 13,7¢(10,6212) | 3.6€(2,9-4,1) 3842 (2,65,3)
IRPD22 | 13,1d (10,5-16,2) | 3.4 f(2.7-41) 3,84 (3,0-4.,6) PFPD18 | 11,8 ¢ (8,7-14,5) 3.1 (2,3-6.6) 3,82 (2,0-5,)
IRPD30 | 14,20 (10,9-16,8) | 5,0b (4,2-5,7) 282 (2,1-35) PFPD22 | 14,0 ¢ (9,5-21,3) 3.9d (2,952 36D (2,5-6.1)
MQPDO03 | 12,5 ¢ (8.7-21,3) 3,41 (234,7) 3,6 b (2,4-50) REPDOL | 13,0d (10,8-17.3) | 3.6 € (2,4-4.9) 3,7 (2,8-4.5)
MQPDO6 | 154 a (12.2-185) | 4.7 ¢ (3,1-8.0) 3,2d(1,8-4.7) REPD02 | 139 ¢ (8,5-26,2) 3,7¢(23572) 382 (236,1)
MQPDO7 | 12,9 ¢ (7,9-14,9) 339 (2.3-3.9) 394 (2,7-55) REPDO7 | 13,1d (8,7-17.0) 3.6¢ (3,0-4,2) 3,70 (2,3-47)
MQPDO08 | 13,2 d (8,4-16,3) 37¢ (2751 3.6 (2,2-54) REPDO8 | 15,24 (11,5-19.6) | 5.1b (3,6-6,5) 3.1d (1,9-4.9)
MOPDO09 | 13.4 d (8,9-22,0) 3.8d (3.0-51) 35D (2,3-5,8) REPDO9 | 14,5 b (10,1-22,0) | 3.7 € (2,9-4.9) 3,94 (2,458)
MQPD10 | 12,7 ¢ (9,5-16,9) 3,41 (2,6-4,6) 3.6 (2,8-4.7) REPDIO | 13.8¢(10.3-16,7) | 3.6¢€ (3.0-6.2) 392 (2,35,2)
MOPD11 | 13,7 ¢ (9,6-21,2) 3,47 (2,6-4,3) 4,04 (2,95,3) REPDI1 | 12,4 ¢ (8,6-15.1) 3.6¢(284,3) 3.4¢(2,0-4,4)
MQPD14 | 14,1 ¢ (6,8-21,6) 3.6 ¢ (2,8-4,4) 394 (2459 REPD12 | 13,8 ¢ (8,5-17,6) 39d (3.2-5,5) 3,6b (2,1-4.6)
MQPD19 | 13,9 ¢ (8,7-24,4) 3.8d (2,9-4,3) 3,7 (2,1-5,6) REPD14 | 144Db (11,9-17.8) | 55a(45-7,1) 26 (1,9-33)
MQPD25 | 14,1 ¢ (11,7-189) | 3.7¢e (2,9-4.4) 384 (2,651 REPDI5 | 13,1d (3,8-17.,3) 38d (3.4-4.8) 35D (1,0-5,0)
CV.(%)3 15,40 15,84 16,72 CV.(%)® 15,40 15,84 16,72

!Média de 50 conidios produzidos em BDA, aos 10 dias de cultivo a + 26 °C sob luz continua.
2Média de 50 valores da relagdo C/L, calculado pela divisdo do comprimento pela largura de conidio de cada isolado.

3C.V.% = Coeficiente de Variacéo.

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

FONTE: O autor, 2014.
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Tabela 9 - Caracteristicas morfométricas de apressorios. (Continua)
Tamanho (um) Formato (%)*

Isolados Comprimento! Largural Relacdo C/L2 Lobado | Levementelobado | Arredondado
PFPDO1 Nfas Nfa

PFPD03 | 7,6 g (9,9-5,8) 5,7 g (7,0-4,7) 1,3d (1,7-1,0) 0 | 0 | 100
PFPDO0O4 Nfa Nfa

PFPDO5 10,4 ¢ (18,8-6,7) 75 ¢ (12,2-5,0) 1,4 ¢ (3,0-0,9) 0 6 94
PFPDOS 8,9 e (16,8-6,1) 6,2 e (9,9-4,6) 1,4 ¢ (2,3-0,9) 0 2 98
PFPD10 7,6 9 (10,5-5,2) 559 (6,8-2,2) 1,4 ¢ (3,9-0,8) 0 2 98
PFPD11 8,0 f (11,9-6,3) 6,5 e (8,4-4,6) 1,2¢e(1,6-1,0) 0 0 100
PFPD16 8,7 ¢ (11,8-6,6) 6,5€ (8,7-5,2) 1,3d(1,8-1,0) 0 0 100
PFPD18 9,8d (13,6-7,1) 6,7 € (8,8-4,6) 1,4 ¢ (2,3-1,0) 0 4 96
PFPD22 7,69 (9,7-6,1) 5,7 g (6,8-4,6) 1,3d(1,8-1,0) 0 0 100
REPDO1 7,39 (11,6-5,1) 5,2 g (7,0-4,1) 1,4 ¢ (2,0:0,9) 0 0 100
REPDO02 9,1e(11,9-7,0) 8,0 b (12,5-5,8) 1,1f(1,5-0,8) 2 64 34
REPDO7 8,1 f (10,9-5,4) 5,6 g (6,8-4,6) 1,4 ¢ (2,00,8) 0 6 94
REPDO8 9,8d (14,4-6,1) 7,6 ¢ (14,6-4,7) 1,3d(2,3-0,7) 6 4 90
REPD09 9,4 d (16,0-6,1) 7,0d (10,1-5,1) 1,3d (2,0-0,8) 0 0 100
REPD10 7,89 (10,1-5,9) 5,8 f (7,3-4,4) 1,3d (1,7-1,0) 0 0 100
REPD11 8,7 e (11,8-6,6) 6,1 f(8,3-4,2) 14¢(1,7-1,1) 0 2 98
REPD12 Nfa Nfa

REPD14 12,0 b (17,8-7,0) 7.8¢ (10,3-4,4) 1,6 b (2,7-0,7) 18 36 46
REPD15 9,7d (15,4-5,1) 6,7 € (8,8-4,6) 1,4 ¢ (2,3-1,0) 0 0 100

CV. (%) 15,40 15,84 16,72
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(Concluséo)

Tamanho (um)

Formato (%)3

Isolados Comprimento! Largural Relacdo C/L2 Lobado Levemente lobado Arredondado
IRPDO3 8.2 (5.99.7) 6.17(5.17.1) 13d(L0L7) 0 0 100
IRPD04 779 (53-12.2) 6,01 (4,58,7) 12¢(0,9-2.3) 0 0 100
IRPDO5 759 (53-11,1) 5,59 (3,9-7,3) 1,3d(09-2.1) 2 34 64
IRPD06 9,9d (6,9-17.,5) 6,9d (5,4-9,5) 14¢(1,0-3.1) 0 10 90
IRPDOS 7.89(54-9,7) 5,8 (4,6-7,3) 13d(L1-1,7) 0 0 100
IRPDOY 10,8 ¢ (4,3-15.6) 7.2d (4,0-11,6) 1,5¢(0,8-2,3) 2 14 84
IRPD10 8,6 ¢ (6,4-11,1) 6,11 (51-7.2) 14¢(1,0-18) 0 2 08
IRPD18 749 (52:9.1) 5,9 (2,9-8,5) 12¢e(1,0-1,7) 0 0 100
IRPD22 8,8 e (50-13.4) 6,2 ¢ (3,7-8,3) 14¢(0,9-2,4) 0 4 96
IRPD30 8,2 (6,1-10,5) 6,0 f (4,8-8,0) 1,3d(L0-1,8) 0 2 08
MQPDO03 8,11 (5,9-11,7) 6,5€ (4.9-11.3) 12¢(0,9-17) 0 0 100
MQPDO6 14,6 a (6,5-35,2) 8,842 (56-15,2) 17a(0,4-43) 30 70 0
MQPDO7 Nfa® Nfa
MQPDOS 9.1e(59-12.,3) 6,7 ¢ (4,6-8.7) 13d(L0-21) 0 8 92
MQPDO9 9,1¢ (55-12,6) 6,5 ¢ (4,5-8,5) 14¢(0,9-2,1) 0 4 9
MQPD10 7,69 (6,0-9.5) 6,1f (4,2-9,8) 12¢€(0,8-1,7) 0 2 98
MQPD11 Nfa Nfa
MQPD14 8471 (6.4-12,1) 6.3 ¢ (4.6-7.4) 1,3d(0,9-1,9) 0 2 %8
MQPD19 88¢€(6,0-11,1) 6,5 ¢ (4,3-8,5) 1,3d(0,9-2,0) 0 0 100
MQPD25 789 (4,311,5) 6,7 ¢ (4,18,2) 1,17(0,9-1,6) 0 0 100
CV. (%) 15,40 15,84 16,72

!Média de 50 apressdrios produzidos pelo método de microcultura, aos 10 dias de cultivo a + 26 °C e 12 h de fotoperiodo.
2Média de 50 valores da relagdo C/L, calculado pela divisio do comprimento pela largura de apressorio de cada isolado.
3Distribuicio da frequéncia de formatos de apressorios.
“Nfa = ndo formou apressorios.
5C.V. (%) = Coeficiente de variagéo.

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

FONTE: O autor, 2015.



48

5.2 Genotipagem por Ap-PCR de Colletotrichum spp.
5.2.1 Extracédo e quantificacdo de DNA

O protocolo de extracdo de DNA utilizado para os 34 isolados foi satisfatorio para a
obtencdo de amostras de DNA para analise em PCR. A quantidade de DNA obtida variou
entre 48,5 a 3.239,5 ng/uL, sendo que as amostras apresentaram boa qualidade para utilizacao

deste tipo de marcador molecular.

5.2.2 Andlise Ap-PCR

A partir de trés primers arbitrarios foram realizadas as analises por Ap-PCR de 34
isolados. O namero de bandas amplificada por primers foi de 17 (GACA)4 e 18 (GTG)s. O
primer M13 ndo amplificou bandas. Foram analisados 35 fragmentos polimérficos, de peso
molecular variando entre 150 a 1500pb. A Figura 5 mostra o polimorfismo gerado pelo
primer (GACA)4 em 16 dos 34 isolados estudados.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

» .

Figura 5. Polimorfismo gerado pelo primer arbitrario GACA4. Na pista M encontra-se 0 marcador de peso
molecular de 50 pb. Nas pistas 9 a 22 encontram-se 0s DNAs dos isolados IRPD10, IRPD22, IRPDO6,
PFPD16, PFPD22, PFPD10, PFPD08, PFPD04, MQPD06, MQPD08, MQPD09, MQPD11, MQPD10
e MQPD25.

FONTE: O autor, 2016.

O primer (GACA)s gerou 0 menor numero de bandas polimdrficas, formando trés
grupos. O primeiro agrupamento compreendeu 70,58% dos isolados com mesmo perfil de
bandas e foi formado por 24 dos 34 isolados avaliados (REPDO1, REPD10, REPDO7,
IRPDO3, IRPDO04, IRPDO05, IRPDO06, IRPD08, IRPD09, IRPD10, IRPD18, IRPD22, IRPD28,
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IRPD30, PFPDO03, PFPD04 PFPDO08, PFPD10, PFPD16, PFPD18, PFPD22, MQPDO3,
MQPD14 e MQPD19).

O segundo agrupamento foi formado por 23,52% dos isolados (REPD11, REPD12,
MQPD06, MQPD08, MQPD09, MQPD11, MQPD10 e MQPD25). Os isolados REPDO02 e
REPDO09 formaram um terceiro agrupamento.

O primer arbitrério (GTG)s propiciou 0 maior nimero de bandas polimorficas e
dividiu os isolados em quatro grupos distintos, sendo o grupo | formado por 61,76% dos
isolados (PFPD08, PFPD10, PFPDO03, PFPDO04, PFPD16, PFPD22, PFPD18, IRPDO03,
IRPDO4, IRPDO5, IRPDO06, IRPDO08, IRPDO09, IRPD10, IRPD18, IRPD22, MQPDOS3,
MQPD14, MQPD19, REPDQ7 e REPDQ9).

O grupo Il foi formado por 17,64% dos isolados (REPD01, REPD02, REPD10,
REPD11, REPD12 e MQPDO06). Cinco isolados procedentes de Manaquiri (MQPDOS,
MQPDQ09, MQPD11, MQPD10 e MQPD25) formaram o grupo Il e dois isolados de Iranduba
(IRPD30 e IRPD28) o grupo V.

Os primers arbitrarios aqui testados foram capazes de distinguir geneticamente
isolados que se mostraram diferentes uns dos outros em relacdo a algumas caracteristicas
culturais e morfoldgicas e patogenicidade, onde os isolados mais agressivos sao facilmente

distinguidos dos demais (Figura 6).

358886 -G

N

Figura 6. Polimorfismo gerado pelo primer GTGs. A seta mostra os isolados nas pistas 12 (PFPD16), 13
(PFPD22), 14 (PFPD10), 15 (PFPDO08) e 16 (PFPD04) mais agressivos no teste de patogenicidade em
pimenta-de-cheiro com bandas monomérficas.

FONTE: O autor, 2016.

A partir das bandas amplificadas foi gerada uma matriz binaria e calculada a
similaridade genética entre os isolados e gerado um dendograma, obtido pelo método
UPGMA, utilizando o Coeficiente de Nei & Li como medida de dissimilaridade (Figura 7).
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A anélise de agrupamento, com base no dendograma produzido, revelou a existéncia
de sete grupos (I, 11, 111, 1V, V, VI e VII). O grupo | foi formado pelo isolado REPDO2 e o
grupo Il pelo isolado REPD09, ambos procedentes de Itacoatiara. O grupo Il foi formado por
trés isolados de Iranduba (IRPDO03, IRPD18 e IRPDO05). Um isolado de Manaquiri (MQPD14)
formou o grupo IV.

O grupo V foi formado por sete isolados (IRPD30, IRPD28, IRPD09, MQPDO3,
MQPD19, PFPDO04 e PFPDO03). O grupo VI apresentou dois subgrupos, A e B. No subgrupo
A foram inseridos oito isolados (IRPD22, IRPD06, IRPD10, PFPD22, PFPD10, PFPD18,
PFPDO08 e PFPD16), no subgrupo B os isolados (MQPD06, MQPDO08, MQPD11, MQPD10,
MQPDQ09 e MQPD25). O grupo VII formou dois subgrupos, A e B. No subgrupo A trés
isolados foram inseridos (IRPD08, IRPD04 e REPDQ7), no subgrupo B os isolados (REPD11,
REPD12, REPDO01 e REPD10).

O coeficiente de correlacdo cofenética apresentou valor de r = 0,84. A dissimilaridade
genética variou com a procedéncia dos isolados, evidenciando variacdo intraespecifica, onde
isolados de uma mesma procedéncia foram distribuidos em diferentes grupos e subgrupos,
corroborando com os dados obtidos neste estudo quanto a caracterizacdo morfocultural dos
isolados, demonstrando assim, a alta variabilidade genética existente entre e dentre o0s
isolados provenientes de uma mesma localidade.

Foi observado a formacéo de grupos entre isolados da mesma procedéncia em quatro
dos sete agrupamentos formados e em dois dos quatro subgrupos analisados. Nos grupos | e Il
estdo os isolados REPD02 e REPDOQ9, respectivamente, ambos procedentes de Itacoatiara. O
grupo Il foi formado por trés isolados procedentes de Iranduba. No grupo IV esta o isolado
MQPD14 oriundo de Manaquiri. O subgrupo VI B agrupou seis isolados de Manaquiri, no
subgrupo VII B quatro isolados de Itacoatiara. Os demais grupos e subgrupos foram

compostos por isolados de diferentes localidades.
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Figura 7 — Dendograma gerado pela andlise de agrupamento UPGMA. A linha pontilhada representa o
nivel de fusdo entre os grupos, estimada pelo método Mojema (1997). A escala & esquerda
informa o valor de dissimilaridade. Os nimeros romanos indicam os grupos formados € as letras
maiusculas 0s subgrupos.

o)

FONTE: O autor, 2016.

5.3 Patogenicidade cruzada de isolados de Colletotrichum spp.
Sintomas tipicos de antracnose foram observados apo6s trés dias da inoculagéo.

Inicialmente foram observados pequenos pontos de coloracdo marrom, evoluindo para
manchas pretas, com halo de tecido aquoso, diferente da coloracdo observada no restante do
tecido sintomatico. Posteriormente, as lesbes apresentaram pequenas pontuacdes (acérvulos)
com a presenca de massas de esporos de coloracdo alaranjada. Nos tratamentos testemunha
dos quatro tipos de Capsicum ndo foram observados sintomas da doenca (Figura 8 e 9).

A severidade maxima ocorreu no décimo dia apds a inoculacdo enguanto a incidéncia
atingiu o valor maximo a partir do terceiro dia apds a inoculacao.

Houve diferenca significativa entre os isolados, para o diametro médio da lesdo (mm)
e para o indice de agressividade (%). Em relagdo a incidéncia da doenca (%) houve diferenca
significativa quando os isolados foram inoculados em pimenta murupi, pimentdo e pimenta
dedo-de-moca, quando inoculados em pimenta-de-cheiro ndo houve diferenca significativa ao
nivel de 5% de significancia pelo teste Scott-Knott (Tabela 11).

Os isolados de Colletotrichum spp. quando inoculados em frutos de pimenta-de-cheiro
apresentaram incidéncia entre 95 a 55%, indice de agressividade variando de 39,60 a 22,00%
e didmetro médio das lesbes na faixa de 25,48 a 7,30 mm, sendo um isolado de Presidente
Figueiredo (PFPD10) e outro de Iranduba (IRPDO03) os mais agressivos, diferindo
estatisticamente dos demais. Nos frutos de pimenta murupi apenas os isolados IRPDO3,
PFPD22, REPDO7, MQPDO03 e MQPDO08 foram patogénicos e apresentaram incidéncia de
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20%, com indice de agressividade na faixa de 16,60 a 6,00% e didmetro médio da lesdo
variando de 1,32 a 0,50 mm. Em relacdo aos frutos de pimentdo, dois isolados IRPDO3 e
REPDO1 nédo foram patogénicos. Os demais isolados apresentaram incidéncia variando de 100
a 85%, com indice de agressividade na faixa entre 42,40 a 22,40% e diametro medio da lesdo
variando de 40,22 a 9,79 mm.

Os isolados PFPD08, REPDO01, REPD02, REPD10 e REPD11 ndo foram patogénicos
quando inoculados em frutos de pimenta dedo-de-moc¢a. Os demais isolados apresentaram
incidéncia variando de 90,00 a 80,00%, indice de agressividade variando de 32,00 a 22,80% e
didmetro médio da lesdo na faixa entre 10,48 a 3,48 mm.

Quanto a procedéncia dos isolados houve variagdo pelo teste Scott-Knott ao nivel de
5% de significancia para o didmetro medio da lesdo, indice de agressividade e incidéncia
guando os isolados foram inoculados em pimenta dedo-de-moca. Em pimenta-de-cheiro
houve variacdo na incidéncia. Entretanto, quando inoculados em pimenta murupi e pimentao
ndo houve diferenca significativa (Tabela 12).

Os isolados de Colletotrichum spp. oriundos de Iranduba, quando inoculados em
frutos de pimenta-de-cheiro apresentaram incidéncia de 90%, diametro médio das lesGes de
12,36 mm e indice de agressividade de 28,20%. Isolados de Presidente Figueiredo
apresentaram incidéncia de 94%, diametro médio das lesbes de 17,10 mm e indice de
agressividade de 33,52%. Isolados oriundos da Comunidade Ramal do Engenho, localizada
no municipio de Itacoatiara, apresentaram incidéncia de 79%, diametro médio das lesdes de
11,99 mm e indice de agressividade de 28,48%. Isolados do municipio de Manaquiri
apresentaram incidéncia de 78%, diametro médio das lesGes de 14,95 mm e indice de
agressividade de 28,40%.

Em frutos de pimenta murupi os isolados de Iranduba formaram lesdes com diametro
médio de 0,13 mm, indice de agressividade de 3,12% e incidéncia de 4%, mesma incidéncia
apresentada pelos isolados de Presidente Figueiredo, os quais apresentaram diametro medio
das lesbes de 0,21 mm e indice de agressividade de 1,52%. Isolados oriundos da Comunidade
Ramal do Engenho apresentaram incidéncia de 4%, diametro médio das lesdes de 0,26 mm e
indice de agressividade de 1,52%. Os isolados do municipio de Manaquiri apresentaram
incidéncia de 8%, didmetro médio das lesdes de 0,28 mm e indice de agressividade de 2,64%.

Os isolados de Colletotrichum spp. oriundos de Iranduba, Presidente Figueiredo,
Itacoatiara e Manaquiri, quando inoculados em frutos de pimentdo apresentaram incidéncia de
73, 94, 75 e 91%, respectivamente. Os isolados de Iranduba formaram lesées com diametro

médio de 17,01 e indice de agressividade de 26,16%. O maior valor para o indice de



53

agressividade foi observado para os isolados de Presidente Figueiredo com 35,76% e diametro
meédio das lesdes de 23,22 mm. Isolados oriundo de Itacoatiara formaram lesGes com didmetro
médio de 20,43 mm e indice de agressividade de 27,84%. O maior valor do diametro médio
das lesbes foi observado para os isolados de Manaquiri com 25,63 mm e indice de
agressividade de 33,68%.

Inoculados em pimenta dedo-de-moca os isolados de Colletotrichum spp. oriundos de
Iranduba apresentaram incidéncia de 86%, diametro médio das lesdes de 4,99 mm e indice de
agressividade de 26,26%. Os isolados de Presidente Figueiredo formaram lesdes com
didmetro médio de 6,1 mm, indice de agressividade de 21,84% e incidéncia de 67%. Os
isolados oriundos de Itacoatiara apresentaram incidéncia de 16%, formaram lesdes com
diametro médio de 1,52 mm e indice de agressividade 5,28%. Os isolados de Manaquiri
apresentaram indice de agressividade de 24,80%, lesGes com diametro médio de 6,96 mm e
incidéncia de 85%.

Quanto as espécies de Capsicum spp. utilizados neste trabalho, foi observado que os
isolados de Colletotrichum spp. quando inoculados em frutos de pimenta murupi formaram
lesGes com menores didmetros e apresentaram indice de agressividade e incidéncia inferiores
a outras espécies. Em frutos de pimenta dedo-de-moga 75% dos isolados foram patogénicos,
porém foi observado que apenas um isolado oriundo de Itacoatiara foi capaz de causar leséo
(REPDO07) e outros cinco isolados ndo foram patogénicos (PFPD04, REPDO1, REPDO02,
REPD10 e REPD11). Em frutos de pimenta-de-cheiro 100% dos isolados foram patogénicos.
Em frutos de pimentdo foi observado que 90% dos isolados foram patogénicos e que 0S
isolados IRPD03 e REPDO01 ndo formaram lesdes. O isolado REPDO1 foi patogénico apenas
quando inoculado em frutos de pimenta-de-cheiro.

Em relacdo a classe de agressividade (Tabela 13) os isolados de Colletotrichum spp.
guando inoculados em frutos de pimenta-de-cheiro foram distinguidas duas classes, onde 15
isolados apresentaram indice de agressividade variando de 39,60 a 26,00% e foram inseridos
na classe MAA (Muito Alta Agressividade), 5 isolados formaram a classe AA (Alta
Agressividade) com indice de agressividade variando de 24,40 a 22,00%.

Em pimenta murupi os isolados formaram trés classes de agressividade, sendo que 15
isolados foram inseridos na classe BA (Baixa Agressividade) e ndo produziram sintomas,
quatro isolados foram inseridos na classe MA (Meédia Agressividade) com indice de
agressividade variando de 7,60 a 6,00%. O isolado IRPDO03 formou a classe AA com indice
de agressividade de 15,60%.
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Os isolados de Colletotrichum spp. inoculados em pimentdo formaram trés classes de
agressividade, sendo que 16 isolados foram inseridos na classe MAA e apresentaram indice
de agressividade de 42,40 a 26,40%. A classe AA foi formada pelos isolados PFPD04 e
MQPDO08 com indice de agressividade de 22,40% para ambos. Na classe BA foram inseridos
dois isolados, IRPD03 e REPDO1, que n&o produziram sintomas.

Inoculados em pimenta dedo-de-moga os isolados de Colletotrichum spp. formaram
trés classes de agressividade, sendo que a classe MAA foi formada por 11 isolados com indice
de agressividade variando de 32,00 a 25,20%. Na classe AA foram inseridos quatro isolados

com indice de agressividade variando de 24,80 a 22,80%. Na classe BA foi formada por cinco

isolados, os quais ndo produziram sintomas.

Figura 8 — Sintoma tipico de antracnose ao décimo dia ap6s inoculacdo em pimenta-de-cheiro. Testemunha (A). Lesdo
causada pelos isolados: IRPDO03 (B); PFPD03(C); PFPD22 (D); MQPD19 (E); MQPD14 (F); PFPD10 (G);
MQPDO9 (1) e REPD11 (J).

FONTE: O autor, 2016.
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Figura 9 — Sintoma tipico de antracnose ao décimo dia apos inoculacdo em pimentdo. Testemunha (A). Lesdo causada
pelos isolados: IRPD04 (B); PFPD22 (C); PFPDO08 (D); REPD10 (E) e MQPDQ9 (F).

FONTE: O autor, 2016.
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Tabela 10 - Didmetro médio de lesbes (mm), indice de infeccdo (%) e incidéncia (%) de isolados de Colletotrichum spp. em frutos de pimenta-de-cheiro,
pimenta murupi, pimentdo e pimenta dedo-de-moca.

Hospedeiras

Isolados Pimenta-de-cheiro Pimenta murupi Pimentdo Pimenta dedo-de-moca
DML 1 INC DML I INC DML 1 INC DML 1 INC
IRPDO3 25,20 a 32,40a |90,00a |065a 1560a |20,00a |0,00m 0,00 c 0,00 b 3,52 f 2360a |80,00a
IRPD04 7,40 | 26,00b |9500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 31,26 d 37,20a |9500a |586¢e€ 29,60a |85,00a
IRPDO6 7,301 22,00b |8500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 11,04 j 28,40b [90,00a |348f 2360a |8500a
IRPD10 8,44 j 29,20a | 90,00a |0,00b 0,00 a 0,00 b 10,50 j 26,40b |8500a |644d 30,40a |90,00a
IRPD18 13,48 f 31,60a |90.00a |0,00b 0,00 a 0,00 b 32,26 d 38,80a |9500a |568e 2560a |90,00a
PFPD03 1596 ¢ 39,60a |100,00a |0,00b 0,00 a 0,00 b 10,66 j 3480a |90,00a |542e¢ 26,40a |85,00a
PFPD04 12,56 ¢ 32,80a |9500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 9,721 22,40b |8500a |6,92d 2560a |80,00a
PFPDO08 11,00 h 24,40b |90,00a |0,00b 0,00 a 0,00 b 33,12¢c 42,00a | 100,00a | 0,00g 0,00b 0,00 b
PFPD10 25,48 a 3560a |100,00a |0,00b 0,00 a 0,00 b 34,14 c 39,20a |9500a |1048a 32,00a |90,00a
PFPD22 20,54 c 3520a |8500a |105a 7,60 a 20,00a | 28/48¢e 40,40a | 100,00a | 7,58¢ 2520a |80,00a
REPDO01 12,72 ¢ 29,60a |8500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 0,00 m 0,00c 0,00 b 0,00 g 0,00 b 0,00 b
REPDO02 9,54 i 26,80b |80,00a |0,00b 0,00 a 0,00 b 15,42 i 30,40b |90,00a |0,00g 0,00 b 0,00 b
REPDOQ7 13,58 f 30,00a | 7500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 25,48 f 35,20a |9500a |0,00g 0,00 b 0,00 b
REPD10 12,54 ¢ 32,00a |90,00a |132a 7,60 a 20,00a |40,22a 4160a | 100,00a |7,58¢c 26,40a |80,00a
REPD11 11,60 g 24,00b |6500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 21,06 h 32,00a |90,00a |0,00g 0,00 b 0,00 b
MQPDO03 10,50 h 22,00b |90,00a |0)50a 7,20 a 20,00a | 23,769 30,00b |90,00a |8,70b 25,20a |90,00a
MQPDO08 7,44 | 22,00b | 7500a |094a 6,00 a 20,00a | 9,701 22,40b [8500a |754c 2480a |8500a
MQPDO09 22,46 b 38,80a | 7500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 37,24 b 42,40a | 100,00a | 6,40d 25,20a |80,00a
MQPD14 1596 ¢ 28,40b |6500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 25,16 f 38,80a |9500a |542e¢ 22,80a |85,00a
MQPD19 18,42 d 30,80a |8500a |0,00b 0,00 a 0,00 b 32,32d 3480a |8500a |576¢e 26,00a |8500a
CV (%) 2,45 24,13 22,31 470, 29 42,8 193,22 2,63 26,32 19,06 17,21 19,77 26,51

DML = Diametro médio da leséo.
I = Indice de Infecgdo.

INC = Incidéncia.

CV (%) = Coeficiente de Variacéo.
*Meédias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

FONTE: O autor, 2016.
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Tabela 11 — Relagdo da procedéncia dos isolados de Colletotrichum spp. com o didmetro médio de lesdes (mm), indice de infeccdo (%) e incidéncia (%) em
frutos de pimenta-de-cheiro, pimenta murupi, pimentdo e pimenta dedo-de-mocga.

Hospedeiras

ISOIaijS. Pimenta-de-cheiro Pimenta murupi Pimentéo Pimenta dedo-de-moca
Procedéncias
DML 1 INC DML 1 INC DML 1 INC DML I INC

Iranduba 12,36a | 28,20a | 90,00 a 0,13a 312a 4,00 a 1701a | 26,16a | 73,00a 4,99 a 26,26a | 86,00a
Pres. Figueiredo | 17,10 a 33,52 a 94,00 a 0,21a 152 a 4,00 a 23,22 a 35,76 a 94,00 a 6,1a 21,84 a 67,00 a
Itacoatiara 1199a | 28,48a | 79,00b 0,26 a 152a 4,00 a 20,43 a 27,84a | 75,00a 152 b 528D 16,00 b
Manaquiri 1495a | 28,40a | 78,00b 0,28 a 2,64 a 8,00 a 25,63a | 33,68a | 91,00a 6,96 a 24,80a | 85,00a
CV (%) 40,73 17,6 9,13 204,66 209,56 189,74 60,06 40,58 35,75 55,91 44,73 41,14

DML = Diametro médio da lesdo.

Il = indice de Infeccéo.

INC = Incidéncia.

CV (%) = Coeficiente de Variaco.

*Meédias seguidas por letras mindsculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia.

FONTE: O autor, 2016.
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Tabela 12 — Classes de infeccdo dos isolados de Colletotrichum spp. inoculados em pimenta-de-cheiro,
pimenta murupi, pimentdo e pimenta dedo-de-moca.

Hospedeiras

Isolados Pimenta-de-cheiro | Pimenta murupi Pimentéao Pimenta dedo-de-moca
15 CI? 1 Cl 1 Cl 1 Cl
IRPDO3 32,40 a MAI 15,60 a Al 0,00 c Bl 23,60 a Al
IRPD04 26,00 b MAI 0,00 a Bl 37,20 a MAI 29,60 a MAI
IRPD06 22,00 b Al 0,00 a Bl 28,40 b MAI 23,60 a Al
IRPD10 29,20 a MAI 0,00 a Bl 26,40 b MAI 30,40 a MAI
IRPD18 31,60 a MAI 0,00 a Bl 38,80 a MAI 25,60 a MAI
PFPDO03 39,60 a MAI 0,00 a Bl 34,80 a MAI 26,40 a MAI
PFPDO04 32,80 a MAI 0,00 a Bl 22,40 b Al 25,60 a MAI
PFPDO08 24,40 b Al 0,00 a Bl 42,00 a MAI 0,00b Bl
PFPD10 35,60 a MAI 0,00 a Bl 39,20 a MAI 32,00 a MAI
PFPD22 35,20 a MAI 7,60 a Ml 40,40 a MAI 25,20 a MAI
REPDO1 29,60 a MAI 0,00 a Bl 0,00 c Bl 0,00 b Bl
REPDO2 26,80 b MAI 0,00 a Bl 30,40 b MAI 0,00 b Bl
REPDO7 32,00 a MAI 7,60 a Ml 41,60 a MAI 26,40 a MAI
REPD10 24,00 b Al 0,00 a Bl 32,00 a MAI 0,00 b Bl
REPD11 30,00 a MAI 0,00 a Bl 35,20 a MAI 0,00 b Bl
MQPDO03 22,00 b Al 7,20 a Ml 30,00 b MAI 25,20 a MAI
MQPDO08 22,00 b Al 6,00 a Ml 22,40 b Al 24,80 a Al
MQPDO09 38,80 a MAI 0,00 a Bl 42,40 a MAI 25,20 a MAI
MQPD14 28,40 b MAI 0,00 a Bl 38,80 a MAI 22,80 a Al
MQPD19 30,80 a MAI 0,00 a Bl 34,80 a MAI 26,00 a MAI
CV (%) 24,13 42,8 26,32 19,77
11 = Indice de Infeccdo dos isolados, calculada pelo indice de Machinney (1923), com modificacdes, utilizando as

frequéncias de classes de agressividade da escala de notas proposta por Mahasuk et al, (2009a), com modificacdes.

2CI = Classes de Infecgdo: Baixa (BI) 0,0 <II< 0,05; Média (MI) 0,05 <II< 0,15; Alta (AI) 0,15 <II< 0,25; Muito Alta
(MAI) 11> 0,25.

CV% = Coeficiente de Variacao.

*Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de significancia.

FONTE: O autor, 2016.
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6. DISCUSSAO

6.1 Caracterizagdo morfocultural
Muitos autores apontam dificuldades na identificacdo das espécies de Colletotrichum

fundamentada exclusivamente em critérios classicos de taxonomia (aspectos morfologicos,
culturais, fisiologicos, bioquimicos e de patogenicidade) devido a grande variabilidade desse
género (SUTTON, 1992; LOPEZ, 2001; WEIR et al., 2012).

Houve variagdo quanto a coloracdo, topografia e indice de crescimento micelial das
coldnias, tendo essas caracteristicas morfoldgicas se mostrado incipientes para identificacao
de espécies de Colletotrichum. A ocorréncia de variabilidade na coloracédo, topografia e no
crescimento micelial das col6nias de Colletotrichum também foi verificada por Mafacioli et al
(2005); Gunawardhana et al (2009); Tozze Jr. (2009); Bonett et al (2010); Tozze Jr. et al
(2015).

Recentemente, Tozze Jr et al (2015), com objetivo de caracterizar e identificar 93
isolados de Colletotrichum obtidos de abacate, manga, maracuja e péssego cultivadas no
Estado de S&o Paulo, Brasil, por meio de morfometria de conidios e colénias e analise
molecular (amplificacdo por PCR com oligonucleotideos espécie-especificos e analise de
sequéncias de nucleotideos das regides ITS e B-tubulina), verificaram alta variabilidade
cultural e presenca de caracteristicas comuns a mais de uma espécie ou complexo de espécies
de Colletotrichum descritas na literatura (SUTTON, 1992), como coloragdo das colonias e
massas de esporos, impossibilitou a clara identificacdo especifica dos isolados com base
exclusivamente nas caracteristicas avaliadas.

Apesar de alguns grupos apresentarem caracteristicas tipicas de algumas espécies de
Colletotrichum spp., a principio, baseados apenas nas caracteristicas descritivas das col6nias,
ndo € possivel afirmar qual espécie pertencem os isolados, devido a ampla variacdo nestas
caracteristicas entre e dentro do mesmo isolado. Inimeros autores levantam a inconsisténcia
dessas caracteristicas para fins taxonémicos (PERES et al., 2002; ANDRADE et al., 2007;
TOZZE Jr., 2007; THAN et al., 2008; BENTES; COSTA NETO, 2011; SAXENA et al.,
2014). Varios fatores podem influenciar as caracteristicas das col6nias, tais como: meio de
cultura utilizado, fotoperiodo de exposicao e periodo de incubacdo. Mesmo padronizando tais
fatores, o patogeno esta sujeito a intensa variabilidade governada tanto por pressdo do

ambiente quanto por caracteristicas intrinsecas ao patégeno, como a variabilidade genética
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dos isolados, tornando muito dificil a definicdo do conceito morfolégico de espécie
(MENEZES, 2006).

Quanto a morfologia de conidios e apressorios, foi observado variabilidade nos
formatos e dimensdes, onde foi observado sobreposicdes. A variabilidade no formato de
conidios e apressorios de Colletotrichum é bem documentada, sendo um mesmo isolado capaz
de apresentar tipos morfolégicos distintos, o que dificulta a delimitacdo precisa entre espécies
(MAFACIOLI et al., 2006; TOZZE Jr. et al., 2006; TOZZE JR. et al., 2015).

A morfometria dos conidios e apressérios também ndo permitiu a identificacdo de
espécies de Colletotrichum. Embora os formatos de conidios e apressorios tenham permitido
agrupar os isolados em sete grupos, sugerindo a existéncia de pelo menos sete espécies ou
complexos de espécies, as dimensdes dos conidios mostraram-se sobrepostas entre esses
grupos, dificultando a interpretacdo dos resultados. Corroborando com o estudo de Andrade et
al (2007), os quais ao caracterizarem isolados de Colletotrichum de mamao, também
constataram que a diferenciacdo entre espécies com base nas dimensdes de conidios e
apressorios foi dificultada pela sobreposicdo dos valores descritos por Sutton (1992), pois a
maioria dos isolados de mamédo apresentou dimensdes dentro da faixa de variacdo descrita
para as duas espécies, C. gloeosporioides e C. acutatum. Tozze Jr. et al (2007) observaram
que isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum oriundos de piment&o, apresentaram alta
variabilidade e que a sobreposi¢cdo nas dimensfes dos conidios descritas para as espécies,
baseando apenas nas caracteristicas morfoldgicas, ndo foi possivel identificar alguns isolados
como sendo pertencentes a uma Unica espécie. Dentro deste grupo ndo identificado poderiam
estar presentes isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum.

Durante os estudos da morfometria dos apressorios foi observado que um mesmo
isolado é capaz de apresentar tipos morfologicos distintos de apressérios. Segundo Tozze Jr.
et al (2006), ha casos em que um mesmo isolado apresenta diferentes formas de apressorios,
assim como um mesmo conidio formar apressorios diferentes um do outro. Em vista disso,
denota-se, para 0 caso dessa caracteristica, uma grande dificuldade no estabelecimento de
agrupamentos para a espécie.

Cinco isolados ndo produziram apressorios. Considerando que os isolados foram
mantidos por repicagem periddicas, é possivel que estes isolados tenham perdido a capacidade
de formar apressorios em funcdo deste método de preservacdo, que favorece a perda de
caracteristicas selvagens. Segundo Alfenas; Mafia (2007), repicagens periddicas tendem a

induzir o patégeno ao habito saprofitico, a alteracdo de sua morfologia, a diminuicéo ou perda
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de sua capacidade de esporular, a diminuicdo de sua agressividade e a perda de
patogenicidade.

Dificuldades na caracterizagdo taxondmica de fungos do género Colletotrichum,
quando do emprego de dados morfoldgicos, ja foram apontadas por Castilho et al (2007),
quando do estudo de isolados obtidos de plantas solanaceas, os quais concluiram acerca da
necessidade de estudos complementares visando uma caracterizagdo taxondmica mais segura
e de maior confiabilidade. Atualmente, técnicas moleculares tém sido empregadas em
conjunto na identificacdo e caracterizacdo das espécies do género neste patossistema (TOZZE
Jr. etal., 2004).

As caracteristicas que melhor distinguiram os isolados de pimenta-de-cheiro foram o
formato dos conidios (cilindrico e/ou oblongo), a relacdo comprimento/largura inferior a 3,9 e
a producdo de apressoérios arredondados. As caracteristicas observadas de cor e topografia da
colénia fungicas sdo passiveis de serem confundidas com as caracteristicas da espécie C.
gloeosporioides que apresenta em sua descricdo micélio aéreo, coloragdo branca acinzentada
a cinza escuro, fundo da placa branco a cinza escuro, massa conidial de coloracdo salmao
palido (SUTTON, 1980; 1992). No entanto ndo é possivel determinar com seguranca a
identidade dos isolados em nivel de espécie com base nas caracteristicas morfoldgicas
avaliadas. As dificuldades encontradas na identificacdo das espécies de Colletotrichum estdo
relacionadas a grande diversidade fenotipica, influéncia de fatores ambientais na estabilidade
dos caracteres morfoldgicos e culturais, existéncia de formas intermediarias e falta de
padronizacdo de condicdes culturais empregadas nos diferentes estudos, além da sobreposi¢éo
de caracteristicas entre espécies distintas (SUTTON, 1992; FREEMAN et al., 1998;
CANNON et al., 2000; LOPEZ, 2001; CANNON et al., 2012; WEIR et al., 2012).

Os resultados encontrados neste estudo apontam para a possibilidade de que mais de
uma espécie de Colletotrichum esteja associada a antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro
no Estado do Amazonas, devido a grande variabilidade observada nos caracteres

morfoldgicos e culturais analisados.

6.2. Genotipagem por Ap-PCR de Colletotrichum spp.
A complexidade do patossistema no caso da antracnose da pimenta-de-cheiro requer

estudos essenciais relacionados com a variabilidade genética entre a populacdo patogénica de
uma dada regido.
A analise da genotipagem dos isolados de Colletotrichum spp., obtidos de pimenta-de-

cheiro, pela técnica Ap-PCR permitiu evidenciar alta variabilidade genética. Resultados
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semelhantes foram encontrados por varios autores em estudos de diversidade genética de
Colletotrichum em outros hospedeiros utilizando a mesma técnica (TALHINHAS et al., 2005;
BARGUIL et al., 2009; ANDERSON et al., 2013 e TORRES-CALZADA et al., 2013).

Embora tenha se observado que isolados oriundos de um mesmo local ficaram
agrupados mais proximos uns dos outros do que dos oriundos de outros locais, ndo se pode
dizer que estes apresentem divergéncia a tal ponto de se isolarem reprodutiva ou
geograficamente, visto que o coeficiente de dissimilaridade genética entre eles foi alto,
variando entre 0 a 84%. Essa alta divergéncia encontrada entre isolados de Colletotrichum ja
vem sendo relatada em outros patossistemas como em morango, em que se observou que na
espécie C. acutatum, a dissimilaridade genética entre os isolados variou entre 0 e 80%
(DENOYES-ROTHAN et al., 2003), em seringueira (Hevea brasiliensis) onde se observou
que isolados de C. acutatum possuiam alta dissimilaridade genética, superior a 90% (SAHA
et al., 2002) e em Citrus onde isolados de C. acutatum apresentaram dissimilaridades
genéticas de até 96% (KURAMAE-IZIOKA et al., 1997). Entretanto, isolados de C. acutatum
oriundos de macieira mostraram-se muito similares entre si, com similaridade genética de 91
a 99% em trabalho realizado por Carvalho (1997).

O dendograma gerado pela analise de agrupamento UPGMA evidenciou a formacéo
de sete grupos e quatro subgrupos, indicando a possibilidade de existir pelo menos sete ou
mais espécies ou complexo de espécies associadas a antracnose em pimenta-de-cheiro no
Estado do Amazonas, concordando com as observacfes morfoculturais encontrados neste
estudo e com os estudos recentes de Almeida (2015), a qual com o objetivo de identificar as
espécies de Colletotrichum responsaveis por causar antracnose em frutos de plantas do género
Capsicum no Estado do Amazonas, analisou 94 isolados obtidos de frutos de pimenté&o,
pimenta cheirosa e pimenta murupi, com base no sequenciamento e analise multilocus de
regibes parciais dos genes ACT, CHS, GAPDH, HIS e GS e identificou sete diferentes
espécies de Colletotrichum associadas a lesdes de antracnose em frutos de plantas de
Capsicum (C. scovillei, C. truncatum, C. brevisporum, C. siamense, C. fruticola, C.
theobromicola e C. gloeosporioides). A hipotese de que varias espécies podem estar
associadas a antracnose em frutos de pimenta-de-cheiro no Estado do Amazonas torna mais
dificil o manejo e eleva a importéncia da doenca para os empreendimentos futuros e os ja
implantados.

Os grupos formados através da analise genotipica dos isolados aproximam-se mais dos

formados pela caracterizacdo patogénica, em relagdo aos formados pelas caracteristicas
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culturais e morfoldgicas. Saha et al (2002), no patossistema Colletotrichum — Hevea
brasiliensis, encontrou relacdo entre os grupos formados pela analise através de marcadores
RAPD e os grupos formados pelo tipo de sintoma ocasionado pelos isolados.

Ao analisar isolados de C. gloeosporioides e C. acutatum provenientes de sintomas de
antracnose em morango, Denoyes-Rothan et al (2003), relataram a auséncia de correlagédo
entre o polimorfismo genético e a origem geografica dos isolados, sugerindo que houve uma
disseminacdo mundial dos mesmos, provavelmente por meio de trocas internacionais de
Orgédos de propagacao vegetativa. Da mesma maneira, um estudo envolvendo caracterizacao
molecular de isolados de C. gloeosporioides oriundos de grédos de café com sintomas de
antracnose, de diferentes locais do Vietna, revelou uma alta diversidade genética entre 0s
isolados segundo andlises com marcadores RAPD e microssatélites, e relatou que 0os mesmos
foram, em sua maioria, agrupados de acordo com sua origem geogréafica, regides Norte e Sul
do pais (NGUYEN et al., 2009). Poréem, segundo esses investigadores, ndo foi possivel a
diferenciacéo entre isolados provenientes de localidades dentro das regides Norte e Sul, e ndo
houve uma correlagéo entre os agrupamentos obtidos e o potencial patogénico dos isolados
(NGUYEN et al., 2009). Por sua vez, marcadores AFLP indicaram uma alta diversidade
genética entre isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides obtidos de caquizeiro e pimenta,
porém, nao foi possivel agrupa-los segundo a sua procedéncia (KIM et al., 2009).

Diferente do observado por Torres-Calzada et al (2013), que caracterizaram isolados
de Colletrotrichum spp. causadores de antracnose em mamado (Carica papaya L.), usando
caracteres morfoldgicos e marcadores moleculares, observaram concordancia entre 0s
resultados obtidos para identificacdo das espécies e indicaram uma ligacao entre o gendtipo,
distribuicdo geogréfica e morfoldgica dos isolados.

Este tipo de relagdo entre 0 mesmo local de origem e alta dissimilaridade genética ja
vem sendo observado por alguns autores em outros patossistemas, como por exemplo, Valério
et al (2005), que estudadaram o patossistema C. graminicola — sorgo e ndo encontraram
congruéncia entre os grupos formados por RAPD e pelos formados através da analise de
viruléncia, mas inferem que isolados oriundos de um local de origem comum sdo agrupados
em um mesmo grupo através da analise molecular. Munaut et al (2002), estudaram o
patossistema C. gloeosporioides - Stylosanthes spp., e encontraram relagdo entre origem
geografica dos isolados e distancias genéticas entre estes, sendo que isolados oriundos de uma
mesma regido mostraram-se mais proximos geneticamente do que isolados oriundos de

regides diferentes.
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Entretanto, é possivel que futuramente essa similaridade diminua e os isolados se
constituam em populagdes distintas de acordo com cada regido, como o observado por
Valerio et al (2005), em trabalho com isolados de Colletotrichum graminicola provenientes
de varias regides do Brasil, sendo que o fato de a principal forma de disseminacdo dos
conidios de C. gloeosporioides e C. acutatum ser através de respingos de agua (LOPEZ,
2001) possa influenciar em grande parte a formacao de populagdes distintas, visto que dessa
maneira os esporos sdo disseminados a curtas distancias.

Nos isolados provenientes de Iranduba foi observado maior variabilidade,
demonstrado pela presenca dos isolados na maioria dos grupos e com maiores distancias
genéticas. Este resultado pode ser devido & maior quantidade de isolados analisados desta
procedéncia, evidenciando maior nimero de loci polimorficos. Os isolados de Presidente
Figueiredo apresentaram menor variabilidade. A variabilidade genética observada entre os
isolados pode ser decorrente ainda de diversos mecanismos geradores de variabilidade em
fungos mitospdricos, como mutacdo e recombinagdo parassexual que podem ocorrer em
condicdes naturais (AGRIOS, 2005; AZEVEDO, 2009).

Vérios trabalhos relatam a alta variabilidade genética entre populacdes de
Colletotrichum e pressupdem motivos pelos quais esse fungo possui tal capacidade. Por
exemplo, uma alta variabilidade genética e heterogeneidade entre populagdes de isolados de
C. gloeosporioides de manga e maracuja na Colémbia, foram encontradas por meio de
analises morfologicas e moleculares com marcadores Ap-PCR e RAPD (AFANADOR-
KAFURI et al., 2003). Os autores sugeriram que se essa populacdo de isolados pertence a
uma Unica espécie, a complexidade genética e heterogeneidade podem ser explicadas pela
presenca de um estagio perfeito do fungo (FREEMAN et al., 1998).

Santos et al (2015), estudaram a diversidade genotipica e patogénica de
Colletotrichum musae no Estado de Pernambuco. Os autores avaliaram sessenta isolados de
Colletotrichum oriundos de campos de producao de banana dos Municipios de Vicéncia, Sdo
Vicente Férrer e Machados, no Estado de Pernambuco, os isolados foram avaliados quanto a
caracteristicas morfoldgicas, moleculares, culturais, de viruléncia e de diversidade genética.
Os indices de diversidade genotipica indicaram a ocorréncia de fluxo génico, provavelmente,
devido ao fungo ser transportado via material de propagacao e ndo haver fiscalizacdo sanitéaria
entre regides. Tal argumento sustenta os resultados apresentados pelos isolados de Iranduba

guanto a existéncia de alta variabilidade apresentada no presente estudo.
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Poderia se esperar que houvesse algum tipo de separacéo entre os isolados amostrados
no presente estudo pela origem geografica. Isolados de origens geograficas distintas também
apresentaram o mesmo padrdo de bandas na Ap-PCR. Isolados provenientes dos municipios
de Manaquiri, apresentaram perfis de bandas similares a isolados coletados no municipio de
Presidente Figueiredo, distantes cerca de 290km. A variabilidade aqui observada pode estar
relacionada com a inespecificidade dos isolados, que também foi encontrada em isolados
coletados em maracujés cultivados na Colémbia (AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

Devido a alta variabilidade das caracteristicas morfoculturais e patogénica apresentada
pelos isolados, ndo foi possivel observar relacdo entre as caracteristicas estudadas e a andlise
molecular. Peres et al (2003), ao avaliaram a variabilidade morfocultural e genética por meio
de marcadores AFLP, de fungos associados a podriddao peduncular em mamoeiro (Carica
papaya L.), incluindo C. gloeosporioides, evidenciaram uma ampla variabilidade morfol6gica
entre os isolados, ndo havendo relacdo entre as caracteristicas morfologicas e as andlises
moleculares. Isolados com padrbes similares de bandas se comportem de forma diferente na
patogenicidade (XIAQO et al., 2004).

A andlise genética da populacdo pode contribuir para o entendimento do potencial
evolutivo do género Colletotrichum neste patossistema, possibilitando o desenvolvimento de
estratégias de manejo e controle apropriadas. E sabido que espécies de Colletotrichum possui
limitada dispersdo a longas distancias e que o material vegetal infectado é a principal via de
dispersdo. Portanto, infere-se que a troca de material vegetal infectado dentre e entre os
municipios possam ser responsaveis pela disseminacdo de isolados desse patdgeno. O
provavel movimento de individuos entre regides contribui para a ndo correlacdo entre
distancia genética e geogréfica, reforcando a probabilidade de fluxo do patégeno via material
vegetal infectado, em que o mesmo padrdo de formacdo de bandas péde ser encontrado em
isolados provenientes de municipios distantes.

Este € o primeiro estudo relatando a diversidade genética em populacbes de
Colletotrichum associadas a antracnose da pimenta-de-cheiro via Ap—PCR no Estado do
Amazonas. Essa técnica pode ser uma alternativa viavel para estudos de variabilidade de
Colletotrichum, visto que fungos desse género, quando analisados em relagdo a morfologia,
testes bioquimicos e fisiologia, sdo bastante variaveis e mostram-se bastante influenciados

pelas condi¢cdes ambientais.
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6.3 Caracterizagao patogénica
Os tipos de Capsicum testados mostraram reacdo de sensibilidade diferenciada aos

isolados inoculados. Por outro lado, os isolados apresentaram grande variagdo na
agressividade, com base no didmetro da lesdo, quando inoculados nos quatro tipos de
Capsicum. Os isolados apresentaram maior agressividade aos frutos de seu hospedeiro de
origem. O mesmo ja foi detectado por Fernandes et al (2002). Essas varia¢es nos niveis de
infeccdo dos isolados demonstram diversidade patogénica inter e intra-especifica. Os isolados
de pimenta-de-cheiro apresentaram maior agressividade em frutos de pimentdo enquanto que
em frutos de pimenta murupi foram pouco agressivos ou nao patogénicos.

Esta variacdo na patogenicidade poderia estar ligado a variacdo geogréfica da
populacdo patogénica, fato observado em estudos de Than et al (2008). A variagdo na
patogecicidade também foi observada no trabalho de Fernandes et al (2002) e Gunawardhana
et al (2009), os autores confirmaram o potencial de infec¢do cruzada de alguns isolados de C.
gloeosporioides e identificaram a presenca de hospedeiros especificos. De acordo com
Freeman et al (1998), o sucesso da infeccdo cruzada é devido a capacidade de adaptacdo
genética do fungo, quando em contato com um novo hospedeiro.

A maioria dos isolados foram patogénicos a pelo menos trés dos quatro tipos de
Capsicum utilizados neste estudo, produzindo sintomas caracteristicos de antracnose aos dez
dias apo6s a inoculacdo (DAI). Os primeiros sintomas apareceram aos dois DAI. O tempo para
aparecimento de sintomas esta relacionado com o comportamento hemibiotrofico do género
Colletotrichum (MUNCH et al., 2008; SHARMA; KULSHRESTHA, 2015), resisténcia do
hospedeiro e agressividade do isolado (CHONGO et al., 2002).

De acordo com Miinch et al (2008), a fase necrotréfica do ciclo do fungo comeca entre
48 a 72 horas ap6s a inoculagdo dependendo das condi¢des ambientais. O processo de
infeccdo das espeécies de Colletotrichum envolve uma sequéncia comum de eventos composta
por adesdo do conidio, germinacao, elongacdo do tubo germinativo, formacdo do apressorio,
desenvolvimento do peg de infeccdo, penetracdo de células epidérmicas, crescimento de hifas
intracelularmente, necrose celular e desenvolvimento de lesdes (JEFFRIES et al., 1990).

Foi observado variagdes no crescimento de lesdes nos frutos testados. Essas variagdes
no tamanho das lesdes da antracnose sdo explicadas por Freeman; Katan (1998) ao relatarem
a ocorréncia de alto grau de variabilidade genética do C. gloeosporioides 0 que determina
diferencas comportamentais quanto a agressividade. Fernandes et al (2002), relatam que o

género Colletotrichum apresenta grande variabilidade de agressividade.
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Embora tenha-se tido o cuidado de padronizar o estadio de maturagdo dos frutos
utilizados neste trabalho. Foi observado que alguns isolados ndo provocaram lesGes ou
formaram lesGes com menores didmetros em frutos imaturos das espécies de Capsicum
utilizadas na pesquisa. Esta diferenca indica a variacdo na agressividade do agente patogénico
em diferentes estadios de desenvolvimento do fruto. Reacdes diferenciais influenciadas pelo
estadio de desenvolvimento dos frutos de Capsicum spp. inoculados com diferentes espécies
de Colletotrichum foram observados por Mongkolporn et al (2010); Garg et al (2013) e Silva
et al (2014).

Sabe-se que frutos de Capsicum sdo climatéricos. Frutos climatéricos apresentam
composi¢cdo muito variavel, passando por varias modificagdes no decorrer de seu
amadurecimento, a qual algumas delas podem influenciar no desenvolvimento do patdgeno.
Segundo Barkai-Golan (2001), durante as etapas de amadurecimento os carboidratos
insollveis sdo convertidos em acUcares sollveis necessarios ao desenvolvimento do fungo,
que sai do seu periodo de incubacdo e entra em atividade patogénica. Um dos principais
constituintes dos frutos, sdo as pectinas, carboidratos insollveis, que formam barreiras
mecanicas nos frutos, ajudando estes na defesa contra os microrganismos, o que pode explicar
a baixa incidéncia e severidade nos diferentes tratamentos onde a inoculacdo foi feita sem
ferimentos.

Outro fator intrinseco as espécies de Capsicum spp. que pode ter influenciado na
agressividade dos isolados de Colletotrichum é a presenca de genes de resisténcia que
controlam a antracnose. Estudos realizados por Pakdeevaraporn et al (2005) e Mahasuk et al
(2009b), mostraram que genes de resisténcia distintos controlam a resisténcia a antracnose em
frutos imaturos e maduros. A resisténcia de Capsicum spp. ao Colletotrichum capsici esta
relacionada a trés diferentes genes (col, co2 e co3), todos recessivos, identificados a partir de
Capsicum chinense acesso PBC932, que resultam em reacdo de hipersensibilidade (RH), mas
sendo expressos em diferentes estadios de crescimento da planta (plantulas; frutos verdes e
maduros; fruto vermelhos maduros). Especificamente no estadio de fruto vermelho do
pimentdo, 0 gene PepEST teve uma alta expressao, inibindo a formacgéo de apressorios pelo
fungo. A identificacdo de genes diferentes, atuando em diferentes estadios de crescimento, é
importante para o melhoramento de Capsicum visando a resisténcia a antracnose e também o
fato de que as estratégias de manejo devem ser implementadas na fase adequada do

desenvolvimento do fruto para 0 maximo controle da doenca.
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Quanto a incidéncia (%) e severidade (%) foi observado que frutos de pimenta murupi
apresentaram porcentagens menores para ambas caracteristicas. A auséncia de sintomas em
alguns frutos ndo significa que o patdgeno ndo iniciou o processo de infeccdo. Conforme
Amorim (1995), caracteriza-se como periodo latente o tempo decorrido entre a inoculagéo
(contato entre patdgeno e o hospedeiro) até o aparecimento de estruturas reprodutivas do
patdgeno. Existe variabilidade quanto a laténcia dentro de um mesmo patossistema. Laténcia
maior indica maior resisténcia da planta a colonizacdo. Esta € uma variavel importante para
estabelecer o grau de resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro. Periodo latente longo
significa menor numero de ciclos do patdgeno sobre determinada variedade, num sistema
policiclico. Consequentemente, deverd haver menor quantidade de doenca ao final do ciclo da
cultura. Este é um dos parametros que mais influéncia a velocidade de crescimento da
epidemia. Em um patossistema em particular, o periodo latente reflete 0 comportamento do
patdgeno em interacdo com o hospedeiro e o ambiente. Longos periodos latentes indicam
hospedeiro resistente e/ou menos agressivos e/ou ambiente desfavoravel. E bem evidente que
as espécies de Capsicum utilizados no estudo com maior periodo latente também
apresentaram menor incidéncia, agressividade e diametro da lesdo.

Analisando os dados obtidos com incidéncia (%), foi observado um aumento gradativo
da primeira avaliacdo aos 2 DAI para a Ultima avaliacdo aos 10 DAI. Somente os frutos de
pimenta murupi apresentaram incidéncia inferior a 20% aos 10 DAI. Isso significa haver
associacdo com outros parametros que reduzem a expressdo da resisténcia como menor
velocidade de crescimento da lesdo e periodo latente prolongado. Santos et al (2004),
estudaram a severidade da antracnose em frutos verdes e maduros de C. baccatum. Foi
verificado que os maiores didmetros das lesbes aos 8 DAI foram 27,1 e 29,1 mm,
respectivamente. Bueno (2005), constatou que frutos de pimentdo verde sem ferimentos,
inoculados com isolados de Colletotrichum spp. apresentavam longo periodo de incubacéo
variando de 8 a 19 dias, e s6 demonstravam sintomas no final do processo de maturagéo.
Demonstrando que o tempo de avaliacdo utilizado neste estudo pode ter relacdo direta com a
incidéncia e severidade apresentada pelos isolados.

Esta diferenca na agressividade e incidéncia pode ser explicada pelas diferencas
existentes nas propriedades bioquimicas dos frutos de Capsicum. Kim et al (1999),
demonstraram que frutos verdes possuem elevada atividade de peroxidases e polifenol-
oxidases em relagéo a frutos vermelhos, mas baixos niveis de fendlicos totais, amino&cidos e

carboidratos, os quais tem sido relatado na resisténcia do hospedeiro. Frutos de plantas
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resistentes a antracnose produzem altas concentracdes de capsaicindides e acido ascorbico e
baixas concentragdes de agucares em comparacfes as plantas suscetiveis (PEREIRA, 2005).
J& as plantas suscetiveis, por sua vez, tém inibicdo de acido ascérbico, resultando no acimulo
de H20: e aceleracdo da morte celular (DO, 2003).

Os isolados quando inoculados em frutos de pimenta dedo-de-moga, formaram
lesbes de menor didmetro se comparado com as lesdes formadas em pimentdo e pimenta-de-
cheiro, respectivamente. Essas divergéncias podem ser explicadas pela diferenca entre as
estratégias de patogenicidade, visto que as espéecies de Colletotrichum produzem uma faixa
ampla de enzimas capazes de destruir os componentes estruturais dos tecidos das plantas
(BAILEY et al., 1992). O fungo atua na busca por nutrientes, degradando Vvérias substancias
como celulose, lipoproteinas, e entre outras o0 amido, para atender aos requerimentos exigidos
as suas atividades fisiologicas. E nesta fase que as espécies podem se diferenciar no
requerimento de amido, durante o desenvolvimento da patogénese. Esta explicacdo também se
aplica ao crescimento micelial, porque o meio utilizado continha amido de batata.

O isolado REPDOL1 s6 foi patogénico quando inoculado no seu hospedeiro de origem,
ndo sendo capaz de infectar outros frutos, confirmando com o que citam Bonett et al (2010),
que o género Colletotrichum apresenta grande variabilidade no seu potencial de agressividade
e Gunawardhana et al (2009) que confirmaram o potencial de infeccdo cruzada de alguns
isolados de C. gloeosporioides e identificaram a presenca de hospedeiros especificos. Estrada
et al (2000), também sugeriram existir ecotipos em C. gloeosporioides, mesmo havendo
semelhancas genéticas entre eles.

Testes de patogenicidade in vitro mostraram que isolados de C. acutatum da Australia,
de pessegueiro, blueberry, pimentdo, uva, manga, azeitona, morango e tomate foram capazes
de ocasionar sintomas em uva, blueberry e morango, indicando a auséncia de especificidade
fisiolégica (WHITELAW-WECKERT et al., 2007). Da mesma forma, isolados de C.
gloeosporioides obtidos de pessegueiro, macd, abacate, manga e noz-peca e isolados de C.
acutatum obtidos de maca, péssego e noz-peca ocasionaram sintomas em todas as frutas com
niveis variaveis de infeccdo (FREEMAN; SHABI, 1996), reforcando a inespecificidade
apontada. Em outro estudo, isolados de C. acutatum mostraram-se patogénicos para abacate,
goiaba, mamao, manga e maracujd (PERES et al., 2002). Por sua vez, isolados de C.
gloeosporioides de manga ndo foram capazes de ocasionar sintomas tipicos de antracnose em
pimentdo (THAN et al., 2008).



70

De modo geral, devido as grandes variagdes do teste de patogenicidade, 0s grupos
formados pela andlise estatistica do didmetro médio das lesbes ndo estdo diretamente
relacionados ao agrupamento construido com os primers arbitrérios pela técnica Ap-PCR.
Porém, com base nos resultados, supde-se que o subgrupo VI-B do dendograma seja
considerado o mais agressivo.

Em vista dos resultados ora apresentados, estudos complementares sd0 necessarios
para auxiliarem no esclarecimento da identidade taxonémica do agente causal da antracnose
da pimenta-de-cheiro, como trabalhos voltados a histologia da interacdo patdgeno-hospedeiro,
de estrutura populacional através de uma amostragem mais ampla entre as regides produtoras,
busca da existéncia de ragas através de cultivares diferenciadas, até estudos utilizando
marcadores moleculares que atuem no DNA ribossomal, para melhor compreensdo e

posteriores avancos nos estudos e no controle da doenca.
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7. CONCLUSOES

Existe uma ampla variabilidade morfologica e cultural dentro e entre os isolados de
Colletotrichum spp. associados a antrachose em frutos de pimenta-de-cheiro no estado do
Amazonas, o que dificulta a identificagdo morfoldgica do agente etioldgico.

A genotipagem dos isolados pela técnica Ap-PCR possibilitou a observacdo de alta
diversidade genética, indicando que pode haver um complexo de espécies de Colletotrichum
associados a antracnose da pimenta-de-cheiro.

Os isolados de Colletotrichum causaram lesdes em frutos de pimenta-de-cheiro,
piment&o e pimenta dedo-de-moca.

Somente os isolados IRPD03, PFPD22, REPD10, MQPD03 e MQPDO08 foram
patogénicos a pimenta murupi, sugerindo que estd espécie possui mecanismos de defesas
eficientes contra isolados de Colletotrichum spp.

O isolado REPDO1 foi patogénico somente em sua hospedeira de origem, sugerindo a

ocorréncia de especificidade fisiologica neste patossistema.
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