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RESUMO

DOS ANJOS, ISABELA VERA; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
janeiro de 2018; Capsicum spp.: Identificacdo de espécies de Fusarium associadas a
murcha e investigacao de fontes de resisténcia ao fungo Fusarium solani.; Orientador:
Profa. Dra. Leonarda Grillo Neves; conselheiros: Profa. Dra. Dejania Vieira de Araujo,
Profa. Dra. Kelly Lana Araujo e Dr. Milson Evaldo Serafim.

O género Capsicum, origindrio do continente americano, pertence a familia das
Solanaceae, é acometido por varios problemas fitossanitarios que afetam sua
produtividade, contudo os estudos sobre as doencas e seus impactos na producao,
sdo escassos no Brasil. A murcha em Capsicum spp. pode ser causada por varias
espécies de Fusarium, e apresentar varios sintomas, sendo murcha e tombamento os
sintomas mais comuns. Este trabalho objetivou investigar a variabilidade genética do
género Fusarium presente nos biomas do estado de Mato Grosso, utilizando-se da
identificacdo de caracteristicas morfolégicas e a caracterizacdo molecular; e identificar
fontes de resisténcia ao patégeno Fusarium solani em uma colec¢édo de trabalho de
gendtipos de Capsicum spp. Desta forma, foram realizadas coletas de plantas com
sintomas caracteristicos e seus dados geograficos. A partir disto, foi possivel
caracterizar os isolados coletados e confeccionar um mapa geografico representando
0S pontos com a ocorréncia de Fusarium em Capsicum spp. Posteriormente, com os
resultados do sequenciamento parcial das regides ITS (Internal Transcribed Spacer),
pdde-se identificar as cinco espécies de Fusarium coletadas. O experimento de
avaliacdo de resisténcia foi realizado em casa de vegetacdo sob condicGes
controladas. O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com trés repeticbes
onde, mudas de 51 dias de idade foram inoculadas por meio da imersédo de raizes
com corte, por um periodo de 24 horas. As avaliacdes foram realizadas por meio de
escala de notas, numero de dias e periodo de sobrevivéncia. As notas foram
transformadas por indice de McKinney, para o calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Os dados foram submetidos a analise de variancia, e
teste comparativo de médias Scott-Knott. Os gendtipos que se apresentaram
resistentes a inoculacdo de Fusarium solani, foram os acessos UNEMAT - 115
(Capsicum frutescens) e UNEMAT- 173 (Capsicum chinense). E 0 mais suscetivel ao
patogeno foi o acesso UNEMAT- 134 (Capsicum baccatum var. pendulum).

Palavras — chave: Pimentas, caracterizacdo, variabilidade genética.
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ABSTRACT

DOS ANJOS, ISABELA VERA; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
January de 2018; Capsicum spp.: Identification of Fusarium species associated with
wilt and investigation of sources of resistance to Fusarium solani; Adviser Professor:
Dra. Leonarda Grillo Neves; Counselor Professor: Dra. Dejania Vieira de Araujo, Profa.
Dra. Kelly Lana Araujo e Dr. Milson Evaldo Serafim.

The genus Capsicum, originating in the American continent, belongs to the
Solanaceae family, is affected by several phytosanitary problems that affect its
productivity, studies on diseases and their impacts on production are scarce in Brazil.
The wilt in Capsicum spp. can be caused by several species of Fusarium, and present
several symptoms, and wilt and tipping are the most common symptoms. This work
aimed to investigate the genetic variability of the genus Fusarium present in the biomes
of the state of Mato Grosso, using the identification of morphological characteristics
and molecular characterization; and to identify sources of resistance to the pathogen
Fusarium solani in a work collection of genotypes of Capsicum spp. Therefore,
collections of plants with characteristic symptoms and their geographic data were
performed. From this, it was possible to characterize the collected isolates and to make
a geographic map representing the points with the occurrence of Fusarium in
Capsicum spp. Later, with the results of the partial sequencing of the ITS (Internal
Transcribed Spacer) regions, the five collected Fusarium species could be identified.
The resistance evaluation experiment was carried out under greenhouse conditions
under controlled conditions. The experimental design was a randomized block design
with three replicates, where 51day old seedlings were inoculated by immersion of
cutted roots for a period of 24 hours. The evaluations were carried out by means of
scale of notes, number of days and period of survival. The grades were transformed
by McKinney's index, to calculate the area below the disease progress curve (AACPD).
The data were submitted to analysis of variance, and comparative test of Scott-Knott
averages. The genotypes resistant to the inoculation of Fusarium solani were:
UNEMAT - 115 (Capsicum frutescens) and UNEMAT - 173 (Capsicum chinense). The
most susceptible to the pathogen was access UNEMAT-134 (Capsicum baccatum var.
pendulum).

Key words: Peppers, characterization, genetic variability.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Capsicum teve origem nos tropicos americanos (Pickersgill, 1997;
Reifschneider et al., 2014); estudos demonstram que o centro de origem das espécies
do género foi considerado o alto Peru, em uma regido que atualmente pertence a
Bolivia (Reifschneider et al., 2014).

As pimentas deste género s&o cultivadas no mundo todo, segundo a
Organizacao das Nac¢Oes Unidas para Alimentacao e Agricultura a producédo continua
se desenvolvendo (FAO, 2010). No Brasil por exemplo, podem ser encontradas em
qualquer regido, e até consideradas parte da cultura brasileira devido a sua historia
(Santos, 2016).

Um dos principais fatores limitantes para a cultura, é a ocorréncia de doencas,
destacando-se as doencas causadas pelo fungo Fusarium spp. As espécies do género
Fusarium s&o conhecidas por acometerem uma gama de plantas hospedeiras
(Summerell et al., 2003). O primeiro relato de murcha em Capsicum spp. causada por
Fusarium spp. ocorreu no ano de 1919, desde entdo a doenca tem gerado
preocupacdes devido a grandes perdas de rendimento na cultura. As espécies que
normalmente séo relatadas em Capsicum, sdo as espécies Fusarium oxysporum e
Fusarium solani (Kumar, 2014).

As espécies do género Fusarium sado facilmente confundidas, em decorréncia
das caracteristicas morfolégicas serem semelhantes (Leslie e Summerell, 2006). Este
fato aliado a alta variabilidade genética presente no género sdo um empecilho para
maior acurécia na classificacdo dessas espécies (O’'Donnell et al., 1998; Oliveira e
Costa, 2002).

Existem conflitos recorrentes em seu sistema taxondmico que acabam
representando mal a diversidade de espécies de Fusarium spp. (Geiser et al., 2004),
como conflitos de nomenclatura por exemplo. Ocorrem atualmente constantes
revisbes taxondbmicas nas espécies e acredita-se que ainda existem
aproximadamente mais de 50 espécies a serem identificadas, sé para Fusarium solani
(Thrane, 2014).

Diferentes métodos passaram a ser utilizados para estas identificagfes, e uma
destas é o uso das técnicas moleculares (Oliveira & Costa, 2002). Dentre as principais

técnicas utilizadas para a identificacdo das espécies de Fusarium, estd o



sequenciamento das regides ITS (Internal Transcribed Spacer) (Barbosa et al., 2013).
As regifes ITS sédo regides conservadas e relativamente curtas (500 a 800pb), existem
em grande numero de copias, permitindo uma facil amplificacdo e sequenciamento
(Fungaro, 2000).

Faz-se necessario maiores estudos sobre o potencial das espécies de
Capsicum guanto aos seus genes de resisténcia para uma gama de problemas
fitossanitarios (Soares et al., 2017). Pouco se sabe sobre ocorréncia de Fusarium spp.
em pimentas do género Capsicum, este trabalho objetivou coletar e identificar isolados
de Fusarium spp. associados a plantas sintomaticas de Capsicum spp.; investigar a
variabilidade genética do género Fusarium existente nos biomas do estado de Mato
Grosso, utilizando-se da caracterizagdo morfolégica e molecular; e identificar fontes
de resisténcia a doenca podriddo do colo causada pelo patdgeno Fusarium solani em

uma colecéo de trabalho de Capsicum spp.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Capsicum

O género Capsicum teve origem nos trépicos americanos, posteriormente se
disseminando pela América, Africa e Asia (Pickersgill, 1997). Existem relatos de que
o cultivo de Capsicum nas Américas ja ocorria ha 8000 anos a.C. em paises como
México, Peru e Bolivia (Pickersgill, 1997; Reifschneider et al., 2014). Estudos
relataram que os responséaveis pela domesticacao das espécies de Capsicum foram
0s povos Astecas e Maias (Poltronieri et al., 1998).

Com o descobrimento das Américas, as pimentas do género Capsicum
destacaram-se aos colonizadores, por apresentarem maior pungéncia do que as
pimentas até entdo utilizadas como a pimenta-do-reino ou a pimenta-negra, ambas
pertencem ao género Piper e sdo nativas da india. Segundo relatos, o cultivo da
cultura de Capsicum era amplo no Brasil, podendo considerar as pimentas um
condimento significativo na dieta da populacéo indigena (Ribeiro et al., 2008). Com a
colonizagcdo das Américas, as pimentas foram entao disseminadas por toda a Europa
(Régo, et al. 2011). Esta disseminacdo ocorreu rapidamente, impulsionada pela
variedade de usos como a versatilidade na culinaria, na industria, na ornamentacéao e
suas propriedades medicinais (Carvalho, 2014).

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae (Poltronieri et al., 1998),
dentre as espécies desta familia, 0 género Capsicum spp. possui destaque, isto ocorre
devido ao fato de as espécies de Capsicum serem encontradas em todas as regides
do pais e sua exploracdo normalmente ocorre por meio de agricultura familiar; e seus
produtos sédo facilmente comercializaveis em feiras, supermercados, para
agroindustria e outros (Freitas et al., 2012).

Entre as pimentas do género Capsicum existem cinco espécies que sao
consideradas domesticadas, onde trés espécies possuem destaque: Capsicum
annuum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens, pois estas sdo amplamente
cultivadas no mundo todo. Enquanto Capsicum baccatum e Capsicum pubescens, séo
predominantemente confinados na América Latina (Pickersgill, 1997). Existem

também além das espécies domesticadas, algumas que séo consideradas silvestres



e, entretanto, também possuem destaque no Brasil como a C. buforum, C.
praetermissum e C. schottianum (Casali e Couto, 1984).

Dentre as espécies domesticadas, a principal é C. annuum, que possui boa
adaptacao em regides de clima temperado (Pickersgill, 1997) é considerada a espécie
gue possui a maior area plantada no Brasil (Miranda, 2014). Esta espécie abrange os
pimentdes (Neto et al., 2016; Soares et al.,, 2016) estes que sdo na verdade
consequéncia de uma mutacdo na espécie, onde surgiu uma variedade com a
auséncia de capsaicina (Reifschneider, 2000).

Para identificacdo de C. annuum sdo observadas algumas caracteristicas, nas
suas flores com seu célice pronunciado, e quando no fruto este apresenta-se pouco
dentado e sem a presenca de constricdo anelar com o pedicelo, os frutos de C.
annuum podem apresentar variacdo quanto aos tamanhos, coloracdo e niveis de
pungéncia (Reifschneider, 2000). A espécie C. annuum faz-se de extrema
importancia para o mercado da agricultura brasileira, em decorréncia de sua multipla
utilizacdo como matéria-prima na inddstria alimenticia, farmacéutica e cosmética
(Régo et al, 2009; Santos, 2016).

O Brasil é considerado centro de origem da espécie C. chinense (Régo et al.
2011). Esta possui uma adaptabilidade melhor em clima temperado e tropicos Umidos
(Pickersgill, 1997). E cultivada em grande parte da América tropical com destaque
para a regido da Bacia Amazonica, area de grande diversidade de espécies, por estas
caracteristicas é a pimenta considerada mais brasileira (Reifschneider, 2000;
Pickersgil, 1971). Mesmo que parte de sua diversidade esteja na regido da Bacia
Amazobnica, gracas a sua boa adaptabilidade esta vem sendo cultivada do sul ao norte
do Brasil (Lannes et al., 2007).

A espécie C. chinense possui varios nomes populares tais como: “cabacinha”
(Silva et. al, 2015), “pimenta-biquinho” (Bernardo et al., 2015), “pimenta-verde”,
“pimenta-bodinha”, “pimenta-de-cheiro”, “pimenta-doce” (Faria et al., 2016), “pimenta-
murupi” (Régo et al., 2016; Cuevas-Glory et. al, 2014). Suas flores sdo dispostas
normalmente de duas até cinco flores por no, estas apresentam coloragdo branca-
esverdeada, e normalmente suas anteras apresentam coloragbes: azuis, roxas,
violetas ou amarelas, ja os seus frutos apresentam variagdo tanto em tamanho, forma
e cores (Luz, 2007).

Enquanto a C. frutescens possui melhor adaptacdo nos tropicos umidos

(Pickersgill, 1997) e é cultivada em toda América Central e algumas regibes da
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Ameérica do Sul, sua atratividade deve-se a sua principal caracteristica em apresentar
altos niveis de pungéncia e um sabor caracteristico (Silva, 2016). O tipo mais
conhecido de C. frutescens sdo as pimentas malaguetas (Justino, 2013). Esta espécie
possui nhomes populares como “malagueta”, “malaguetinha”, “malaguetado” (Régo et
al., 2016), e nos Estados Unidos é conhecida como “tabasco” (Valmir Junior et al.,
2015; Justino, 2013).

A espécie C. baccatum segundo Clement et al. (2010) possui como centro de

origem a Bolivia. Esta espécie que inclui as pimentas “dedo-de-moga” “chapéu-de-
frade” e a pimenta “cambuci”, difundiu-se pela regido do Sul do Brasil, e em alguma
parte da regido sudeste (Vilela et al, 2014; Neitzke, 2012; Reifschneider, 2000).

As pimentas pertencentes a espécie C. baccatum, em sua grande maioria S&o
de facil identificacéo pelas suas flores, que sdo presentes de uma a duas por nés, com
corola branca que apresentam manchas amareladas ou marrom, e possui estames
amarelos, e ndo possui constricdo anelar. Uma das caracteristicas peculiares destas
espécies, € o fato de que no Brasil sdo cultivadas as variedades domesticadas, assim
como algumas variedades locais que sdo chamadas de “crioulas”, que ganharam
destaque devido a sua maior resisténcia a estresses bioticos e abidticos (Clement et
al., 2010; Reifschneider, 2000).

Das espécies domesticadas a Unica que ndo € cultivada no Brasil € a C.
pubescens (Alves, 2015) e é relativamente desconhecida (Bosland, 1996) esta
espécie € normalmente encontrada em regiées com alta altitude, como nos Andes,
em regiées da América Central e no México (Sudré, 2003a). Possui alguns nomes
populares como “rocoto” ou “locoto” (como sdo conhecidas na América do Sul) e até
mesmo como “maca” ou “péra” pelo fato de o formato de seus frutos se assemelharem
a estas frutas. Apresenta algumas caracteristicas marcantes como flores roxas, alta

pubescéncia nas folhas (Bosland, 1996), e € a Unica espécie de Capsicum que

apresenta sementes pretas (Padilha, 2017; Santos, 2009; Bosland 1996).

2.2. Importancia econémica

Segundo a FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e

Agricultura) a producao mundial de Capsicum spp. tem crescido anualmente (FAO,



2010). Em primeiro lugar com a maior producdo de Capsicum encontra-se a Asia,
tanto para frutos secos ou verdes, com aproximadamente 70,3% e 67,3%
respectivamente, da producao total de pimentas. Os principais paises produtores de
pimenta seca s&o: india, Tailandia e China, enquanto para pimenta verde sdo: China,
México e Turquia (FAO, 2014).

Apesar da significancia, as estimativas tanto de producdo como de comeércio
de Capsicum spp. sdo escassas, tendo em vista a dificuldade em se quantificar a 4rea
plantada no pais, segundo estimativas existem aproximadamente 6 mil hectares
plantados (Hortifruti Brasil, 2015), acredita-se que as informacdes disponiveis nao
refletem a situacdo atual da cultura no Brasil, tendo em vista que a maior parte da
producédo é destinada ao comercio local em feiras livres e estes dados ndo compdem
as estatisticas (Domenico et al., 2012). Segundo Reifschneider et al. (2014), esta falta
de confiabilidade nos dados de producao de pimentas e pimentdes no Brasil, deve-se
ao fato da producéao ser dispersa e desorganizada, ainda segundo o autor a cultura é
exercida em todos os estados brasileiros, sendo os principais: Minas Gerais, Sao
Paulo, Goiés, Ceara, Bahia e Rio Grande do Sul.

No Brasil a producdo de Capsicum é desempenhada em sua maioria por
agricultores de base familiar, em pequenas propriedades, e estes sistemas tem
alcancado até 30 t/ha proporcionando um bom retorno econdémico; impulsionando o
agronegaocio de pimenta em funcao da méo-de-obra e retorno aceitavel (Alves, 2015).
A producgéo normalmente é comercializada de forma in natura, em molho, conservas,
geleias, ou especiarias desidratadas (Macedo, 2015; Freitas, 2014; Reifschneider,
2000), o género Capsicum possui potencial ornamental, e medicinal, apresenta
também grande aplicabilidade em farmacos, para tratamento de dores, devido seu alto
nivel de compostos antioxidantes (Paulus et al., 2014; Reifschneider, 2000).

De acordo com o Anuario Brasileiro de Hortalicas (2013), o pimentéo
encontra-se entre as hortalicas de maior produtividade, com aproximadamente 248,7
mil toneladas produzidas por ano. Segundo a Associacdo Brasileira do Comércio de
Sementes e Mudas (ABCSEM, 2012) no pais no ano de 2012, os produtores de

pimentdo faturaram aproximadamente 567 milhdes de reais.



2.3. Variabilidade genética e melhoramento de Capsicum spp.

O género Capsicum apresenta uma grande variabilidade genética entre as
espécies (Sousa et al., 2015), tal caracteristica pode ser observada principalmente em
seus frutos (Poltronieri et al., 1998) que podem apresentar os mais diferentes
formatos, cores, tamanhos e niveis de pungéncia; os frutos de Capsicum podem ser
encontrados em varias colora¢cdes como, vermelha, amarela, roxa e até preta (Sousa
et al., 2015; Moreira et al., 2006).

Esta variabilidade esta ligada ao fato de o Brasil ser considerado como o
centro de diversidade do género Capsicum 0 que maximiza a importancia da
realizacdo de trabalhos relacionados a coleta e caracterizacdo, tendo em vista a
conservacao do germoplasma das espécies de Capsicum (Freitas et al., 2012).

O estudo das distingcdes genéticas entre as espécies do género, e a analise
da variabilidade genética existente, sdo etapas primordiais do pré-melhoramento
(Alves, 2015). A fim de possibilitar a preservacao e exploracéo desta variabilidade pelo
melhoramento genético a criacdo de cultivares com melhor adaptacdo, maior
producado e maior resisténcia (Ribeiro & Reifschneider, 2008; Neitzke, 2016).

Devido a grande importancia das pimentas do género Capsicum no mercado
mundial, por possuir grande valor agregado, quando em conservas, molhos ou
condimentos, faz-se de extrema importancia a conservacao dos recursos genéticos
destas espécies e assegurando a continuidade da variabilidade genética (Marachipes,
2014; Trajano, 2009). Estas possuem grande potencial para o melhoramento, devido
a presenca em seus frutos de substéncias de carater nutricional e medicinal
importantes (Marachipes, 2014).

O grande desafio do melhoramento de plantas esta na selecdo de gendtipos
gue atendam aos principios como: alto rendimento, resisténcia a pragas e doencas,
resisténcia a estresses abidticos, qualidade de frutos, de forma que atendam as
especificidades do mercado almejado (Régo et al., 2016).

Presume-se que o melhoramento em pimentas do género Capsicum é
praticado desde antes mesmo da colonizacdo das Américas, tendo em vista que os
indigenas domesticaram algumas espécies de Capsicum através da selecdo. De
maneira geral o melhoramento de Capsicum € praticado em sua maioria pela selecao

massal, e hibridacdo (Régo et al., 2011).



No Brasil o melhoramento de Capsicum, ocorre desde 1961 praticado pelo
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), com o programa de melhoramento visando
resisténcia a PVY (Potato mosaic virus) desde entdo o IAC tem lancado algumas
cultivares de pimentas resistente a pragas e doengas. Existem atualmente outros
programas como o da Embrapa Hortalicas de melhoramento visando resisténcia; e
em algumas universidades como na Universidade Federal de Vicosa e outras
(Rodrigues et al., 2016).

A caracterizagcdo e avaliacdo dos acessos do BAG (Banco Ativo de
Germoplasma) possibilita distinguir os acessos existentes do banco, baseada na
avaliacdo de caracteristicas adequadas a descricdo das espécies (Costa, 2012; Silva,
2008). Normalmente € realizada utilizando-se de varias caracteristicas, como
agron6micas, morfolégicas e moleculares (Costa et al., 2015; Barroso et al., 2012;
Régo etal., 2011). Pode ser realizada com base em caracteristicas de interesse, como
producdo; massa, espessura e numero de sementes por fruto; niveis de resisténcia a
doencas e pragas dentre outras (Silva Neto, 2014).

A utilizacdo da caracterizacdo por meio de descritores de caracteristicas
altamente herdaveis e facilmente detectaveis, os quais sdo capazes de se expressar
igualmente em diversos ambientes, € indicada pelo IPGRI — International Plant
Genetic Resources Institute (IPGRI, 1995); permitindo identificar, preservar e transferir
novas fontes de variacao genética (Costa et al., 2015; Régo et al., 2009; Bento et al.,
2007).

A caracteriza¢do via descritores pode ser realizada, a partir de descritores
guantitativos e qualitativos; utilizar-se dos descritores quantitativos requer certo
cuidado, tendo em vista que a mao-de-obra precisa ser qualificada, e o delineamento
precisa atender os principios basicos da experimentacdo (Sudré et al., 2003b).
Atualmente a caracterizacdo molecular também tem sido uma ferramenta Gtil para a
avaliacdo da diversidade genética em diferentes espécies de plantas (Costa et al.,
2015). O uso dos meétodos genéticos e estatisticos, possibilita o estudo da
variabilidade entre os acessos de um BAG, e seu potencial no uso em um programa
de melhoramento (Marim et al., 2009).

Para o melhoramento genético de plantas, faz-se de extrema importancia este
armazenamento e caracterizacdo de germoplasma, objetivando proteger e manter a
variabilidade genética em bancos de germoplasma (BAG), visando futuramente a

obtencao de cultivares (Santos, 2016).



2.4. Doencas do género Capsicum

Paralelo ao crescimento da area plantada de pimentas do género Capsicum,
cresce também os problemas fitossanitarios, pois o cultivo intensivo em uma mesma
area e a nao realizacdo da rotacdo de cultura favorece a ocorréncia de patégenos
parasitas ndo obrigatérios (Pinheiro et al., 2014).

Os estudos sobre doencas que podem acometer o género Capsicum, e seus
impactos na producado, sdo escassos no Brasil, tendo em vista que as informacdes
disponiveis em sua maioria sdo direcionadas para a cultura do pimentdo, existem
poucos trabalhos que abordam o controle de doencas em Capsicum em geral (Carmo
et al., 2006).

De acordo com a literatura C. annuum é a principal espécie do género a sofrer
com doencas como: mosaico do pimentdo (Potato virus Y — PVY), vira-cabeca
(Tospovirus spp.), requeima do pimentdo (Phytophthora capsici Leonian), amarelo do
pimentdo (Tomato curly top virus — TCTV), podriddo mole (Erwinia spp.) (Kurozawa e
Pavan, 1997). Outras doencas atacam o género Capsicum em geral, afetando
pimentas e pimentdes como: a antracnose (Colletotrichum gloesporioides Penz), e

ferrugem do pimentéo e pimenta (Puccinia spp.) (Kurozawa e Pavan, 1997).

2.4.1. Fusarium spp. associado a doencas em Capsicum spp.

O género Fusarium é considerado um dos géneros de fungos mais importantes
mundialmente, devido a sua capacidade fitopatogénica (Thrane, 2014). Sabe-se que
muitas espécies de Fusarium sdo capazes de causar infec¢cdes graves em plantas,
animais e até seres humanos (Taveira, 2017). Espécies do género Fusarium foram
descritas pela primeira vez no ano de 1809 por Link, anteriormente o género era
nominado como Fusisporium, foi classificado na ordem Hypocreales, classe
hyphomycetes. Este género é conhecido por suas inUmeras espécies, estas que
podem ser encontradas em plantas e solos, como agentes patogénicos, endofitos e
saprofitas (Manikandan et al., 2011; Leslie e Summerell, 2013).

Desde a descricdo do género, a classificagdo de espécies é contraditoria,

varios autores apresentaram sistemas taxondmicos que reconhecem numeros muito



diferentes de espécies como validos. Da descricdo original até os estudos de
Wollenweber e Reinking em 1935, foram descritos quase 1000 taxons, baseados na
associacado com o hospedeiro, estes autores classificaram o género em 16 sec¢oes, 65
espécies, 55 variedades e 22 formae speciales. Posteriormente varios autores
propuseram classificacdes distintas, como por exemplo Snyder e Hansen nos anos de
1940-1954 reduziram o numero de espécies para 9; ja Gerlach e Nirenberg em 1982
propuseram uma classificagdo com aproximadamente 90 espécies e variedades;
Nelson et al. em 1983 reconheceram 30 espécies e classificaram 16 como
insuficientemente documentadas; até a classificacdo mais recente por Leslie e
Summerell em 2006, descrevendo mais de 70 espécies diferentes, reconhecendo
ainda a existéncia de varias espécies ndo catalogadas (Leslie e Summerell, 2013).

Alguns fatores tornam a identificacdo precisa das espécies de Fusarium
problematica, até mesmo para especialistas (O’Donnell et al., 1998), como a
diversidade genética presente no género, a variabilidade em suas caracteristicas
morfolégicas e patogénicas (Oliveira e Costa, 2002).

Para as espécies deste género a principal caracteristica morfolégica é a
producdo de esporos em trés formas (que sdo seus conidios), estes podem ser
divididos em macroconidios, microconidios e mesoconidios. Outra caracteristica deste
género € a capacidade em produzir estruturas de resisténcia conhecidas como
clamidosporos que garantem a sobrevivéncia do patégeno em condi¢cdes adversas,
por varios anos (Leslie e Summerell, 2006; Manikandan et al., 2011; Castro, 2014). As
espécies de Fusarium podem ser homotalicas ou heterotalicas (Leslie e Summerell,
2006; Trail, 2013).

A murcha em Capsicum spp., pode ser causada por varias espécies de
Fusarium, contudo as principais espécies sao F. solani e F. oxysporum (Raghu et al.,
2016). Outras espécies como F. equiseti (Mejia-Batista et al., 2016), F. incarnatum
(Ramdial et al., 2016), F. clamydosporum (Sharfun-Nahar et al., 2004) ja foram
relatadas associadas a doencas em Capsicum spp.

O patégeno F. oxysporum Schitdl emend. Snyder e Hansen (1824) (Mycobank),
ja foi registrado em vérios lugares do mundo como Indonésia, india, China, México,
Espanha, Paquistdo dentre outros (Sahi e Khalid, 2007; Vasques Lopes et al., 2009;
Martinez et al., 2010; Ferniah, et. al. 2014). Esta espécie pode viver como saprofita
em matéria organica existente nos solos, ou apresentar patogenicidade as plantas,

causando tombamento de plantulas e murcha (Leslie e Summerell, 2006; Tremacoldi,
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2009). Uma das principais caracteristicas deste fungo é ndo possuir uma forma sexual
conhecida, sua reproducao é considerada assexual (Leslie e Summerell, 2006; Tralil,
2013).

Sua infecgd@o ocorre normalmente através das raizes, penetrando via sistema
radicular por meio de ferimentos alcancando assim os vasos do xilema. Em seu
processo de colonizacao, o fungo tem a capacidade de invadir o sistema vascular da
planta ocasionando o escurecimento dos seus vasos. Impedindo a circulagdo e
absorcdo de 4gua ou nutrientes, chegando até o ponto de necrose vascular, que
inicialmente € unilateral e depois se estendem as folhas dos ramos apicais, o0 que gera
uma murcha rapida e posterior morte das plantas. O principal sintoma inicial externo
€ 0 amarelecimento e queda gradual de suas folhas (Duarte et al.,1999).

Muitos isolados de F. oxysporum acometem hospedeiros especificos,
resultando na possibilidade de subdivisdo das espécies em formae speciales e racas,
refletindo a especializacdo patogénica dos isolados (Leslie e Summerell, 2006). No
ano de 1992, o fungo Fusarium oxysporum f. sp. capsici, foi descrito como o agente
causal da murcha vascular de pimentas do género Capsicum em Lousiana (Jones e
Black, 1992).

Dentre as doencas causada por fungos do género Fusarium em espécies de
Capsicum, existe a podriddo do colo. Em Capsicum a podriddo do colo tem como
agente causal o fungo Fusarium solani (Kurozawa e Pavan, 1997) entretanto os
estudos sao escassos.

A espécie Fusarium solani (Martius) Appel e Wollenweber emend.
Snyder e Hansen (Leslie e Summerell, 2006), foi descrita pela primeira vez em 1842
como Fusisporium solani ocorrendo em tubérculos de batata (Solanum tuberosum),
no ano de 1881 foi entdo transferida para o género Fusarium pelo micologista italiano
Piers A. Saccardo; em 1941 Snyder e Hansem consideraram Fusarium solani um
complexo de espécies (Luginbuhl, 2010), por apresentar grande variabilidade
genética, englobando mais de 50 espécies filogeneticamente distintas, de dificil
identificacdo em funcdo da semelhanca morfolégica (Gaion, 2013).

Estudos tem demonstrado que existem em F. solani mais de 20 formae
speciales ja conhecidas, filogeneticamente distintas (Matos, 2011). O complexo de
espécies de F. solani tem passado por constante revisbes taxondmicas, além das
espécies ja identificadas aproximadamente mais 50 podem ser descobertas nos

proximos anos (Thrane, 2014). J& segundo O’Donnell (2000), o complexo de espécies
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de F. solani, pode ser dividido em trés clados, onde o clado | € formado por isolados
provenientes da Nova Zelandia, o clado Il isolados da América do Sul, e clado 11l da
Africa, Asia e América do Sul.

O patdgeno F. solani, possui sua forma sexual conhecida como Haemanectria
haematococca (Berkeley e Broome) Samuels e Nirenberg, um sinénimo também
utilizado é Nectria haematococca (Leslie e Summerell, 2006). Esta espécie é
comumente confundida com a espécie Fusarium oxysporum, por possuirem
caracteristicas semelhantes, de forma que para a diferenciacdo entre estas sao
observadas caracteristicas morfolégicas de seus macros e microconidios, e fialides.
E considerado um fungo ubiquo, ja encontrado em amostras de solos, diversas
plantas, arvores, acomete também alguns animais e ja foi considerado patogénico a
humanos (Leslie e Summerell, 2006).

A podridao do colo, causada por F. solani pode apresentar varios sintomas, e
ocorrer em qualquer estadio de crescimento da planta; quando em plantulas dentre os
principais sintomas destacam-se a murcha, e raizes e regido do colo necrosadas, em
alguns casos as plantas podem secar ou tombar; j& para plantas adultas, estas podem
paralisar o crescimento, murchar e secar (Kurozawa e Pavan, 1997).

O fungo F. solani possui uma variedade de plantas hospedeiras, podendo
variar em sua morfologia e patogenicidade (Oliveira e Costa, 2002). No Brasil existem
registros de ocorréncia nas culturas do maracuja (Passiflora spp.) (Carvalho et al.,
2015; Silva et al., 2014; Bueno et al., 2009), da melancia (Citrullus lanatus) (Soares et
al., 2016); da soja (Glycine max) (Nascimento et al., 2016); do feijao comum
(Phaseolus vulgaris) (Vieira et al., 2016); de pimenta-do-reino (Piper nigrum) (Rocha
et al., 2016; Carnauba et al., 2007), entretanto ndo existem ainda relatos em
Capsicum spp.

Os estudos visando resisténcia a F. solani no Brasil ainda sdo escassos, tendo
em vista que grande parte dos estudos realizados sdo em programas de
melhoramento de soja (Glycine max) como por exemplo nas universidades UFLA —
Universidade Federal de Lavras, ESALQ - Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz" e UEL- Universidade Estadual de Londrina (Guimaréaes, 2011; Fronza, 2003;
Klingelfuss et al., 2007).

Existem também alguns estudos com resisténcia em feijao (Phaseolus
vulgaris) como na UFU — Universidade Federal de Uberlandia (Vieira et al., 2016);

pimenta do reino (Piper nigrum) pela Embrapa Amazénia Oriental (Albuquerque e
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Duarte, 1983), UFES — Universidade Federal do Espirito Santo (Rocha Neto, 2013); e
no maracuja (Passiflora spp.) pela UNEMAT — Universidade Estadual de Mato Grosso
(Carvalho, 2015).

2.5. Caracterizacdo molecular de Fusarium spp.

A identificacdo de espécies de Fusarium, tradicionalmente vem sendo
realizada com base em suas caracteristicas morfolégicas como: forma e tamanho de
seus macros e microconidios, presenca ou auséncia de clamiddsporos, e coloracao
de colbnias (Leslie e Summerell, 2006; Manikandan et al., 2011; Leslie e Summerell,
2013).

Entretanto, devido a semelhancas entre as espécies, a variabilidade genética
presente no género, a similaridade entre suas caracteristicas morfolégicas, e conflitos
em seu sistema taxondémico, esta classificacdo € um empecilho para maior acuracia
na classificacdo das espécies do género (O’Donnell et al., 1998; Oliveira e Costa,
2002; Geiser et al., 2004).

Atualmente, a identificacdo de organismos eucariéticos é realizada com base
na informacdo da sequéncia de nucleotideos por meio da amplificacdo por PCR
(Reacado em cadeia da polimerase) (Singha et al., 2016). O crescimento da utilizacao
destas técnicas esta ligado a rapidez e eficacia do processo (Menezes et al., 2010).
Estas técnicas que tém sido valiosas para distinguir as espécies e a origens de
Fusarium, como a Internal Transcribed Spacer (ITS) (Oliveira & Costa, 2002; Singha
et al., 2016).

As regibes ITS sdo recomendadas para este tipo de diferenciacdo de
espécies, e variedades, pois sdo regides conservadas, e relativamente curtas (500 a
800pb), existem em grande numero de coépias, permitindo facil amplificacdo e
sequenciamento (Fungaro, 2000). Estas regifes estdo localizadas entre os genes
18SrDNA e 28SrDNA e é amplificada por oligonucleotideos iniciadores especificos,
esta regido ITS pode ser dividida em ITS1 e ITS2 (Hillis e Dixon, 1991).

Existem varias sequencias ITS diferentes disponiveis, e a utilizacdo de
softwares possibilita a comparacdo destas sequéncias, definicbes de regibes e

sinteses de primers especificos para espécies especificas de fungo (Fungaro, 2000).
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Considerando a variabilidade genética existente em F. solani, é imprescindivel
o estudo e conhecimento desta, possibilitando subsidiar programas de melhoramento
genético visando resisténcia, impulsionando a obtencdo de cultivares resistentes
(Silva et al., 2013; Carvalho et al., 2015).
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3. CAPITULOS

3.1. CAPITULO 1: Caracterizacdo molecular de isolados de Fusarium spp.
coletados em Capsicum nos biomas Mato-grossenses

RESUMO

DOS ANJOS, ISABELA VERA; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
janeiro de 2018; Caracterizacdo molecular de isolados de Fusarium spp. coletados em
Capsicum nos biomas Mato-grossenses; Orientador: Profa. Dra. Leonarda Grillo
Neves; conselheiros: Profa. Dra. Dejania Vieira de Araujo, Profa. Dra. Kelly Lana
Araujo e Prof. Dr. Milson Evaldo Serafim.

O género Fusarium abrange uma ampla e heterogénea classe de fungos, apresenta
alta variabilidade genética e similaridade em suas caracteristicas morfoldgicas. Desta
forma a identificacdo das espécies de Fusarium sdo um problema, devido a caréncia
de ferramentas que possibilitem uma diferenciacdo confiavel entre as espécies.
Diversos métodos moleculares passaram a ser utilizados para diferenciacdo das
espécies; dentre estas técnicas a amplificacdo das regides ITS do rDNA dos fungos
tem apresentado eficacia, por se tratarem de regides preservadas do DNA, auxiliam
principalmente na distinguibilidade das espécies. O objetivo deste trabalho constituiu
em coletar e caracterizar isolados de Fusarium spp. associados ao sintoma de murcha
em Capsicum nos biomas do estado de Mato Grosso. Foram coletadas 89 plantas
com sintoma de murcha de Capsicum spp. Destas coletas, foram isolados segmentos
de tecido sintomético, em meio PCNB-agar. As espécies encontradas de Fusarium
spp. tiveram seu DNA extraido e foram submetidas a PCR utilizando-se os iniciadores
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’); posteriormente foi realizado o sequenciamento parcial das regides ITS (Internal
Transcribed Spacer), as sequéncias resultantes foram comparadas com as
sequencias disponiveis no banco de dados do GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) atavés do programa BLAST. Com base nas sequencias
obtidas de cada isolado, foi possivel criar a arvore filogenética destes e verificar a
existéncia de 5 espécies distintas de Fusarium: Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Fusarium equiseti, Fusarium incarnatum e Fusarium chlamydosporum, predominando
as espécies Fusarium solani e Fusarium equiseti.

Palavras-chave: Variabilidade genética, pimentas, murcha de Fusarium.
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ABSTRACT

DOS ANJOS, ISABELA VERA; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
January 2018, Molecular characterization of isolates of Fusarium spp. collected in
Capsicum spp. in the biomes of the state of Mato Grosso, Brazil; Adviser Professor:
Dra. Leonarda Grillo Neves; Counselor Professor: Dra. Dejania Vieira de Araujo, Dra.
Kelly Lana Araujo e Dr. Milson Evaldo Serafim.

The genus Fusarium covers a wide and heterogeneous class of fungi and presents
high genetic variability and similarity in its morphological characteristics. Therefore the
identification of Fusarium species is a problem, due to the lack of tools that allow a
reliable differentiation among the species. Several molecular methods have been used
for species differentiation; among these techniques to the amplification of the ITS
regions of the rDNA of the fungi has shown efficacy, because they are preserved
regions of the DNA, conduce most of the discrimination of the species. The objective
of this work was to collect and characterize isolates of Fusarium spp. associated with
the Capsicum wilt symptom in the biomes of the state of Mato Grosso. Eighty nine
plants were collected with Capsicum spp. From these collections, segments of
symptomatic tissue were isolated in PCNB-agar medium. The species found of
Fusarium spp. had their DNA extracted and were subjected to PCR using primers ITS1
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ") and ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3;
later the partial sequencing of the ITS (Internal Transcribed Spacer) regions was
performed, the resulting sequences were compared to the sequences available in the
NCBI GenBank database (National Center for Biotechnology Information) through the
BLAST program. Based on the sequences obtained from each isolate, it was possible
to create the phylogenetic tree of these species and to verify the existence of 5 distinct
species of Fusarium: Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti,
Fusarium incarnatum and Fusarium chlamydosporum, predominating the species
Fusarium solani and Fusarium equiseti .

Key words: Genetic variability, peppers, Fusarium wilt.
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3.1.1. INTRODUCAO

O género Fusarium abrange uma ampla e heterogénea classe de fungos
importantes para a indastria de alimentos, medicamentos, medicina e agricultura
(Luginbuhl, 2010). As espécies de Fusarium sdo consideradas mundiais, possuindo
alta variabilidade genética, e patogénica (Gongalves, 2015). Sdo conhecidas pela
capacidade de causar uma variedade de doencas em uma gama de hospedeiros
(Summerell et al., 2003).

Existem varios patégenos causadores de murcha em Capsicum spp. (Ochoa-
Alejo e Ramirez-Malagon, 2001; Naik et al., 2008; Singh et al., 2017), entretanto a
causada por Fusarium tem sido considerada a principal doenca em pimentas e
pimentdes tornando-se um problema grave durante os ultimos anos. Dentre as
principais espécies causadoras da murcha destacam-se F. solani e F. oxysporum
(Raghu et al., 2016; Tembhurne et al., 2017;).

Dentre as caracteristicas do género, uma das predominantes € a formacao de
esporos assexuados: macroconidios e microconidios (Teixeira, 2015). As espécies de
Fusarium também produzem estruturas de resisténcia chamadas de clamidosporos
(Bedendo, 1995); o que assegura a sobrevivéncia do patbgeno em meteria organica
e no solo por muitos anos e dificulta o controle e erradicacdo (Raghu et al., 2016; El
Kichaoui et al., 2017).

Devido a amplitude do género, a diagnose das espécies de Fusarium sdo um
problema, fato que ocorre devido a caréncia de ferramentas que possibilitem uma
diferenciacdo confiavel entre as espécies (Lievens et al., 2008). Pois a distin¢cao entre
as espécies, formae speciales e racas torna-se complicada, até mesmo para
especialistas (O’Donnell et al., 1998; Windels, 1991).

Assim os métodos moleculares passaram a ser uteis nas diferenciacées do
género (Kistler et al., 1987). Dentre estas técnicas a amplificacdo das regides ITS do
rDNA fungos vem sendo utilizada (Hillis e Dixon, 1991; Menezes et al., 2010). Estas
regides ITS (Internal Transcribed Spacer) sdo regides conservadas do DNA,
auxiliando principalmente na distincdo de espécies (Chen, 2004). E estédo localizadas
entre 0s genes 18SrDNA e 28SrDNA, a regiao ITS pode ser dividida em ITS1 (entre
0s genes 18S e 5.8S) e 0 ITS2 (entre os genes 5.8S e 28S) (Hillis e Dixon, 1991). A

técnica de amplificagédo das regifes ITS, séo indicadas pois séo regides que evoluem
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rapidamente, tornando-as apropriadas para distincdo entre espécies ou variedades
(Fungaro, 2000).

Assim, este trabalho objetivou coletar e identificar isolados de Fusarium spp.
associados ao sintoma de murcha em Capsicum nos biomas do estado de Mato

Grosso.

3.1.2. MATERIAL E METODOS

3.1.2.1. Area de estudo

Para realizacdo das coletas, foram realizadas visitas em cinco municipios, do
estado de Mato Grosso que foram selecionadas nos biomas existentes no estado,
sendo elas: Alta Floresta (Amazénia), Caceres (Pantanal), Juina (Cerrado), Mirassol
d’ Oeste (Amazoénia), Tangara da Serra (Amazénia).

A identificacdo morfolégica dos isolados provenientes destas coletas, foi
realizada no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal situado na Universidade
do Estado de Mato Grosso — Campus Céaceres. A identificacdo molecular dos isolados,
via sequenciamento das regides ITS1 e 2, foi realizada na empresa ACTGene
Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS).

3.1.2.2. Coleta dos isolados

Com a realizacao das visitas em propriedades produtoras de Capsicum spp.,
juntamente com os produtores as plantas que apresentaram sintomas caracteristicos
dos causados por Fusarium como: murcha, amarelecimento, tombamento e necrose
na area do colo foram coletadas e armazenadas, e encaminhadas ao Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da UNEMAT — Campus Caceres, para
posterior analise e identificacdo do agente causal.

As areas foram delimitadas em campo com auxilio de GPS de navegacédo
obtendo assim os dados geogréficos de cada ponto de coleta. Posteriormente os

dados registrados no GPS foram descarregados atraves do software e importados no
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programa ArcGis, versdao 10.1, da Esri para confeccdo do Banco de Dados

Geograficos da pesquisa.

3.1.2.3. Identificacdo dos patégenos

Para o isolamento do patégeno, foram retirados seguimentos do caule e das
raizes de todas as plantas sintomaticas conforme a Figura 1. Os seguimentos foram
transferidos para placas Petri contendo meio de cultura PCNB-agar (Nash e Snider,
1962) e, posteriormente, incubados em B.O.D com fotoperiodo de 12 horas, e

temperatura 25°C * 2°C, por sete dias.

Figura 1. Isolamento de tecido sintomético de Capsicum spp. coletadas dos trés biomas Mato-
grossenses. A) Segmentacédo de tecido sintomatico de raizes e colo; seta — evidenciando uma necrose
inicial no colo; B) Caule apresentando necrose; C) Fragmentos de tecido sintomatico em meio PCNB-

agar; D) Crescimento micelial apds periodo de incubacao.

Em uma primeira etapa, a confirmagdo dos patégenos foi realizada via

identificacdo de caracteristicas morfoldgicas, apés o periodo de incubacdo, com
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auxilio de um microscopio Optico. A caracterizacdo baseou-se na coloracéo da coldnia
(Figura 2); na presenca ou nao, tamanho e formato de macro e de microconidios
(Figura 3); na presenca ou ndo e arranjo de clamidosporos; e no tipo de fialides onde
sdo formados os conidios (Figura 4) (Nelson et al., 1983; Nirenberg, 1990).

Figura 2. Coloracao das col6nias de Fusarium spp. coletadas de Capsicum spp. dos trés biomas Mato-
grossenses em meio PCNB-agar. A) Placa Petri com crescimento micelial vista superior; B) Placa Petri
com crescimento micelial de coloragéo clara vista inferior; C) Placa Petri com crescimento micelial de

coloragcdo amarela arroxeada vista inferior.

Figura 3. Vista de macroconidios e microconidios de Fusarium spp. coletados de Capsicum spp.
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Figura 4. Vista de uma fidlide de Fusarium spp. coletados de Capsicum spp.

Os isolados confirmados como Fusarium spp., foram armazenados pelo
método de preservacdo em papel filtro. Para a realizacdo deste armazenamento
pequenos pedacos de papel filtro esterilizados foram colocados em meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar), assim como o micélio do isolado a ser conservado. Estas
placas foram incubadas em B.O.D por um periodo de 5-7 dias. Posteriormente estes
papeis foram retirados e alocados em placas Petri esterilizadas, estas placas
permaneceram por 7 dias em B.O.D & 25°C para reducdo da umidade. Foram
vedadas, armazenadas em geladeira e catalogadas na Micoteca do Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal da UNEMAT- campus Céceres.

Figura 5. Armazenamento dos isolados de Fusarium spp. coletados em Capsicum spp. nos trés biomas
Mato-grossenses, na Micoteca do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da UNEMAT-

campus Caceres.
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3.1.2.4. Caracterizacdo molecular

A caracterizagcdo molecular dos isolados de Fusarium spp. foi realizada em
duas etapas, onde a primeira consistiu na extracdo de DNA dos isolados coletados.
Para a extracao, os isolados de Fusarium spp., foram cultivados em meio BDA (batata-
dextrose-agar) por um periodo de 7 dias em placas Petri. Apds crescimento o micélio
foi removido com auxilio de espéatulas e macerado em nitrogénio liquido. Utilizou-se
para extracdo o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) e protocolo
recomendado pelo fabricante.

Para as reacoes de PCR, utilizou-se metodologia adaptada de Carvalho et al.
(2015) onde as reacdes foram compostas de 2ul de DNA de cada isolado, 2,5ul de
tampéo de PCR 10x, 2ul de dNTP (2,5mM), 1,25ul dos primers ITS1 e ITS4, 0,125ul
de Tag polimerase e H20 ultrapura q.s.p. para 25uL de reacado. O protocolo constituiu
em um passo de desnaturacao inicial de 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94
°C por 45 s, 58 °C por 45 s e 72 °C por 1 min, e o passo final de alongamento de 72
°C por 10 min em termociclador. Os produtos oriundos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os tamanhos dos fragmentos amplificados
foram determinados com o marcador 100pb DNA Ladder (Sigma-Aldrich, Inc.).

As amostras foram entdo sequenciadas, a identificacdo molecular dos
isolados foi realizada pelo sequenciamento parcial das regides ITS (Internal
Transcribed Spacer) da regido rDNA, por tanto, utilizando-se os primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') paraa
amplificagéo da regido ITS do rDNA (White et. al., 1990). As sequéncias foram
comparadas com as sequencias disponiveis, no banco de dados do GenBank do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), através do programa BLAST. Com
base nas sequencias obtidas de cada isolado, foi possivel criar a arvore filogenética

destes, com auxilio do programa MEGA 5.
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3.1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 89 plantas de Capsicum spp. sintomaticas,74 foram diagnosticadas com
murcha causada por Fusarium spp., nas quais foram identificadas cinco espécies

diferentes de Fusarium, conforme Figura 6.
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Figura 6. Mapa representativo dos pontos de coleta de plantas de Capsicum spp. identificadas com

Fusarium spp.

Com base na identificagcdo das caracteristicas morfologicas dos isolados, e da
proximidade das areas de coleta selecionou-se 26 isolados para realizacdo do
sequenciamento. Com o0 sequenciamento foi possivel identificar as espécies de
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Fusarium spp. encontradas, onde 10 isolados foram identificados como Fusarium

solani, 10 isolados como Fusarium equiseti, 3 isolados como Fusarium oxysporum, 2

isolado como Fusarium incarnatum e 1 isolado como Fusarium chlamydosporum,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Identificacao dos isolados de Fusarium spp. coletados em plantas de Capsicum spp. nos trés

biomas Mato-grossenses

Isolados Cidades Biomas Coordenadas Espécie
1 Caceres Pantanal 16°9'46,05"S  57°38'10,38"0 Fusarium solani
2 Céceres Pantanal  16°9'43,93'S  57°38'18,89'0 Fusarium solani
3 Caceres Pantanal 16°9'41,83"S  57°38'18,20"0 Fusarium equiseti
4 Caceres Pantanal 16°9'46,47"S  57°38'1,45"0 Fusarium solani
5 Caceres Pantanal 16°1043,03'S 57°38'21,96"0 Fusarium solani
6 Caceres Pantanal 16°04'34,5"S  57°39'08,8"0 Fusarium equiseti
22 Caceres Pantanal 16°04'34,5"S  57°39'08,8"0 Fusarium solani
28 Mirassol d'Oeste  Amazbnia 15°43'1545'S  58°7'18,37"0 Fusarium equiseti
29 Caceres Pantanal 16°6'39,92"S  57°40'48,85"0 Fusarium solani
30 Alta Floresta Amazbnia  10°0528,7'S  56°11'35,5"0 Fusarium incarnatum
31 Alta Floresta Amazbnia  10°05'53,5"S  56°12'34,4"0 Fusarium equiseti
34 Alta Floresta Amazbnia  09°55'56,6"S  56°04'04,0" O Fusarium equiseti
35 Alta Floresta Amazbnia  09°49'39,8"S  056°04'41,3"0 Fusarium chlamydosporum
36 Alta Floresta Amazbnia  09°49'06,8'S  56°04'41,3"0 Fusarium equiseti
37 Alta Floresta Amazbnia  09°48'39,9'S  56°04'51,6"0 Fusarium oxysporum
38 Alta Floresta Amazbnia  09°56'37,5"S  56°05'56,5"0 Fusarium oxysporum
39 Alta Floresta Amazbnia  09°54'29,3'S  56°06'36,8"0 Fusarium equiseti
40 Alta Floresta Amazbnia  09°54'29,3'S  56°06'38,5"0 Fusarium incarnatum
41 Tangara da Serra  Amazbnia  14°32'58,6"S  57°22'52,8"0 Fusarium equiseti
42 Tangara da Serra  Amazbnia  14°32'17,1"S  57°23'11,1"0 Fusarium oxysporum
43 Tangara da Serra  Amazbnia  14°32'17,7'S  57°22'41,2"0 Fusarium equiseti
44 Tangara da Serra  Amazdnia 14°32'51,7'S  57°22'19,8"0 Fusarium solani
46 Caceres Pantanal 16°04'34,1"S  57°39'07,6"0 Fusarium solani
48 Juina Cerrado 11°44'50,13"S  58°71'50,21"0 Fusarium solani
49 Caceres Pantanal 16°04'34,1"S  57°39'07,6"0 Fusarium equiseti
50 Caceres Pantanal 16°04'34,1'S  57°39'07,6"0 Fusarium solani

Com os dados obtidos ap6s o0 sequenciamento dos 26 isolados, possibilitou-se

criar a arvore filogenética e relacionar quanto ao bioma de coleta. Foram formados 4

grupos distintos, a disposicao destes grupos pode ser visualizada conforme a Figura

7.
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No Grupo | agrupou-se todos os isolados caracterizados como Fusarium solani
e verificou-se que a espécie F. solani foi encontrada em plantas de Capsicum spp.
nos trés biomas do estado de Mato Groso, Amazonia, Pantanal e Cerrado. No Brasil,
existem registros de ocorréncia de F. solani em diversas culturas, como a Piper nigrum
(pimenta do reino ou pimenta preta) (Rocha et al., 2015), em Passiflora spp.
(maracuja) (Carvalho, 2015; Silva et al., 2014), dentre outras. Entretanto, ndo existem
relatos da ocorréncia deste patdgeno em plantas de Capsicum spp.

Na literatura encontram-se relatos sobre a ocorréncia de murcha causada por
F. solani em plantas de Capsicum spp. ao redor do mundo, como por exemplo no
México, onde Mejia-Bautista et al. (2016) identificou o patdgeno como agente causal
da murcha em Capsicum chinense. Existem também relatos envolvendo a ocorréncia
de F.solani em Capsicum annuum em alguns paises como na Espanha, onde Martinez
et al. (2010) relatou casos de murcha por este patdogeno; na China por Duan et al.
(2016), e na india por Tembhurne et al. (2017).

O Grupo Il € composto pelos 3 isolados de Fusarium oxysporum, sendo estes
encontrados somente no bioma Amazénia. Esta espécie de patdogeno também ja foi
encontrada em causando doencas em plantas de Capsicum spp., em C. annuum no
México (Vasques Lopes et al., 2009), Espanha (Martinez et al., 2010), e Paquistédo
(Sahi e Khalid, 2007).

O Grupo Il agrupou 7 isolados de Fusarium equiseti encontrados nos biomas
Amazonia e Pantanal, 2 isolados de Fusarium incarnatum e 1 de Fusarium
chlamydosporum encontrados somente no bioma Amazbénia. Enquanto o Grupo IV
agrupou também 3 isolados de F. equiseti, da Amazdnia e Pantanal. De maneira geral

relatos sobre estes isolados, sdo escassos na literatura.
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Figura 7. Arvore filogenética dos isolados de Fusarium spp. coletados em plantas de Capsicum spp.

nos trés biomas Mato-grossenses.
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Existem alguns trabalhos que também abordam o F. equiseti como causador
de murcha em Capsicum spp. assim como F. solani; recentemente o trabalho de
Mejia-Batista et al. (2016) no México apontou ambos os patdégenos como causadores
da murcha em Capsicum chinense.

Houve um primeiro relato no ano de 2016 em Trinidad e Tobago em plantas de
C. annuum da ocorréncia do patdgeno F. incarnatum, onde a doenca foi chamada de
podriddo de pimenta, pois atacava os frutos da cultura e causava lesGes necréticas
(Ramdial et al., 2016). Nas coletas realizadas e identificada como F. incarnatum os
sintomas eram de murcha e amarelecimento das plantas.

O género Fusarium embora seja conhecido como um importante género de
fungos patogénicos, possui um confuso e instavel histérico taxondmico, devido a
varios fatores, como a falta de caracteres morfolégicos claros que se separem as
espécies, além de variacdo e mutacbes em cada cultura, conspiraram para certos
conflitos no sistema taxondémico que acabam representando mal a diversidade de
espécies de Fusarium spp. (Geiser et al., 2004).

Existem conflitos de nomenclatura na literatura, em que F. incarnatum, F.
semitectum e F. pallidoroseum sdo considerados a mesma espécie (Leslie e
Summerell, 2006). Assim como, para F. chlamydosporum que a literatura existente é
mais escassa, esta espécie pode ser tratada por F. sporotrichioides var.
chlamydosporum, e F. fusarioides segundo o manual de Leslie e Summerell (2006).
Mas a espécie ja foi relatada em sementes de C. annuum no Paquistdo (Sharfun-
Nahar et al., 2004).

3.1.4. CONCLUSOES

- Foi possivel constatar a existéncia de plantas de Capsicum spp. nos trés
biomas mato-grossense contaminadas por Fusarium spp. Este € o primeiro relato da
ocorréncia de Fusarium spp. em Capsicum spp. no Brasil;

- O sequenciamento das regifes ITS foi eficiente na diferenciacdo das
espécies de Fusarium. Foram identificadas 5 espécies de Fusarium em Capsicum

spp.: F. solani, F. oxysporum, F. equiseti, F. incarnatum e Fusarium chlamydosporum.
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3.2. CAPITULO 2: Reacdo da colecdo de trabalho de Capsicum spp. ao fungo
Fusarium solani

RESUMO

DOS ANJOS, ISABELA VERA; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
janeiro de 2018; Reacé&o da cole¢ao de trabalho de Capsicum spp. ao fungo Fusarium
solani.; Orientador: Profa. Dra. Leonarda Grillo Neves; conselheiros: Profa. Dra.
Dejania Vieira de Arauljo, Profa. Dra. Kelly Lana Araujo e Prof. Dr. Milson Evaldo
Serafim.

O género Capsicum é originario da América do Sul, pertencente a familia das
Solanaceae, cultivado ao redor do mundo. As pimentas do género Capsicum s&o
acometidas por diversas doencas. Dentre estas, destaca-se a podriddo do colo,
causada pelo fungo Fusarium solani. Assim, o presente trabalho foi realizado com o
objetivo de identificar fontes de resisténcia na colecéo de trabalho constituida por 18
genadtipos de Capsicum spp., quanto a resisténcia ao fungo F. solani. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo, o delineamento utilizado foi o de Blocos
Casualizados com 18 tratamentos, 3 blocos e 3 plantas por unidade experimental.
Para a inoculacdo foram utilizadas plantas com 51 dias apés a semeadura, a
metodologia utilizada foi a de imersdo de raizes com corte em uma suspensao de
conidios (1x10°® conidios/ml) pelo periodo de 24 horas, posteriormente, as mudas
foram transplantadas. As avaliacbes foram realizadas diariamente por meio de
escalas de notas e numero de dias de periodo de sobrevivéncia. As notas foram
transformadas por indice de McKinney, para o calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as meédias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott e dispersdo gréafica. Os
gendtipos que se apresentaram resistentes a inoculacdo de F. solani, foram os
UNEMAT - 115 (Capsicum frutescens) e UNEMAT- 173 (Capsicum chinense). E o
genadtipo que apresentou maior suscetibilidade ao patégeno foi o gendtipo UNEMAT-

134 (Capsicum baccatum var. pendulum).

Palavras-chave: resisténcia, inoculagéo, doenca.
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ABSTRACT

DOS ANJOS, ISABELA VERA; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
January de 2018; Reaction of the collection about the work of Capsicum spp. to the
fungus Fusarium solani.; Adviser Professor: Profa. Dra. Leonarda Grillo Neves;
Counselor Professor: Profa. Dra. Dejania Vieira de Araujo, Profa. Dra. Kelly Lana
Araujo e Prof. Dr. Milson Evaldo Serafim.

The genus Capsicum originates from South America, belongs to the Solanaceae
family, grown all around the world. Peppers of the genus Capsicum are affected by
several diseases. Among these, stands out the collar rot, caused by the fungus
Fusarium solani. Therefore, the present work was performed with the objective of
identifying resistance sources in the work collection constituted by 18 genotypes of
Capsicum spp. In terms of resistance to the fungus F. solani. The experiment was
conducted in a greenhouse, the design used was randomized blocks with 18
treatments, 3 blocks and 3 plants per experimental unit. For the inoculation, plants with
51 days after sowing were used, the methodology used was to immersion of roots with
cut in a suspension of conidia (1x10° conidia / ml) for the period of 24 hours, afterward,
the seedlings were transplanted. Evaluations were performed daily through scales of
notes and number of days of survival period. The grades were transformed by
McKinney's index, to calculate the area below the disease progress curve (AACPD).
Data were submitted to analysis of variance and the means were grouped by the Scott-
Knott test and graphic dispersion. The genotypes that were resistant to F. solani
inoculation were UNEMAT - 115 (Capsicum frutescens) and UNEMAT - 173
(Capsicum chinense). And the genotype that showed the highest susceptibility to the
pathogen was genotype UNEMAT-134 (Capsicum baccatum var. pendulum).

Key words: resistance, inoculation, disease.
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3.2.1. INTRODUCAO

O género Capsicum pertencente a familia das Solanaceae (Reifschneider et
al., 2014) é originario da América do Sul, posteriormente as pimentas do género
espalharam-se por todo o tropico americano (Pickersgill, 1997; Barbieri et al., 2007).
Durante o periodo de descobrimento das Ameéricas as pimentas do género Capsicum
destacaram-se, por apresentarem maior pungéncia (Ribeiro et al., 2008). Foram ent&o
disseminadas por toda a Europa de forma rapida (Régo, et al. 2011).

As pimentas deste género tornaram-se destaque entre a familia das
solanaceas, o fato de sua exploragdo normalmente ocorrer por meio da agricultura
familiar impulsionou esta popularidade (Freitas et al., 2012). Existem cinco espécies
gue sdo domesticadas, onde trés sdo amplamente cultivadas: Capsicum annuum,
Capsicum chinense, Capsicum frutescens. Enquanto Capsicum baccatum e Capsicum
pubescens, sdo predominantemente confinadas ao cultivo na América Latina
(Pickersgill, 1997; Barbieri et al., 2007; Reifschneider et al., 2014).

Sabe-se que as pimentas do género Capsicum sdo acometidas por diversas
doencas (Lopes et al., 2011). Os estudos sobre essas doencas, seus impactos na
producdo e medidas de manejo sdo escassos no Brasil (Carmo et al., 2006). Desta
forma, faz-se necessario uma investigacdo ampla do comportamento das espécies de
Capsicum spp. e niveis de resisténcia a doencas, existem atualmente diversos
estudos nesta linha, visando a descoberta de fontes de resisténcia (Soares et al.,
2017). Por exemplo o trabalho de Babu et al. (2010) em que investigou fontes de
resisténcia em Capsicum spp. contra uma gama de problemas fitossanitarios.

Dentre as doencas que atualmente acometem as pimentas do género
Capsicum spp., destacam-se a murcha causada por Fusarium (Raghu et al., 2016).
Segundo Tembhurne et al. (2017), esta tem sido causada por Fusarium solani e
ocasionando grandes problemas na producao de pimentas.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de investigar em uma colecéo
de trabalho de Capsicum spp. com 18 gendtipos com potencial para alto teor de
antioxidante e resisténcia a antracnose, fontes de resisténcias ao fungo Fusarium

solani.

45



3.2.2. MATERIAL E METODOS

3.2.2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo com condi¢gdes controladas, no
campo experimental da Universidade do Estado de Mato Grosso — Campus Céceres,
sob responsabilidade do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, o
experimento de avaliagéo de resisténcia foi realizado nos meses de Julho a Agosto
de 2017. Céaceres esta localizada entre as latitudes 15° 27’ e 17° 37’ S e as longitudes
57° 00’ e 58° 48’ O, a uma altitude de 118m, possui clima tropical quente e Umido com

inverno seco (Awa) clima segundo classificacdo de Koppen (Neves et al., 2011).

3.2.2.2. Colecéao de trabalho

A colecédo de trabalho foi composta por 18 acessos selecionados do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da
Universidade do Estado de Mato Grosso — Campus Caceres. Esta selecdo ocorreu
com base em estudos anteriores, selecionando acessos com potencial para alto teor
de antioxidante (Araudjo, 2015) e resisténcia a antracnose (Maracahipes, 2014) estes
estdo listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Colecao de trabalho de acessos de Capsicum spp.

Acessos | Espécies
UNEMAT 17
UNEMAT 44
UNEMAT 51
UNEMAT 113
UNEMAT 115
UNEMAT 140
UNEMAT 39
UNEMAT 56
UNEMAT 117
UNEMAT 118
UNEMAT 122
UNEMAT 173
UNEMAT 105
UNEMAT 134 Capsicum baccatum var. pendulum
UNEMAT 151
UNEMAT 2
UNEMAT 116 Capsicum annuum
UNEMAT 163

Capsicum frutescens

Capsicum chinense

3.2.2.3. Metodologia de inoculagcdo de Fusarium solani

As sementes dos 18 acessos foram semeadas em bandejas de poliestireno
expandido de 128 células, contendo substrato comercial Plantimax®. As bandejas
permaneceram em casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas. ApGs
a germinacao foram realizadas aplicacbes de adubo foliar semanalmente, e estas

mudas permaneceram em bandejas por 51 dias apds a semeadura.
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Figura 8. Semeadura dos 18 acessos da colecdo de trabalho de Capsicum spp. provenientes do BAG
do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da Universidade do Estado de Mato Grosso —

Campus Caceres.

Aos 51 dias de idade, as plantulas tiveram seu sistema radicular lavado em
agua corrente. Para inoculacédo segundo a metodologia adaptada de Preisigke (2014),
foi realizado em cada plantula um corte de aproximadamente 2 cm de suas raizes.
Estas foram imersas em 5 ml de suspenséo de conidios (1x10°® conidios/ml) obtidas
do isolado Fusarium solani (C — 50 - Micoteca LMGV), por um periodo de 24 horas,
posteriormente foram transplantadas para copos plasticos de 700ml contendo solo,

areia e substrato Plantimax® na proporcao de 2:1:1, conforme Figura 9.
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Figura 9. Inoculagéo de Fusarium solani nos acessos de Capsicum spp. por metodologia de imerséo
de raizes A) Corte de aproximadamente 2 cm de raizes; B) Imers@o das raizes em suspensdo de

conidios por 24 h; C) Plantas transplantadas para copos de 700 ml.

A avaliacdo foi realizada a partir do aparecimento dos primeiros sintomas por
meio de escala de notas adaptada (Nielsen e Haynes, 1960) (variando de 1 a 5, onde:
1= auséncia de sintomas; 2= planta com 1/3 das folhas murchas; 3= planta 2/3 das
folhas murchas; 4= planta totalmente murcha e 5= planta morta), e periodo de
sobrevivéncia. Posteriormente as notas obtidas foram tabuladas e transformadas por
indice de McKinney (1923), para o calculo da area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) (Campbell & Madden, 1990)

O experimento foi realizado conforme Delineamento de Blocos Casualizados
(DBC) com 18 tratamentos, 3 blocos, 3 plantas por unidade experimental. Ao final das
avaliacbes os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas com o programa computacional Genes v.2016.6.15 (Cruz, 2013).

Para confirmacdo que a inoculacdo obteve sucesso para as plantas da

colecao de trabalho de Capsicum spp. foi realizado Postulados de Koch.

3.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O experimento foi avaliado por um periodo de 39 dias, com a realizacéo de

avaliacOes diarias. Foi possivel verificar que o aparecimento dos primeiros sintomas
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caracteristicos da doenca, como necrose no colo (Figura 10), murcha, queda de folhas

e 0 ndo desenvolvimento das raizes (Figura 11), ocorreram a partir de 11 dias.

Figura 10. A, B e C) Sintomas de necrose no colo de plantas suscetiveis de Capsicum spp. inoculadas

com Fusarium solani.
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Figura 11. Plantas de Capsicum spp. inoculadas com Fusarium solani em comparagdo com as
testemunhas. A; C). Geno6tipo UNEMAT - 118 planta inoculada e testemunha, (seta- evidenciando as
testemunhas); B; D) Gendtipo UNEMAT- 163 planta inoculada e testemunha, (seta- evidenciando as

testemunhas).

De acordo com os dados obtidos, os 18 gendtipos de Capsicum spp.
apresentaram variacao quanto aos niveis de resisténcia ao F. solani, area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) e para seu periodo de sobrevivéncia (PS). A
andlise de variancia (Tabela 3), para a variavel AACPD houve diferenca significativa
entre os gendtipos a 1% de probabilidade, e para a variavel PS a 5% de probabilidade,
pelo teste F. As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (Tabela 4).
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Tabela 3. Resumo da andlise de varidncia das caracteristicas de resisténcia de 18 gendtipos de

Capsicum spp. quanto a F. solani

Fonte de variacdo GL QM
' AACPD PS
Blocos 2 268245,8848 54,6852
Genotipos 17 547903,4737 ** 62,4009 *
Residuos 34 161269,8499 30,6656
C.V (%) 25,56 17,22

(**) Significativo a 1%, (*) Significativo a 5%, pelo teste F; AACPD — Area abaixo da curva de progresso

da doenca, PS — Periodo de sobrevivéncia.

Tabela 4. Médias dos genotipos que apresentaram diferengas significativas pelo teste F, agrupados
pelo teste Scott e Knott (5% de probabilidade)

Gendtipos AACPD PS
UNEMAT - 115 (C. frutescens) 675,5556 a 39 a
UNEMAT - 173 (C. chinense) 822,2222 a 39 a
UNEMAT - 117 (C. chinense) 1113,333 a 36,6667 a
UNEMAT - 2 (C. annuum) 1331,111 a 32,3333 a
UNEMAT - 44 (C. frutescens) 1332,222 a 37 a
UNEMAT - 163 (C. annuum) 1373,333 a 36,3333 a
UNEMAT - 116 (C. annuum) 1465556 a 31,3333 a
UNEMAT - 105 (C. baccatum var. pendulum) 1486,667 a 32,3333 a
UNEMAT - 151 (C. baccatum var. pendulum) 1543,333 a 31,6667 a
UNEMAT — 118 (C. chinense) 1706,667 b 35 a
UNEMAT - 39 (C. chinense) 1724,444 b 30,6667 a
UNEMAT - 51 (C. frutescens) 1795556 b 30,3333 a
UNEMAT - 17 (C. frutescens) 1811,111 b 30 a
UNEMAT - 113 (C. frutescens) 1848889 b 32,3333 a
UNEMAT - 122 (C. chinense) 1877,778 b 28,6667 a
UNEMAT - 56 (C. chinense) 1916,667 b 28,6667 a
UNEMAT — 140 (C. frutescens) 2062,222 b 26 a
UNEMAT - 134 (C. baccatum var. pendulum) 2394,444 b 21,3333 a

AACPD - Area abaixo da curva de progresso da doenca, PS — Periodo de sobrevivéncia.

Posteriormente, foi possivel realizar o agrupamento destes acessos, por meio
de Disperséo Grafica. Conforme apresentado na Figura 12, os genotipos da colecéo
de trabalho, agruparam-se em 3 grupos, de forma que foi possivel visualizar as
variacdes de niveis de resisténcia dos acessos entre resistentes, intermediarios e

suscetiveis.
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Figura 12. Dispersao gréafica da avaliagdo do comportamento de 18 gendétipos de Capsicum spp. em
relagéo ao fungo Fusarium solani por meio AACPD — Area abaixo da curva de progresso da doenga,
PS — Periodo de sobrevivéncia.

Com base nos resultados obtidos, é possivel perceber que dois dos genétipos
da colecdo de trabalho apresentaram maior resisténcia a inoculacdo de F. solani,
UNEMAT 115 (C. frutescens) e UNEMAT 173 (Capsicum chinense), estes acessos
nao apresentaram sintomas e morte de plantas, conforme a Figura 13, foi perceptivel
gue as plantas mantiveram-se resistentes pelo periodo de 39 dias. Estatisticamente
pelo teste Scott e Knott, outros gendtipos também foram considerados resistentes,

entretanto alguns sintomas foram observados durante o periodo de avaliacéo.
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Figura 13. Comparagéo entre as plantas de um genotipo de Capsicum considerado resistente UNEMAT
-115 com 3 repeticdes e 1 testemunha A e B) Acesso UNEMAT-115, plantas inoculadas (seta-

evidenciando a planta testemunha).

Enquanto o gendtipo que apresentou maior suscetibilidade a inoculacédo de F.
solani foi 0o UNEMAT 134 (C. baccatum var. pendulum), apresentou sintomas mais
precoces, registrando morte de plantas com 19 dias ap0s a inoculagéo.

Os outros 15 acessos apresentaram niveis de resisténcia intermediarios, onde
5 acessos de C. frutescens, 5 de C. chinense, 2 de C. baccatum var. pendulum e 3
acessos de C. annuum, as plantas destes acessos sobreviveram por um periodo de
30 a 36 dias aproximadamente.

De acordo com os resultados obtidos, é perceptivel que a metodologia de
inoculacao de plantas de Capsicum spp. por imersédo de raizes com corte, para o
patdgeno F. solani foi eficiente. Resultados semelhantes foram encontrados por
Castro (2014) quando avaliou diferentes metodologias de inocula¢do e concluiu que

para a inoculacdo de Fusarium spp. em espécies de Capsicum, a metodologia de
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imerséao de raizes com corte foi a que demonstrou maior eficacia. Outros autores como
Tembhurne et al. (2017) também utilizaram com sucesso desta metodologia de
inoculacdo, em seu trabalho de investigacao de gendtipos de C. annuum resistentes
a F. solani.

Tendo em vista que o patdgeno é facilmente disseminado por detritos vegetais
e solo, e seu dificil controle, a utilizacdo de gendtipos resistentes possibilita mitigar a

ocorréncia da doenca torna-se uma alternativa viavel.

3.2.4. CONCLUSOES

- Foi possivel constatar a existéncia de variabilidade genética dentro das
espécies de Capsicum spp. da colecdo de trabalho quanto a resisténcia ao fungo
Fusarium solani.

- Os genotipos que se apresentaram resistentes foram os acessos UNEMAT
115 (Capsicum frutescens) e UNEMAT 173 (Capsicum chinense).
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nas pesquisas realizadas, percebe-se que no Brasil, ndo existem
ainda pesquisas voltadas a ocorréncia de murcha causada por Fusarium spp. em
Capsicum spp. Desta forma, é sensato considerar que a incidéncia do patégeno no
pais ainda é subestimada tanto para plantas de Capsicum spp., quanto para outras
culturas. Faz-se necessario um levantamento sobre estas espécies, e as doencgas que
patogenos de Fusarium tem causado, entendendo assim a interacdo do patdgeno-
hospedeiro. Subsidiando novas pesquisas, que possam dar continuidade a este
primeiro estudo, de forma a elaborar estratégias de controle necessarias, e embasar
programas de melhoramento visando resisténcia.

Foi possivel constatar a existéncia de variabilidade nas espécies existentes
de Fusarium spp. em Capsicum spp., nos trés biomas do estado de Mato Grosso. A
avaliacao de resisténcia, possibilitou identificar na colecéo de trabalho de Capsicum
spp. dois acessos que apresentam resisténcia ao fungo de solo Fusarium solani.
Contribuindo assim para posteriores programas de melhoramento visando a
resisténcia de plantas de Capsicum spp. Para um posterior estudo, faz-se de extrema
importancia testar esta resisténcia quanto aos demais espécies de Fusarium spp.
encontradas.

Estes resultados veem a contribuir com a continuidade programa de
melhoramento visando resisténcia, tendo em vista que com uma metodologia de
inoculacao ja definida, experimentos envolvendo outros acessos e isolados, podem

ser realizados.
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